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RESUMO

Camardbes, em diferentes estagios de desenvolvirainteentam-se de
plancton, de forma direta ou indireta, podendo fsteionar como um
vetor passivo de agentes patogénicos, como, panm@geo Virus da
Sindrome da Mancha Branca (WSSV). Por outro ladoDNA
gendmico do virus pode permanecer intacto por sanmeses no
sedimento de viveiros de cultivo de camardes. \isarontribuir para o
desenvolvimento de estratégias de deteccdo e mamiémto do WSSV,
0 presente estudo teve como objetivo padronizatragéio de DNA e a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a det@odd/SSV em
amostras de agua e sedimento de viveiros de cuttevocamardes
Litopenaeus vannameOs resultados foram comparados com aqueles
obtidos por outras estratégias de diagndstico, canfeCR de dois
passos (PCRested)utilizando-sediferentes iniciadores, e com a PCR
em Tempo RealgPCR). O FTA gene card mostrou-se uma boa
alternativa para a coleta e o armazenamento det@®ode agua,
visando a deteccao viral por PCR. Os iniciadoreagkesentaram maior
sensibilidade para a deteccdo do WSSV, quando cadps com 0S
iniciadores WS146 para amostras de camarado, plaretsedimento,
porém menos sensiveis em relacdo a gPCR. Os cosjdetiniciadores
desenhados para RuBisCO (fitoplancton) e rRNA 18®glancton)
foram essenciais para a verificagdo da qualidadegridade do DNA
extraido das amostras de agua e sedimento, alémomerovar a
presenca de material gendmico especifico e awaletisténcia ou nao
de inibidores enziméticos para reagbes de ampldicgoor PCR. O
monitoramento da presenca do WSSV na agua e no pude
representar uma importante ferramenta de avaliggé@otencial de
infeccdo de um viveiro, assim como evitar a propagalo WSSV em
uma determinada &rea e a introdugéo do patégenorermova regiao.

Palavras-chave: WSSV, PCR, plancton, sedimeritdppenaeus
vannamei



ABSTRACT

Shrimp, in different stages of development, feedptankton, either
directly or indirectly. Therefore, plankton may @iion as a passive
vector of pathogens, such as the White Spot Synelrgimus (WSSV).
On the other hand, the virus genomic DNA can be kapct in the
sediment of farmed shrimp ponds for several monthsorder to
contribute to the development of strategies for WSfetecting and
monitoring, the present study aimed to standartizeDNA extraction
and the Polymerase Chain Reaction (PCR) for thectleh of the virus
in samples of water and pond sediment obtained ftdiwpenaeus
vanname farming facilities. The results were compared hwihose
obtained by other diagnostic strategies, such asstep PCR (nested
PCR), using different primers, and Real-Time PQRJR). FTA gene
card proved to be a good alternative for collectamgl storing water
samples for the purpose of viral detection usingRP& primers were
more sensitive for WSSV detection, when compareth WWS146
primers for shrimp, plankton and sediment samplgsléss sensitive
thangPCR. The set of primers designed for RuBisCO (pgblgttkton)
and 18S rRNA (zooplankton) were essential for chmeckhe quality
and integrity of DNA extracted from samples of wased sediment,
besides indicating the presence of specific genonaiterial. Moreover,
they enabled the evaluation of the potential preseasf PCR enzyme
inhibitors. Monitoring the presence of WSSV in wasnd soil may
represent an important tool for evaluating the dtifgy potential of a
pond as well as preventing the spread of WSSVdartin area and its
introduction in a pathogen free region.

Keywords: WSSV, PCR, plankton, sedimdritppenaeus vannamei
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INTRODUGCAO GERAL

1. Breve histérico da carcinicultura

Dentre os setores produtores de alimento, a aduiaulé,
atualmente, o setor que apresenta o maior creswimemndial
(SUBASINGHE, 2005). Segundo levantamento estatistivulgado
pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (2010), esd&vidade
apresentou significativo crescimento nos uUltimassapassando de 278
mil toneladas em 2003 para 415 mil em 2009, o quévale a 35% de
incremento em menos de uma década. Segundo a F8)(2m 1996
a pesca de captura representou 73% do total daigiodpesqueira
mundial, enquanto a aquicultura foi responsavelgpaenas 27%. J4 em
2006, a pesca de captura representou 58% da pwmauogadial e a
aquicultura contribuiu com 42%. A exploracdo indiminada do
estoque pesqueiro natural e a crescente diferemiga @ quantidade de
pescado capturado e a demanda de consumo, tor@ai@iuicultura
uma das alternativas mais viaveis para a produeéalichento de alto
valor protéico (CAMARGO; POUEY, 2005). Atualmente Rrasil
produz aproximadamente 1,25 milhdes de toneladasesieado, sendo
38% cultivados (MPA, 2010). O crescimento médio mtaducéo
brasileira de pescado entre os anos de 2008 efaD@@ 5,4% para a
pesca extrativista e 43,8% para a aquicultura (ME@40). Entre os
diversos segmentos da aquicultura, o cultivo de acam — a
carcinicultura — vem ganhando cada vez mais dest&pnforme dados
da FAO (2008), em 1997 a producdo mundial de caesacdltivados
era de 3.364 toneladas, passando a 65.000 tonekwmias2007,
contribuindo com 62% do total da producdo mundial.

Em muitos paises, o consumo de camardo tem crescido
anualmente, mas os estoques naturais desses ensstiecapodes tém
sofrido intensa deplecdo. Em 1997 a producdo dexrdams de cultivo
representava 27% da producdo mundial e em 200Dpgssa 51%
tornando-se superior a producao extrativista emS24toneladas (FAO,
20009).

A carcinicultura moderna nasceu na década de 3andgu
cientistas japoneses iniciaram os trabalhos décldtwra comPenaeus
japonicus No entanto, somente nas décadas de 70 e 80, quand
pescadores e larvicultores comecaram a abasteceriamres com
grande quantidade de juvenis, a producdo de camarGiivados
comecgou a se desenvolver rapidamente (ANDREATBR, TRAME,
2004).
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Em 1997 a principal espécie de camaréo cultivadamodo era
a Penaeus monodomesponsavel 51,77% da producdo. Entretanto
devido a excelente qualidade de carne, grande @atate adaptacdo e
reprodutivo, curta duragdo dos cultivos e altog;@sedo produto no
mercado mundial o camarao branco do Pacifitopenaeus vannamei,
dez anos depois tornou-se a espécie lider na @odowndial de
camarao cultivado com 70,11% (FAO, 2009).

O camardo branco do Pacifitgtopenaeus vanname(Figura 1)
estanaturalmente distribuido na costa leste do Oceacdi€, desde a
provincia de Sonora no México até Tumbes no PearunEkoduzido no
Brasil a partir da década de 80, porém somentetia gpa 1992 € que os
cultivos comecaram a se popularizar, apoés ter smstatado que os
niveis de produtividade obtidos com essa espécamtdhica e
detritivora (PEREZ-FARFANTE; KENSLEY, 1997), eraistematica e
significativamente superiores aos obtidos com quealgma das demais
espécies cultivadas até entdo no pais (BORGHETETRENSKY;
BORGHETTI, 2003).

Figura 1: Exemplares do camar@o marinhd@ppenaeus vannamei

A utilizacdo doL. vannameem cultivos comerciais foi realmente
um fator revolucionario para a carcinicultura Heasa; de 7.250
toneladas em 1998, a producdo de camarfes no Bessibu a 15.000
toneladas em 1999, atingindo 60.128 toneladas €f.20esse ano a
produtividade média foi de 5.458 Kg/ha/ano, colalcam pais como
lider mundial em produtividade (ROCHA, 2002; BORGHE N;
OSTRENSKY; BORGHETTI, J., 2003). Os resultados séattbrios



19

levaram a um periodo de expanséo da atividadegujménou com uma
producéao recorde de 90.180 toneladas em 2003 (ABQY,).

Uma das contribuicbes de maior importancia da caudiura
brasileira para as condicbes socioecondmicas ds zoaas de
intervencdo € a sua capacidade de gerar empregoampente,
beneficiando as populagdes locais mais carentesmeé® rural
(GELINSKI, 2005). Ao longo da cadeia produtiva donardo cultivado
sdo gerados diversos empregos diretos e indiretfes,nos laboratorios
associados, nas fazendas propriamente ditas oda,amo setor de
processamento (ROCHA, 2003).

O volume de producgédo, produtividade e exportacée,winham
sendo observados desde 1996 na carciniculturanacsofreram uma
sensivel queda, devido ao baixo valor de comezeigdio do camaréo,
dos elevados custos de producéo, da ac¢édo antidgmpmmovida pelos
EUA e principalmente ao surgimento de enfermidades cultivos
(MADRID, 2005) - o virus da Mionecrose InfecciostMiflVV) no
Nordeste e o virus da Sindrome da Mancha BrancaS{{V/®o Sul
(OSTRENSKY; BOEGER, 2008). Em 2004, a producdo resBcaiu
para 75.000 toneladas; queda que foi seguida petlugho de apenas
65.000 toneladas em 2005, o que levou o Brasilparcapenas a oitava
colocacdo em producdo mundial (ABCC, 2007). De 2803009 a
producdo brasileira de camardo se manteve em 65@@8ladas
(ABCC, 2009) colocando o Brasil no 6° lugar do ragkmundial na
producao de camarao cultivado (MPA, 2010).

O grande potencial reprodutivo, a curta duraciocdéis’os e 0s
precos competitivos do produto no mercado mundi@hsituem
aspectos positivos para o investimento na criagdpetheideos. Porém,
essa atividade tem se caracterizado como um negtgcialto risco,
mesmo com os indices positivos registrados.

Em Santa Catarina, a introdugéo da espéciannameicorreu
no ano de 1998, e os excelentes resultados obtiums/aram a
elaboragdo do Programa Estadual de Cultivo de @mwmaviarinhos,
lancado no municipio de Laguna, em maio de 1999 SO
ANDREATTA; GRUMANN, 1999). A producdo passou de 50
toneladas em 1998 para 4.267 toneladas em 2004 166mprodutores
em operacao.

Em Santa Catarina, a safra de camardes 2004/206%pa bater
recordes de producdo, produtividade, geracdo deegop e receita.
Incentivado pelo apoio do governo estadual, o sespecializava-se
constantemente, deixando otimistas produtores, icEtn e as
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comunidades adjacentes as fazendas. No entantugv@ambro de 2004
comecaram a ocorrer as primeiras mortalidades,uhaa estado, na
regido do Complexo Lagunar, em fazendas da regideedcaria Brava
(Laguna) e Imarui. Amostras coletadas na regidongadas para
diagnéstico realizado na Universidade do ArizonaA4)) onde se

encontra um dos laboratérios de referéncia da Qaeéo Mundial de
Saude Animal (OIE), foram diagnosticadas como squuditivas para o
virus da sindrome da mancha bran@ghife Spot Syndome Virus

WSSV) em 11 de janeiro de 2005. A presenca da ¥ouconfirmada

pela Universidade Federal de Santa Catarina (URRC)aboratério de
Biomarcadores de Contaminacdo Aquética e Imunogaingendo o
diagnéstico realizado em amostras recebidas ene j&neiro de 2005.
As fazendas contaminadas foram interditadas e @o vaanitario

estabelecido até setembro de 2005 (SEIFFERT et2@05). Foram

adotadas medidas sanitérias e estratégias paea aviloenca, assim
como um mecanismo de monitoramento e controle da afetada
(ABCC, 2005).

Desde entdo, com o surgimento da enfermidade ciolzhgor
mancha branca, houve um decréscimo significativo pneducéo
estadual. Em Santa Catarina, entre 2006 e 200hasperca de 100
toneladas foram produzidas. A ocorréncia do WSSWYvaqou a
diminuicdo subita das atividades, gerando grandefiipos para a
carcinicultura catarinense. Na safra 2006/2007napérés fazendas da
regido Sul obtiverem sucesso na producdo de camaubea delas,
inclusive, vitimada anteriormente pela Mancha Baamostrou sinais
de recuperagao, com 6timos resultados técnicognimto, a producéo
da Regido Sul ainda encontra-se bastante compaEnéMELLO;
FARIAS, 2007). Em 2009 a producdo estadual de daasar
(Litopenaeus vannameicultivados atingiu 172 toneladas, com 19
produtores em operacao (SANTOS et al., 2010).

2. O virus da Mancha Branca

Os animais em sistemas de cultivo apresentam ncaiotato
entre si, estdo sujeitos muitas vezes a baixa dpddi de agua,
mudancas repentinas na salinidade, temperaturagénix dissolvido,
manipulacdo e transporte; fatores esses que promovestresse dos
animais, podendo favorecer a acdo de agentes patogé
(MISCIATTELLI; JONES; LATCHFORD, 1999). Fazendasrieiros
sdo susceptiveis a invasdo de protozodrios, fueduectérias, mas as
enfermidades causadas por virus sdo as que proaamiores perdas
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e prejuizos (PAEZ-OSUNA, 2001). Desta forma, passegurar-se a
gqualidade sanitaria desses organismos, bem condgukaem que sado
criados, tornam-se necessérios 0 aumento do comdetd em
patologia de organismos aquéticos, a melhoria ri@&as de manejo e
0 incremento das técnicas de diagnostico (MARQUESI.e 2006;
SILVA-SOUZA, 20086).

O rapido aumento da producdo mundial de camardésacios
tem sido acompanhado por uma intensificacdo na&uwa de doencas
gue estdo prejudicando significativamente o ritrooddsenvolvimento
mundial desta atividade (LIGHTNER; REDMAN, 1998; &SEEIRA,
2006). O WSSV causa forte impacto econémico na simidd
camaroneira no mundo inteiro.

Entre os mdltiplos problemas virais descritos pzamardes, 0
virus da sindrome da mancha brané#ife Spot Syndrome Virus
WSSV) é o mais devastador e 0 mais difundido, teralgado forte
impacto econdmico na indlstria camaroneira no muideiro.
(LIGHTNER et al., 1998; WANG et al.,, 1999; TAPAY;ADALA,
LOH, 1999; SOTO; LOTZ, 2001; JIANG et al., 2006;EEEL, 2006;
SANCHEZ-MARTINEZ; AGUIRRE-GUSMAN; MEJIA-RUIZ, 2007)

Desde 1992, a doenga tem causado mortalidade eisamas
Asia. Em 1995, o virus foi detectado nos Estadosid$n em 1998, na
América do Sul e em 1999 na América Central, ondesau
consideraveis perdas soécio-econémicas (PEREZ; VOUEKT;
CALDERON, 2005). Um resumo cronolégico dos primeirelatos de
surtos de WSSV em varios paises produtores de aandaapresentado
na Tabela 1.

Inicialmente, pensou-se que diferentes agentess vineessem
surgido simultaneamente em diferentes regidescada um foi dado
um nome especifico:Hypodermal and Haematopoietic Necrosis
Baculovirus (HHNBV) (DURAND et al., 1996),Penaeus monodon
Non-occluded Baculovirus(PmNOB Ill) (WANG et al., 1995;
KARUNASAGAR; OTTA; KARUNASAGAR, 1997), Rodshaped
Nuclear Virusof Marsupenaeus japonicu®RV-PJ) (INOUYE et al.,
1994; INOUYE et al, 1996),Penaeid Rod-shapedNA Virus
(VENEGAS et al., 2000),Systemic Ectodermal and Mesodermal
Baculovirus(WONGTEERASUPAYA et al., 1995; SAHUL HAMEED
et al.,, 1998) ouWhite Spot BaculovirusfCHOU et al.,, 1995;
LIGHTNER, 1996). Mais tarde, com base em estudosecntares,
genéticos e filogenéticos, foi reconhecido que mitalagente viral era
responsavel pelos casos patologicos relatadosinténge, chegou-se a
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um consenso de denomina-lo \dnite Spot Syndrome Virfg/SSV) -
Virus da Sindrome da Mancha Branca, ou aintfajte Spot Virus
(WSV) —Virus da Mancha Branca.

Tabela 1: Cronologia dos primeiros relatos de surtos de WY paises
produtores de camardo na Asia, América e Europa.

Ano do Pais Referéncia

primeiro

relatoe

14952 Taiwan Chouet al. 1995

1993 China, Japdo, Coréia Zhan et al. 1998; Inouye et al. 1994; Park et al.

19498

1994 Tailandia, india, Lo et al, 199%a Karunasagar, Otta;
Bangladesh Karunasagar, 1957, Mazid; Banu, 2002

1995 Estados Unidos Lightner, 19586 Wang, ¥.G. et al., 1595

1936 Indonésia, Malasia, Sri Durand et al, 1996,  Kasormchandra;
Lanka Boarwaratpaling Itami, 1958, Rajanet al., 2000

1997 Wiethd Bondad-Reantaso et AL, 2001

1558 Feru Ro=enberry, 2001

1995 Filipinas, Equadar, Magbanua et al, 2000; Bondad-Reantaso et al.,
Colirmbia, Panarma, 2001; Hossain et al, 2001; Wu et al, 2001
Honduras, Micaraogua,
Guatemala, Belize

1999-2000 MeExico Bondad-Reantazo ef AL, 2001

2002 Franga, Ird Dieu et al., 2004

2005 Brasil APHSE-USDA 2005

2008 Costa Rica WAHID, 2008

2008 Hong Kong WiAHID, 2008

2009 Taipei (China), Myanmar WAHID, 2009

2010 Cingapura WAHID, 2010

Fonte: ESCOBEDO-BONILLAet al., 2008 com atualizagdes WAHID, 2010.

O virus da mancha branca é envelopado, baciliforooen
nucleocapsideo na forma de bastdo e uma caudatensa® na forma
de flagelo em uma das extremidades (CH&EL, 1995; WANG et al.,
1995) (Figura 2). O envelope viral € uma estrutipfaica trilaminar
que abriga o nucleocapsidio, estrutura espiraladeposta por
subunidades de proteinas globulares (WONGTEERASUPRAY al.,
1995; DURAND et al., 1997; NADALA; LOH, 1998).

O seu material genético € composto por DNA de diitda
(CHEN et al., 2002b; VAN HULTEN et al., 2001b; VAEHARAN;
JAYAKUMAR; RAMASAMY, 2003; YANG et al.,, 2001), serdd
encontradas varias linhagens e isoladio¥irus, que sdo extremamente
virulentas e patogénicas para varias espécies deidems e outros
crustaceos (DURAND et al., 1997; MULLER, 2009).
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TRk AR | e A 10 ducrif)
Figura 2: Micrografias eletrénicas do virus da sindromendmcha branca -
WSSV. As setas indicam o apéndice na forma del8agente: ESCOBEDO-
BONILLA et al., 2008.

Inicialmente incluido na famili@aculoviridae (WANG et al.,
1995) e, mais tarde, reclassificado como perteecemt familia
Nimaviridae, género Whispovirus (VAN HULTEN et al.,, 2001b;
MAYO, 2002; OIE, 2003). Infecta tecidos de origenttoe e
mesodérmicas (CHANG et al., 1996), como epitéliticalar, tecidos
conectivos e tecidos hematopoiéticos (SHI et 8052, replicando no
nucleo das células infectadas (LEU et al., 2007).

A morfologia, localizacdo nuclear e a morfogénese Smilares
a virus baciliformes de insetos (DURAND et al., ZPNo estagio final
de infeccdo, o nlcleo ou até a prépria célula tigiam-se, levando a
perda da arquitetura celular (LEU et al., 2007)

Sob condi¢des de cultivo, esse virus pode cauéal@G% de
mortalidade acumulada entre 2 e 10 dias apés @ idims sintomas
(CHOU et al., 1995; WANG et al., 1995; WONGTEERASURA et
al., 1995; LIGHTNER, 1996; LO et al, 1996b; CHEN997;
LIGHTNER et al., 1998; XU; HAN; ZHANG, 2006).

Além de infectar diversas espécies de camarfes/agis e
silvestres suscetiveis, uma de suas particularsdade elevado namero
de hospedeiros que apresenta, incluindo uma graadedade de
crustaceos tais como, caranguejos, lagostas (L@l.et1996a, b;
SUPAMATTAYA et al., 1998; PENG et al. 1998; WANG,. ¥t al.,
1998; CHEN et al. 2000; CHAKRABORTY et al., 2002QHSAIN et
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al., 2004; LIGHTNER, 2005; MARQUES, 2007; ESCOBEDO-
BONILLA et al.,, 2008), siris (CHANG et al., 2001) eopépodos
(ZHANG et al., 2007).

Em peneideos, ja foi detectado em pés-larva, jlveradulto
(CHANG; CHEN; WHANG, 1998a) e muitas das espéciesedvolvem
tolerancia ao virus, apés uma alta incidéncia detaimbade inicial
(SCHUUR, 2003).

Esta caracteristica peculiar tem contribuido pasawsucesso em
uma ampla distribuicdo geogréfica (LO et al., 199641997; PENG et
al., 1998; CHOU et al., 1998; MAEDA et al., 1998ANG et al., 1998;
CHEN et al,, 2000; SAHUL HAMEED et al., 2001, 2002003;
MUSTHAQ et al., 2006).

Sua transmissdo pode ser vertical através de netores
infectados (SANCHEZ-MARTINEZ; AGUIRRE-GUSMAN; MEJIA
RUIZ, 2007) ou horizontal pela canibalizacdo de adi®s infectados
(CHOU et al., 1995; WU et al., 2001; LOTZ; SOTO 2jdotes de pos-
larvas infectadas em um viveiro e posterior diseagéo do patdégeno
para viveiros vizinhos ou mesmo para outras faze(Md) et al., 2001;
LIGHTNER, 2005).

Estudos recentes relatam ainda a deteccéo do VEB8Amostras
de solo dos viveiros de cultivo, mesmo apds 10 mégeestocagem
(NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA, 2008) e em microalga
como Chlorella sp (LIU et al.,, 2007). Esta caracteristica torna a
erradicacdo do virus muito dificil, pois mesmo élamdo os camardes
infectados de um viveiro, o virus pode continuaspnte no ambiente.

Camardes em diferentes estagios de desenvolviraénmtentam-
se, de forma direta ou indireta, de uma combinalgiditoplancton e
zooplancton (MULLER-FEUGA, 2000). O plancton é ddesado um
vetor passivo na transmissdo do WSSV, pois poss@pacidade de
transportar o virus da mancha branca (LIU te QD72

As maneiras pelas quais 0 WSSV é disseminado n&mfo
completamente investigadas, entretanto, estudoslé@émonstrado que a
rapida dispersédo de virus exéticos pode ser atiddiinsetos aquaticos,
aves marinhas (GARZA et al., 1997), ao transpottermacional de pos-
larvas e adultos infectados (LIGHTNER et al., 19¢7)0 uso de
camardes infectados congelados, para utilizacdm deoa para pesca
desportiva (NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998). A 4&gua
provavelmente é um importante caminho para a emnttadWSSV em
uma unidade de aquicultura (COHEN et al., 2005) wea que
particulas virais podem estar presentes na agua$AR al., 2007) e
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viaveis por pelo menos 30 dias na 4gua do mar@ 86f condi¢cdes de
laboratério (MOMOYAMA et al., 1998).

O virus da sindrome da mancha branca pode se aspalavés
da &gua de viveiros vizinhos ou fazendas, atrasésoda rotineira de
agua ou de despescas emergenciais, preservand&sy @B areas de
cultivo de camardo (ESPARZA-LEAL et al., 2009).

Atualmente na carcinicultura, a agua dos viveiros
rotineiramente lancada no meio adjacente (lagoasteicas ou
estuarios), onde habitam outras espécies de ceastadluitos destes
potencialmente suscetiveis a infeccdo por WSSV (HHEDO-
BONILLA et al., 2008). A renovacdo de agua é nommlte feita até
mesmo em viveiros afetados por surtos de WSSV. [pséica
provavelmente aumenta o risco de transmissdo W3%/fpzendas de
camarao vizinhas e para o meio ambiente.

3. Sinais clinicos e desenvolvimento da doenca

E de conhecimento geral de carcinicultores e psadares que
varias espécies de camarfes peneideos infectadosMRSV podem
apresentar manchas brancas de 0,5 a 3 mm de damoetixoesqueleto
(LO et al., 1996b; WU et al., 2001) (Figura 3). éar o mecanismo
exato da formac&o das manchas ainda no é conhEquissivel que a
infeccdo por WSSV provoque disfuncdo do epitélibesticular do
animal, resultando no acimulo de sais de célcicutiaula (WANG, et
al.,1999).

Figura 3: Aspecto externo da carapagca de um individuoL deannamei
infectado com o WSSV, mostrando as manchas brakoase: LIGHTNER,
1996.

N
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Além da visualizagdo de manchas brancas no exdesnuos
animais infectados com WSSV, outros sinais clinda@sloenca incluem
coloracao avermelhada do corpo e apéndices (LIGHR NEal., 1998),
anorexia (CHOU et al., 1995; DURAND et al., 1996FGEL, 1997),
letargia (WONGTEERASUPAYA et al., 1995; DURAND dt,d997),
natacdo irregular ao redor das bordas do tanqueuligo (PEREZ;
VOLCKAERT; CALDERON, 2005), facil desprendimento daticula
(LO, et al., 1996b), dilatacdo e coloracdo amaeelda hepatopéncreas
(SAHUL HAMEED et al., 1998) e, ainda, diminuicdgomblemas de
coagulacdo da hemolinfa (WANGPOULOS; LIGHTNER, 2000;
KIATPATHOMCHAI et al., 2001).

Os animais geralmente apresentam os sinais clioicosu dois
dias antes do surgimento da primeira mortalidad2\{let al., 1998). A
mortalidade em massa pode ocorrer dentro de atdideapos o inicio
da manifestacdo da doenca (KARUNASAGAR; OTTA;
KARUNASAGAR, 1997; LOTZ; SOTO, 2002), como mencionado
anteriormente. Nos tanques de engorda, camarfeslde as idades e
tamanhos sdo susceptiveis a doenca, mas a maltalielm massa
normalmente ocorre um ou dois meses depois do pwTa
(KASORNCHANDRA; BOONYARATPALIN; ITAMI, 1998). No
entanto, a auséncia dos sinais acima mencionados erélui a
possibilidade de o camardo estar infectado, umaquez os animais
podem ser assintomaticos. Assim, torna-se necasaadonfirmacao
laboratorial da presenca do virus, através de roétathis sensiveis e
acurados.

4. Métodos de diagndéstico da doenca

Estudos vém sendo realizados e muitas técnicasadedstico
desenvolvidas com o intuito de compreender, prevemontrolar, ndo
s6 a Sindrome da Mancha Branca, como também out@ses que
infectam camardes (NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998ANG;
TSAl; CHEN, 1998; WANG, C. et al., 2000; BACHEREQQD;
PEREZ; VOLCKAERT; CALDERON, 2005ROUT, 2005; WANG;
ZHAN, 2006).

Os métodos de deteccao utilizados para o diagnddddVNSSV
incluem identificacdo macroscopica de pontos claies brancos,
observacgdes histologicas, hibridizaci#o situ e dot blot através de
sondas especificas para o WSSV, amplificaic&itro de acidos nucléicos,
através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)eRCIempo Real
(gPCR), testesnunocromatograficos leioensaio (OIE, 2006).
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O emprego de métodos moleculares de diagndsticsibjilda
aumentar a sensibilidade e a especificidade daepsocde deteccao de
patdégenos, além de reduzir a subjetividade inerariteéerpretacdo de
dados biolégicos e morfolégicos. Dessa forma, essajunto de
estratégias representa um forte aliado as outrasdoiegias mais
classicas de diagnéstico e deteccdo de patégenss.métodos
moleculares estdo voltados para o genoma do ag#etzioso, ndo
apresentando limitagbes quanto ao seu estagio sendsvimento
(MARQUES et al., 2006).

Nos primeiros trabalhos que relataram a deteccA®W 88V com
sucesso, por técnicas de biologia molecular, fgiregada a técnica de
amplificacdo de regides alvo do genoma viral poRP@tilizando
diferentes conjuntos de iniciadores (LO et al., 6199
WONGTEERASUPAYA et al., 1996; KIM et al., 1998).

5. Reagdo em Cadeia da Polimerase — PCR

Em 1987, Mullis e Faloona descreveram um método
revolucionario por eles desenvolvido — a Reacdo aadeia da
polimerase (PCR), utilizando uma DNA Polimerasenterstavel, capaz
de ser executada inteiramente vitro, sem o0 uso de células.
Empregando esta técnica, uma determinada sequédaaiacleotideos
pode ser seletiva e rapidamente replicada em gsaqdantidades a
partir de qualquer DNA que a contenha.

A PCR é baseada no uso da DNA polimerase pararcapia
molde de DNA em ciclos repetidos de replicacdo.aCeidlo envolve
trés passos: denaturacdo, anelamento e extens&E(DEt al., 2006).
Pequenos oligonucleotideos iniciadores, que saudiziddos ao DNA
molde no inicio e no final da sequéncia de DNA algoiam a
polimerase para a sequéncia a ser copiada. Guiadssies iniciadores
a DNA polimerase é, entdo, usada para produzibddide copias da
sequéncia requerida, que podera, apds o processwissalizada por
coloracdo, apds a separacdo por eletroforese enpagsibilitando a
deteccdo de infecgdes virais em estagios bastamteqes (ALBERTS
et al., 1999).

A técnica de PCR de um ou dois passos, que emprpgacipio
da amplificacdo de sequéncias selecionadas de DiWAseja, do
genoma viral, é considerada um procedimento decalifiabilidade em
diagndstico, ndo somente em aquicultura, como dfisan clinicas de
modo geral (HOSSAIN et al., 2004).
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Na area de patologia de crustaceos, muitos peskpuées tém
feito uso da PCR para estudos acerca de diverses gie infectam
camarfes, caranguejos, siris e outros crustacé&nps{lal, 1996b; KIM
et al, 1998; WANG, C. et al, 2000; PHROMJAI et &002;
CHAYABURAKUL et al, 2005; NATIVIDAD; NOMURA,;
MATSUMURA, 2008; MARQUES, 2007; SOUZA, 2008).

A utilizagdo do segundo passo de PCR (PCR de daisog ou
nestedPCR) aumenta a sensibilidade do método de detexdg@as da
reamplificacdo do produto de PCR obtido no primgiasso de PCR
(first), utilizando-se iniciadores internos ao produto plAamMeira
amplificacdo. Resultados positivos obtidos no prion@asso indicam
infeccdes severas por WSSV enquanto que, resulfaaivos obtidos
apenas a partir do segundo passo indicam laténcibaxas cargas
virais podendo os animais infectados ndo apresntainais clinicos
detectaveis (LO et al., 1996, KIM et al., 1998; H&la4l., 1999).

HOSSAIN e outros autores (2004) testaram a seigitg de
deteccdo do WSSV em amostras de agua e camardosqares de
iniciadores WS146 (LO et al., 1996) que geram umgrfrento de 941
pares de base (pb) e IK (UMESHA et al., 2006) guaslywem como
produto da amplificacdo um fragmento de 310 pbs Eleservaram que
a sensibilidade da PCR aumenta com a diminuicAdad@nho do
fragmento amplificado (gerado pelo par de iniciadopu primers.
Segundo 0s mesmos autores 0 conjunto de iniciadtfesde
Karunasagar (UMESHA et al.,2006) apresentou meltesultado
quanto a sensibilidade de deteccdo do WSSV do qumiciadores
WS146 (LO et al., 1996) recomendados pela OIE padiagnostico
deste virus.

6. PCR em Tempo Real gPCR

No fim da década de 90, um novo método quantitateo
diagnéstico, a PCR em Tempo Regi?CR), passou a ser utilizado para
a quantificacdo de muitos virus humanos, como pemelo, o da
Hepatite B (CANE et al.,, 1999) e HIV (LEWIN et all999). Esse
método apresenta algumas vantagens em relacdo aqBR&Rativa,
como a rapida analise dos resultados, maior sédaitié, precisdo e
reprodutibilidade, facilidade na quantificacdo, Imeel controle de
gualidade no processo e menor risco de contamin@§&/AIS;
PIRES-ALVES, 2004; MARQUES et al., 2006).

Na PCR tradicional os produtos precisam ser sepsraubr
eletroforese e corados para a analise enquantoaygieCR o acumulo
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dos produtos é detectado e monitorado diretameelz leitura do
aumento da fluorescéncia. JRCR, cada reacdo é caracterizada pelo
ciclo no qual o sinal fluorescente do corante &adbr atravessa uma
linha arbitraria denominadhreshold A determinacdo da quantidade de
cépias da sequéncia alvo em uma amostra é obtidareelicdo do seu
cycle thresholdCT), e pela utilizagdo de uma curva padréo (DURAN
LIGHTNER, 2002).

Essa poderosa ferramenta de diagnéstico, assim @mRER
convencional, tem sido aplicada a é&rea de viroladga camarbes
peneideos, tanto em experimentos com WSSV e IHHNXNG;
LIGHTNER, 2001; DURAND; LIGHTNER, 2002; DURAND etl.a
2003; SOUZA 2008; MULLER, 2009), quanto com exp&mtos com
TSV e YHV (MOUILLESSEAUX; KLIMPEL; DHAR, 2003).

7. Controle da doenca e prevencgao

Para garantir 0 sucesso e a sustentabilidade dovocude
camarfes, a prevencdo e o controle de doencgas, aé estratégia
fundamental, devendo ser aliada a implantacdo de Ipoaticas de
manejo (BONDAD-REANTASO et al., 2001). Atualmentdo existem
tratamentos disponiveis para contradadoenca e a mortalidade. Uma
alternativa é reduzir o risco da entrada do WSS¥ inatalacbes de
producdo comercial de camardo através da implegé@ntde medidas
de biosseguranca ou de exclusdo, como a filtrag&desnfeccao
(ABCC, 2005; LIGHTNER, 2005).

O monitoramento continuo e rigoroso dos varios aoraptes da
carcinicultura é necessario para reduzir a profagda WSSV dentro
de uma regido e evitar a introducdo do patdégenaua nova area
(SANCHEZ; RODRIGUEZ, 2004). Entre estes componergstio
incluidos os tanques de larvicultura (HOSSAIN et2004), a origem e
qualidade das poés-larvas e do alimento vivo (PONGIEERAT et al.,
2001; SAHUL HAMEED et al., 2002), bem como a ageaedtrada e
saida (CORSIN et al., 2005).

A agua, o solo e as instalagbes agricolas de oultvcamardes
sdo passiveis de contaminagcdo com o WSSV. A fataeasinfeccao
adequada destas fontes € muitas vezes a causavde surtos da
doenga (CHANG; CHEN; WHANG, 1998b).

JUSTIFICATIVAS
» Além de hospedeiros e vetores como caranguejasstig e siris
estudos recentes relatam ainda a deteccado do WiaSWhestras
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de: agua (ESPARZA-LEAL et al., 2009), fitoplanctrU et
al., 2007), zooplancton (ZHANG et al., 2007) e sudito
(NATIVIDAD et al. 2006);

« Camardes em diferentes estagios de desenvolviraéntentam-
se, de forma direta ou indireta, de uma combinad&o
fitoplancton e zooplancton (MULLER-FEUGA, 2000);

« A 4gua provavelmente € um importante caminho pagati@da
do WSSV em uma unidade de aquicultura (COHEN eP@D5)
uma vez que particulas virais podem estar preserdeagua
(ARTS et al., 2007);

« O WSSV foi detectado em amostras de solo dos waveile
cultivo de camardes (NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA,
2008);

« Esta caracteristica torna a erradicacdo do WSSVondificil,
pois mesmo eliminando-se o0s camarfes infectadosurde
determinado viveiro, 0 virus pode continuar presemo
ambiente.

OBJETIVOS
1. Objetivo Geral

Contribuir para a implantagcdo de métodos molecsilade
deteccéo do virus da sindrome da mancha branca\(Yy8Sando sua
aplicacdo no monitoramento sanitario de areas ligscde camardo no
Brasil.

2. Objetivos Especificos

¢ Padronizar protocolos de extracdo de DNA em anssie
plancton e sedimento, coletadas em viveiros deivoulte
camardes marinhos;

¢ Padronizar a Reagcdo em Cadeia da Polimerase (P&R)a
deteccao do virus da mancha branca nessas amostras;

« Comparar a sensibilidade da PQ@Rsted,utilizando diferentes
iniciadores, com a PCR em Tempo Real para a detedga
WSSV nessas amostras;

REVISTA ESCOLHIDA PARA SUBMISSAO DO ARTIGO
CIENTIFICO

O trabalho final ser4 encaminhado para publicagguenidédico
Aquaculture Research.
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INTRODUCAO

A carcinicultura vem crescendo consideravelmentamiaés de
trés décadas, gracas ao desenvolvimento de nosagldgias para a
producdo de camardes de alta qualidade. A prodbcasileira esta
baseada no cultivo do camardo branco do Pacifigtopenaeus
vanname), espécie exdtica introduzida no Brasil na déchd980. Os
resultados satisfatérios obtidos com esta espéciadhardo levaram a
um periodo de expansao da atividade, que culmioouwma producéo
recorde de 90.190 toneladas em 2003 (ABCC, 200#¢nk, desde o
seu surgimento em Taiwan no ano de 1992, a Sinddanmancha
branca (WSS) tem sido um grande obstaculo parampleto sucesso
desse setor (LIGHTNER e REDMAN, 1998). No Brasilsuwrgimento
da enfermidade aliado a problemas de cambio e cimnéxterior, fez
com que a atividade entrasse em crise a partir Gt,2embora,
gradativamente, venha apresentando sinais de magdjee(CAVALLI,
R.; FERREIRA, 2010).

O agente causador da doenca, conhecido como \drsismdrome
da manha branca (WSSV), é um virus baciliforme,elpado, que
possui como material genético um DNA de dupla f@&IOU et al.
1995; WONGTEERASUPAYA et al. 1995) e mede entre 2380 nm
de comprimento e 70 a 167 nm de largura (WANG et E95;
CHANG; CHEN; WHANG, 1998a). Apesar de ter sido or&mente
classificado como pertencente a familBaculoviridae ap6s o
sequenciamento do seu genoma e analise filogeriétiearificado que
0 WSSV néo apresentava homologia com as familiagrdg existentes
(VAN HULTEN et al., 2000), sendo entdo classificaalda uma nova
familia, denominadalimaviridae(VAN HULTEN et al., 2001; MAYO,
2002; OIE, 2003).

Além de infectar diversas espécies de camardwa&wdtis, outros
crustaceos sédo hospedeiros do WSSV, tais como adpggZHANG et
al., 2007), caranguejos, lagostas (WANG et al.,.8198AEDA et al.,
1998; PENG et al., 1998; SAHUL HAMEED et al., 2008JSTHAQ
et al. 2006; MARQUES, 2007) e siris (CHANG et &Q01). Essa
ampla variedade de hospedeiros, somada a suaaatigepicidade e as
caracteristicas do sistema imunolégico dos crustigeie nao possue
mecanismo imune adaptativo, dificultam o contraeddenca (ROCH,
1999). Todos os esforcos séo direcionados parsemdalvimento de testes
diagnésticos para deteccéo rapida e eficiente d8WAe modo que possa
ser detectado em estagios iniciais (SAHUL HAMEERIgt2001).
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Os sinais clinicos da doenca incluem o surgimemtgpontos
brancos no exoesqueleto dos animais, letargiaragdo avermelhada
do corpo, principalmente das extremidades, redugiconsumo de
alimento e natagdo de maneira irregular proximiooadas do viveiro. A
mortalidade em massa pode ocorrer dentro de atdideapos o inicio
da manifestacdo da doenca (KARUNASAGAR; OTTA;
KARUNASAGAR, 1997; LOTZ; SOTO, 2002).

Muitos métodos de diagndstico molecular tém sidedeolvidos
para a detec¢cdo do WSSV, pois a andlise apenas giakmis clinicos
nao é suficiente, uma vez que esses sinais podemesdtados de
alteracbes da qualidade da agua. Técnicas origamadmutilizadas para
0 estudo e diagndstico de doencas humanas, comORa &P mais
recentemente, a PCR em Tempo Real, sdo empregamiasucesso na
deteccdo do WSSV (TAPAY; NADALA; LOH, 1999; LO elt,a1996;
TANG; LIGNTNER, 2000; NATIVIDAD et al., 2006; TAKAKASHI et
al., 1996). No entanto, como cada técnica apreseatdagens e
desvantagens em termos de sensibilidade, custognenda por
equipamentos e pessoal treinado, é importantetdrecimento de qual
metodologia mostra-se mais adequada a cada situagéo

Existem alguns trabalhos comparando a sensibilicdades os
métodos de diagnostico mais empregadd§/RAND et al, 2003;
SHEKHAR; AZAD; RAVICHANDRAN, 2006; SRITUNYALUCKSANA et
al., 2006). Porém, a grande maioria desses trab#dfzouso de animais
experimentalmente infectados, o que permite um mtaintrole sobre o
experimento e sobre os dados gerados, mas naereeansideracdo a
interacdo entre o animal e os varios fatores aoi®tipodendo gerar
resultados que néo reflitam a realidade dos cultf&OUZA, 2008).
Recentemente, Souza (2008), comparou diferentesdo®@moleculares
para a deteccdo do WSSV em camardes de cultivorairagnte
infectados pelo virus e coletados em diferentesvatos de tempo apos
0 surto inicial. Entre outros pontos, Souza (2af¥jtaca a importancia
da escolha e da aplicagao correta do método dadtitigo molecular a
ser empregado, particularmente no caso de animsist@maticos.

Recentemente, tanto o zooplancton quanto o fitopban
presentes nos sistemas de cultivos, tém sido @masids como vetores
passivos de transmissdo do WSSV (LIU et al., 2@ANG et al.,
2007). Segundo Esparza-Leal et al. (2009), a 4ggaviveiros é um
veiculo para a dispersdo do WSSV, pois 0 virus podater-se
suspenso ha 4gua ou estar ligado a microalgas ioda,aser
transportado pelo zooplancton.
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Rotineiramente na carcinicultura, a agua dos \ige#& lancada
no meio adjacente (lagoas costeiras ou estuaoogg habitam outras
espécies de crustaceos potencialmente suscetiveéigeecdo pelo
WSSV (ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008). Trocas de @&gséo
normalmente feitas até mesmo em viveiros afetadws sprtos de
WSSV aumentando o risco de transmissdo de WSSV @anzeio
ambiente e para fazendas de camardo vizinhas (EBRABAL et al.,
2009). Sabe-se que tanto a agua quanto o solo patieam como
reservatérios naturais de virus e que estes podemapecer latentes e
viaveis por longos periodos de tempo, nestes atelsiefornecendo um
caminho possivel para a transmissao e dispetisgiaNATIVIDAD et
al. 2006; NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA, 2008)
constituindo um fator real de risco para as espé&pdémicas.
Entretanto, poucos trabalhos tém sido feitos patarchinar a presenca
do WSSV na &gua e no sedimento de viveiros devoulie camardes e
poucos protocolos para a deteccdo WSSV nestas rasofdram
descritos. O principal desafio relativo a extrag@DNA presente no
solo é a presenca de &cidos humicos e compostoficten que séo
extraidos juntamente com o DNA de interesse e gibermn a enzima
DNA polimerase utilizada na PCR (SANTOS; DIREITCEIXEIRA,
2002).

Desta forma, tornam-se importante a padronizagi@kacao de
métodos moleculares para a deteccao do virus deosie da mancha
branca em amostras de &gua e sedimento possitiitao
reconhecimento de areas infectadas pelo virus@mm@anhamento da
eficacia de medidas sanitarias eventualmente aamtadmplementando
0 resultado obtido por outros métodos rotineiros diagndstico.
Atualmente, na auséncia de um tratamento efetivdr@aoco WSSV,
medidas preventivas e acompanhamento dos cultsass,estratégias
cruciais para o controle da propagacao da doefJdER, 2004).

Até onde é de nosso conhecimento, ndo ha nenhuralhca
comparando diversas técnicas de deteccdo do WSSVagm e
sedimento de viveiros de cultivo de camarB#gepenaeus vannamei.
Assim sendo, nesse estudo foram comparados alguétedos
moleculares de diagndstico, recomendados pela @Bo a PCR
nestede a PCR em Tempo Re@PCR), levando-se em consideracao a
eficdcia e a sensibilidade de cada método paratdete WSSV em
amostras de 4gua e sedimento provenientes de fazdectultivo dé.
vannameino Sul do Brasil e em lagoas proximas as regi@esuttivo
do litoral de Santa Catarina.
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MATERIAL E METODOS

1. Amostras e locais de coleta

Amostras de plancton e sedimentos foram coletadasg|ueatro
fazendas de cultivo de camardes marinhagypenaeus vannamei
situadas nos municipios de Tijucas e Laguna, Szett@ina.

Como sitios representativos do ambiente naturale (@baixo),
foram coletas amostras de plancton em um rio e @atra lagoas do
Complexo Lagunar.

Além dessas coletas, foram obtidas amostras detptajunto ao
Laboratorio de Peixes Marinhos da Universidade fddde Santa
Catarina, municipio de Florianopolis.

Durante as coletas realizadas nas duas fazendalizdolas em
Tijucas, foram ainda coletados espécimes de camargiannamei

1.1. Amostras de plancton para a padronizacdo de ptocolos de
extragdo de DNA

Amostras de fitoplancton e zooplancton foram cdiesano
Laboratério de Peixes Marinhos da Universidade f&ddde Santa
Catarina localizado na Barra da Lagoa, municipid-beiandpolis, a
fim de determinar a forma mais eficiente de prememamostras de
plancton até 0 momento da extracdo de DNA e o mefiébodo para a
obtencéo de DNA integro.

1.2. Amostras de plancton para a padronizacdo de ptocolos de
PCR para o WSSV

As amostras de plancton para a padronizacdo dalicdes de
PCR para o WSSV foram coletadas em duas fazendasiltleo de
camardol. vannamei denominadas neste trabalho como Fazenda 1 e
Fazenda 2. Essas fazendas, localizadas no munagpigjucas, Santa
Catarina foram selecionadas para o estudo por possuiregnedtes
pontos de captagdo de agua para o abastecimestusgeiveiros, bem
como histéricos distintos na incidéncia da sindralmemancha branca
(vide abaixo). Para as coletas das amostras detgpfamo ambiente
adjacente aos cultivos, foram selecionadas as kagedmarui, Santa
Marta Pequena, Santo Antbnio, Camacho e o Rio Bardmostras
adicionais de plancton foram também coletadas ém®duas fazendas
de cultivo de camardek, vannameilocalizadas em Laguna, as quais
foram denominadas neste trabalho como Fazenda3enéa 4.
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1.3. Amostras de sedimento para padronizacdo de pozolos de
PCR para o WSSV

Amostras de sedimento de viveiros para a padradizdge PCR
foram coletadas nas mesmas duas fazendas de aidticamarfed,.
vannamei mencionadas acima e aqui denominadas como FaZerda
Fazenda 2, ambas localizadas no municipio de Ejusanta Catarina
Essas fazendas foram selecionadas para a coletamdastras de
sedimento pelas mesmas raz8es apontadas acima.eBSraanforma,
como mencionado acima, amostras adicionais de satbmforam
obtidas de outras duas fazendas de cultivo de éasdr. vannamei
localizadas em Laguna, Santa Catarina, denominadste trabalho
como Fazenda 3 e Fazenda 4.

1.4. Coleta de camardes para investigar a presenda WSSV por
PCR

Amostras de camarédo para a confrontacédo dos rdéssitta PCR
foram coletadas em duas fazendas de cultivo deréas)aitopenaeus
vannamei aqui denominadas como Fazenda 1 e Fazenda 2,samba
localizadas no municipio de Tijucas, Santa Cata@wmno mencionado
anteriormente, estas fazendas foram selecionada®gaesente estudo
por possuirem diferentes pontos de captacdo de Fmwa o
abastecimento de seus viveiros e diferentes hisgma incidéncia da
WSS. Enquanto que para a primeira fazenda ndo rhasalo
registrados relatos da doenca da mancha branca enipsais
apresentavam-se aparentemente sadios, na seguymeaenca do virus
havia sido relatada.

2. Obtencao das amostras

2.1. Amostragem de plancton para padronizacédo de ptocolos para
a extracdo de DNA

Para determinar a forma mais eficiente de presememstras de
plancton e o melhor método para a obtencéo de Diteyiio a partir das
amostras de plancton, doze amostras de fitoplangtet2) e doze
amostras de zooplancton (n=12) foram coletadas atworatorio de
Peixes Marinhos/UFSC. Das doze amostras de fitoféncoletadas,
seis foram armazenadas congeladas (duas em nitvdggndo, duas a
-80°C e duas a -20°C), duas armazenadas sob raffige a 4°C e
quatro preservadas em etanol (duas em etanol 98%a® em etanol
70%). As doze amostras de zooplancton coletadalsahoratério de
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Peixes Marinhos foram armazenadas nas mesmas Gesadigscritas
acima para as amostras de fitoplancton. As amosfoaam
transportadas para o Laboratério de Biomarcadoee€ahtaminacéo
Aquatica e Imunoguimica, onde foram analisadas.

2.2. Amostragem de plancton para PCR

Em cada uma das quatro fazendas de cultivo de Oasjar
denominadas neste estudo de Fazendas 1, 2, 8ramdh, ¢oletadas cinco
amostras de plancton (n=5). O mesmo numero de eamdsi coletado
em cada uma das Lagoas: Imarui, Santa Marta Pedbantm Antbnio,
Camacho e Rio Parobé. A coleta foi realizada camdlio de rede de
plancton, com malha de @0durante 30 minutos. Apds a coleta, duas
amostras foram imediatamente mantidas refrigera@as gelo e,
posteriormente sob refrigeracdo a 4°C), enquantm®wuas foram
conservadas em papel filtro, tratado com FT&erfe Card
BIOAMERICA). Outra amostra foi preservada em forméb (1:1 v/v)
para posterior identificacdo da comunidade plancédnAs amostras
foram transportadas para o Laboratério de Biomaresd de
Contaminacao Aquatica e Imunoquimica, onde foraafisatas.

2.3. Amostragem de sedimento para PCR

Duas amostras de sedimento de viveiro foram calstath cada
uma das quatro fazendas de cultivo de camardesnmilendas neste
estudo de Fazendas 1, 2, 3 e 4. Em cada uma das tamendas, uma
das amostras foi obtida em um ponto central doiraveelecionado,
enquanto a outra amostra foi coletada em um padtarpo a comporta
de despesca. No total, foram coletadas oito ansogma8) (duas
amostras por fazenda, n=2/fazenda). Cada amoswoay peso
aproximado de 500 gramas, foi coletada com o audéi uma pequena
draga. Apds a coleta, as amostras foram imediatenm@otegidas da
luz e transportadas para o Laboratério de Biomaresd de
Contaminacao Aquatica e Imunoquimica, onde foraafisatas.

2.4. Amostragem de camarédo para PCR

Foram coletados dez camarbes da espéddtpenaeus
vannamei,em cada uma das duas fazendas de cultivo, denaasinad
neste estudo de Fazendas 1 e 2. Os animais fotatadms dos mesmos
viveiros em que foram amostrados plancton e sedoneia
amostragem de camardes, foram coletados um tot@0despécimes
(n=10/fazenda). No momento da coleta, os animaiBatznda 1, que
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nao possuia histérico de incidéncia de WSSV, aptagam-se
aparentemente sadios e estocados em uma densel@fecdmardes/m
com 82 dias de cultivo, enquanto que os da Fazéndsa qual a
presenca do virus havia sido detectada, estavapcaesis em uma
densidade de 15 camarde$fmm 68 dias de cultivo.

Coletados aleatoriamente com lances de tarrafahunendos
animais apresentava manchas brancas pelo corpooudor lado, na
Fazenda 2), foi observada discreta coloracdo aWleaae do corpo e
apéndices dos animais coletados. Outros sintomtedsticos da
doenga, como anorexia e natacdo com padrao irrggella viveiro ndo
haviam sido registrados e/ou ndo foram observad@ste a coleta.

De cada animal foram retirados dois pledpodos, uasscforam
congelados em nitrogénio liquido, imediatamentesapd coleta e
transportados para o Laboratério de Biomarcadoee€ahtaminacao
Aquatica e Imunoquimica, onde foram armazenado804C- até a
andlise. Este material foi utilizado para PCR cofarente iniciadores
para o WSSV, a fim de comparar os resultados comeles| obtidos
através das andlises do plancton e sedimento.

3. Identificagdo de microalgas

Buscando estabelecer relagdes entre as comunigkahesdnicas
e bentbnicas de microalgas e a ocorréncia de W3BWiveiros de
producdo de camardamostras de plancton foram analisadas, com o
objetivo de se a caracterizar o perfil de microglgeesentes. Para a
identificacdo e quantificacdo das amostras de miigas, foi utilizada
camara de Sedgewick-Rafter e microscépio Gpticoduikar.

Amostras de agua dos viveiros de cultivos de caesaddas
Fazendas 1 e 2 foram analisadas quanto as dersigétetonicas,
expressas em individuos por mililitro (ind/mL). Alensidades foram
estimadas de acordo com a metodologia represgredaeguinte formula:

DP = [(nm/ nqg) x 1000] /F

Em que:

DP - Densidade planctdnica;

nm- NUmero de microalgas encontradas na camara;

ng- Numero de quadrados percorridos na camara,

F - Fator de correcéo de filtragem e diluigéo.

Como variavel de avaliagdo da composicdo das calades de
microalgas foram verificadas: a frequéncia absolbf®), a frequéncia
relativa (FR) e a frequéncia de ocorréncia (FO) dandes grupos
encontrados nos diferentes viveiros.
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A partir dos dados de frequéncia absoluta foranizextos os
célculos de frequéncia relativa (FR), que € a ramdtoe numeros de
individuos de um determinado grupo (n) em relagialanero total de
individuos da amostra (T) conforme a equacéo arsegu

FR =nx 100

T

Segundo Tinoco (1989), a frequéncia de ocorréne@) (é a
relacdo entre o numero de amostras onde a espémieew (p), € O
numero total de amostras analisadas (P), sendesepada pela
seguinte equacao:

FO =px 100

P

Para a interpretacdo dos resultados foram adaptslascalas

propostas por Dajoz (1983):
- Espécies principais: valores de F acima de 5%;
- Espécies acessoérias: valores de F entre 4,9 e 1%;
- Espécies tracgos: valores de F inferiores a 1%.
- Espécies constantes: valores de FO acima de 50%;
- Espécies acessoérias: valores de FO entre 25 g 50%
- Espécies acidentais: valores de FO inferiores%a. 2

3.1. Anadlise
Os dados gerados foram submetidos ao método Bstatis
descritivo.

4. Extracao do DNA gendémico com CTAB e proteinase K

Os pledpodos dos camardes coletados tiveram a ulautic
removida com o auxilio de uma lamina de bistugérstsendo o tecido,
em seguida, submetido ao protocolo de extracdoNi& Dencionado
abaixo.

O DNA gen6émico foi extraido segundo protocolo désgor Lo
et al. (1996) e Moser (2005), no qual os tecidos isécialmente
digeridos em solucéo de lise contendo SDS 1% eraXE proteinase
K (20 mg/mL), sendo em seguida, mantidos a 65°Clphpra e 20
minutos com macerag¢do dos tecidos na metade ddacdo. Uma
segunda incubacgédo foi realizada por 1 hora a 588Gs a adicdo de
NaCl 5M e CTAB 10%. Apds a incubacdo, foi acresadot
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/iv) e as anrast foram
centrifugadas a 14.000 rpm por 8 min a 4°C pararsepos acidos
nucléicos de outras moléculas. Ao sobrenadante, afticionado
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isopropanol e o DNA precipitado foi lavado com etai0% e
ressuspendido em TE 1X. O RNA foi degradado pdia dg RNAse (1
mg/mL) e, apos a adicdo de cloroférmio:alcool isiiam (24:1 viv) e
centrifugacdo de 14.000 rpm por 8 min a 4°C, foiciadado ao
sobrenadante acetato de sodio 3M (pH 5,2) e et@dui. O DNA
precipitado por centrifugagéo a 2.500 rpm foi lavadm etanol 70%
e ressuspendido em 3@ de agua de biologia molecular apds a
secagem.

As amostras de plancton e sedimento foram iniciaiene
concentradas através de centrifugacdes a 4°C OQ6&3g até a
obtencdo de 100-300 mg de material sélido. O pobdode extracédo de
DNA foi o mesmo utilizado para as amostras de camaom algumas
modificagbes. A primeira em relagdo a incubacéqyal foi realizada a
65°C por 2 horas. A segunda, em relacdo ao tratamelo
sobrenadante. Ao sobrenadante, coletado apés aiioentrifugacéo
a 14.000 rpm por 8 min a 4°C, foi adicionado ispprwl, o que foi
seguido de incubacdo a -20°C por 12 horas. O DNekipitado foi
lavado com etanol 70% por no minimo 3 vezes e spssulido em TE
1X depois de seco. O sobrenadantmletado apés a segunda
centrifugacdo a 14.000 rpm por 8 min a 4°C e ap@digdo de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1 v/v), foi madb a -20°C por 12
horas. O DNA precipitado foi lavado com etanol 7086 no minimo 3
vezes e ressuspendido emBQde agua de biologia molecular, apés a
secagem.

5. FTA Gene Card
Amostras de plancton foram armazenadas no cartdd FT

(BIOAMERICA), produzido pela Whatman Inc., o qualnsiste em
matriz quimicamente tratada destinada a coleta,nsparte,
armazenagem e extracao de acidos nucléicos. Estldgia patenteada
permite que o DNA de diferentes tipos de amost@®oc sangue,
células bucais, saliva, secrecBes entre outras isefilizada e
conservada em temperatura ambiente por anos. @ochftA possui
elementos quimicos que lisam as células das armoswetadas,
imobilizando os DNAs presentes e protegendo-osraantdegradacao
resultante de agentes oxidativos. Um pequeno peditaitiro (cerca de
3mm) contendo a amostra foi retirado do cartdo lecado em um
microtubo. O pedaco do filtro foi lavado com Redgdfilr A por 3 vezes
para eliminacdo dos inibidores e, em seguida, @davagens foram
feitas com tampao de EDTA. Para testar a eficiédesta técnica com
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amostras de plancton o pedago de filtro tratadeeffvfio utilizado em
PCR com iniciadores especifice para genes constitutivos de
fitoplancton e zooplancton.

6. Quantificacao e eletroforese de DNA

A quantificacdo de DNA foi realizada em espectrofiottro
através da determinacgéo das absorbéancias a 260 28 o céalculo
da razdo entre elas, a integridade das amostravdtinda através de
eletroforese em gel de agarose 1% diluido em TBETI} 89 mM,
Acido Borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0), sendo o gel
posteriormente corado com brometo de etideo u(rBL). As
amostras foram diluidas em tampédo de amostra 1@Xaf8se 20%,
Azul de Bromofenol 0,1% TBE 1X) (1:2 v/v), sendo esaguida
aplicadas no gel. A eletroforese foi realizada @VL,0em tampé&o
TBE 1X e a visualizacdo a 280 nm em translumindi®L DC 150
DOC. Os resultados foram fotodocumentados em cardayial
Olympus.

7. Selecao dos genes constitutivos de plancton

Como genes constitutivos para as andlises das @mode
plancton por PCR foram selecionados o gene da enRifoulose 1,5
Bi-fosfato Carboxilase (RuBisCO) para as amosteftoplancton e o
gene do RNA ribossomal (rRNA) 18 S para as amosgaoplancton.
Estes mesmos genes foram também utilizados pamaphifieacdo das
amostras de sedimento. Como gene constitutivo @sramostras de
camarao, foi selecionado o gene que codifica o RN@ssomal (rRNA)
18S de decapodes.

Os iniciadores para a amplificagdo dos respectees foram
desenhados com base nas sequéncias depositadasemBant
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/). Cyanophyceae,
Bacillariophyceae, Dinophyceae Chlorophyceaepara RuBisCo e
Sarcomastigiphora, Cnidaria, Nematoda, Bryozoa, €lbgnatha,
Echinodermata, Chordata, Mollusca, Annelida Crustacea para
zooplancton.

O alinhamento destas sequéncias foi realizado peigrama
BioEdit (http://bioedit.software.informer.com/doveiald/) que
identificou as regiées mais bem conservadas dongamdancténico. Os
iniciadores para 0s genes constitutivos da RUBISCAo rRNA18S
foram desenhados com o auxilio dos programas F&BR P
(http://primerdigital.com/fastpcr/) e Primer Quest
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(http://www.idtdna.com/Scitools/Applications/Prinyeiest/) que
avaliaram o conjunto de iniciadores que apresemtagemelhante
temperatura de anelamento, propor¢céo entre C e @raim de 50% e
tamanho do produto da amplificacdo por PCR ent@ee2800 pb.

8. PCR para a amplificacdo dos genes constitutiveglecionados

Para verificar a qualidade e a integridade do DMXthaédo das
amostras de plancton, comprovar a presenca de ialagenémico
especifico e, ainda verificar a presenca de eventuabidores
enzimaticos nas amostras, 0s quais poderiam aaarresultados
falsos negativos nos ensaios de PCR para a detatgad®SSV,
foram realizadas reacdes de amplificacdo por PCR pa genes
constitutivos selecionados. Para amostras de camaséiniciadores
descritos por Lo et al. (1996) e de acordo com otgmolo
recomendado pela OIE (2003), desenhados com basegué&ncia do
gene que codifica o rRNA18S de decapodes foramegsiistes:
143F (5" TGC CTT ATC AGC TNT CGA TTG TAG 3") e 145"
TTC AGN TTT GCA ACC ATA CTT CCC 3"), onde N reprega
G, A, T ou C, sendo o tamanho do fragmento espedad®48pb. As
amostras de DNA extraidas de plancton e sedimemt@nt
amplificadas com base na sequéncia do gene quiiceodiRuBisCO
de fitoplancton com o uso de iniciadores sintetimadRUBF (5”
TGC TTT ACG TTT AGA AGA TAT GCG TAT TCC 3") e RUBR
(5" AGA AAC GTT CTC TCC AAC GCA 3", gerando um
fragmento de 244pb e, com base na sequéncia doggeneodifica o
rRNA 18S de zooplancton, a partir dos iniciadoré@stesizados:
ZOOF (5" GAG GTT CGA AGA CGA TTA GAT ACC GT 3" e
ZOOR (5" GCA ACC ATA CTT CCC CCG G 3", gerando um
fragmento de 142pb. O volume final de reacdo foRHelL e além
das amostras de interesse foram incluidas, comtyatenamostras
negativas e positivas para RuBisCO de fitoplanaaRNA 18S de
zooplancton, provenientes da colecdo do Laboratéde
Biomarcadores de Contaminacdo Aquatica e Imunogaimgue
atuaram como controle da reacdo. As reacfes de RE&n
realizadas em um termociclador (Biometra, UNISCIEYCe as
condicbes de amplificacdo das PCRs para genes ittoivsts
desenvolvidas neste estudo estdo descritas naalrabAl analise dos
produtos de PCR foi realizada através de eletreforem gel de
agarose 2%, sendo a visualizacdo dos fragmentodifimagos
realizada como descrito abaixo (item 10).
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Tabela 2: Condi¢bes dos ensaios de PCR padronizados nopresstudo para
a amplificacdo dos genes constitutivos selecionados

PCRs para genes Programas das PCRs
constitutivos

FCR Ruhisco 94°C por 1 mine 30 s, seguido de 20 ciclos de 94°C por
165, 47°C por 30 5, 72°C por 30 s e uma extenséo final
de 5 mina 7>FC

PCR 185 zooplancton 94°C par 1 mine 30 5, sequido de 30 ciclos de 94°C por

16 5, 48 5°C por 30 5, 72°C por 30 5 & urra extensdo
final de & min a ¥ 2°C.

9. PCR de dois passos (PCRested para a deteccdo do WSSV

A deteccao da sequéncia correspondente a parterdong do
virus da sindrome da mancha branca (WSSV) foizaddi através da
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de dois p@&Sésesteq, que
consiste na deteccdo e amplificacdo do DNA do jeaidan vitro em
duas etapad\estas condi¢cbes, a amplificacdo da sequéncia iispec
do WSSV é realizada de forma sequencial em dugdessseparadas,
utilizando-se dois pares de iniciadores distint@sapcada reacao,
aumentando a sensibilidade do método de detecgéo.

O WSSV foi identificado nas amostras através de PERed
(NUNAN; POULOS; LIGHTNER, 1998) com os iniciadordescritos
por Lo et al. (1996) e de acordo com o protocotmmeendado pela OIE
(2003). Das amostras de DNA de camarao, planctsedimento, uma
aliquota de 1pL foi submetida a reacdes de amgfifio por PCR. Na
primeira etapafifst), foram utilizados os iniciadores WS146F1 (5"
ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG 3") e WS146R1 (5" TA
TGC GGG TGT AAT GTT CTT ACG A 3”) que geram um fragnto
de 1447pb quando o WSSV é detectado. Na segunga @iasted
foram utilizados os iniciadores WS146F2 (5" GTA A@CC CCT
TCC ATC TCC A 3") e WS146R2 (5" TAC GGC AGC TGC TG
ACC TTG T 3"), os quais, a partir de 1uL do proddt@ primeira
reacdo de PCR, geram um fragmento de 941pb, quandtssSV é
detectado.

Com os iniciadores IK, descritos por KARUNASAGAR,
publicado por Umesha et al. (2006), as mesmas easodé camarao,
plancton e sedimento utlizadas anteriormente caniriciadores
WS146 foram submetidas a reacdes de amplificacdoP@R. Na
primeira etapafifst), foram utilizados os iniciadores WSIK 1 (5 TGG
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CAT GAC AAC GGC AGG AG 3") e WSIK-2 (5" GGC TTC TGA
GAT GAG GAC GG 3"), que geram um fragmento de 48Gphndo o
WSSV é detectado, enquanto que na segunda eteséed foram
utilizados os iniciadores WSIK-3 (5" TGT CAT CGIAG CAC GTG
TGC 3") e WSIK-4 (5" AGA GGT CGT CAG AGC CTA GTC"B
com 1pL do produto da primeira reacdo de ampliioaga PCR com
iniciadores IK, sendo o tamanho esperado do fragrgasrado, quando
0 WSSV ¢ detectado, correspondente a 310pb.

O volume final de reacédo das reacdes de PCR 2bgé e além
das amostras de interesse foram incluidas, comtrot®namostras
negativas e positivas para WSSV, provenientes dec@o do
Laboratério de Biomarcadores de Contaminacdo Acpatie
Imunoquimica, que atuaram como controle da reaf8oreacdes de
PCR foram realizadas em um termociclador (BiométtiSCIENCE),
utilizando as condi¢6es descritas na Tabela 3.8isndos produtos de
PCR foi realizada através de eletroforese em gabdeose 2%, seguida
da observacéo dos géis sob luz (itgm 10).

Tabela 3: Condicdes dos ensaios utilizados nastedPCRs para WSSV no
presente estudo.

Tipe de PCR Programas das PCRs
Nested PCR Primeiro passo: 94°C por 2 min seguido de
WiS1 46 39 ciclos de 94°C par 1 min, 95°C por 1 min
30 g 72*C por 2 min e extensdo final de &
min a ¥2°C.

Segundo passo: umciclo & 94°C por 3 min
sedulido de 35 ciclos de 94°C poar 1 ik,
55°C por 1 min, Y2°C por 1 min e extens3o
final de 5 min a 727 C.

Nestecf PCR Primeiro e segundo passos: 94°C por 1,5
WS, min seguido de 30 ciclos de 94°C por 15 5,

S2°C por 30 5, 72°C por 30 5 e extensdo
final de 5 min a 72°C.

10. Eletroforese dos produtos de PCR

Apés as reacBes de amplificagdo da PCR, a presdaca
fragmentos de tamanhos especificos esperados dbada através de
eletroforese em gel de agarose 2% em TBE 1X (MWisn8l, Acido
Borico 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0), corado com bromeke etideo
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(0,5ug/mL). As amostras amplificadas foram diluidas emmpgéo de
amostra 10X (Sacarose 20%, Azul de Bromofenol OTB& 1X) (1:2
v/v), sendo, em seguida, aplicadas no gel. A dlese foi realizada a
100V, utilizando-se o tampéo TBE 1X e a visualimagé@orreu a 280
nm em transluminador FWL DC 150 DOC. O tamanhofdagmentos
obtidos foi comparado com marcador de peso moleadahecido
(100pb ou 1Kb), incluido entre as amostras submeta eletroforese.
Os resultados foram fotodocumentados em camerald@lympus.

11. PCR em Tempo RealgPCR) para a deteccdo do WSSV

A quantificacdo da carga viral do WSSV nas amosfms
determinada através de PCR em Tempo REHCR), no termociclador
Rotor Gene, modelo 6000 (Corbett Lifesciences).

Para tanto, as reacdes foram realizadas na predencarante
SYBR® Green. A mistura da reacdo, com DNA Polimerasepé® de
reacdo, dNTPs, MggI3M e SYBR Green | na concentracdo 1X, foi
adicionado 1pL de amostra, contendo 100 ng de O@dfg um volume
final de reacdo de 2(l. A sequéncia dos iniciadores WS2F (5" TGC
CTT GCC GGA AAT TAG TGT GTG 3") e WS2R (5" ACA ACA
TCC AAC AAT GGT CCC GTG 3") e as condi¢cbes de afigdcao
através deggPCR foram aquelas descritas por Miller (2009), semd
tamanho do produto esperado de 81 pb. A reacdangsificacdo
ocorreu conforme demonstrado na Tabela 4, e a iésjpedle do
produto amplificado foi verificada através da cudeadissociacdo para
a determinacdo da temperaturanaiglting, através do aumento de 1°C a
cada 5 segundos, a faixa de 72°C a 95°C.

Tabela 4: Condi¢Bes utilizadas nos ensaiosgiRCR realizados no presente
estudo.

Tipo de PCR Programas das PCRs

PCRemTempo 95°C por 15 min sequido de 40 ciclos de
Real 95°C por 30 s, 55%C por 30 s, 722 por 10 s,

As amostras foram testadas em duplicata e a cuadkap
utilizada para a quantificacdo das amostras foidabtatravés de
diluicBes seriadas (10X) de um plasmidio recomtsmaontendo uma
sequéncia do genoma do WSSV (numero de c@piaminhecido)
(MULLER, 2009). Amostras positivas e negativas pBCR
convencional foram incluidas nos ensaios e queatifis através da
comparacdo com esta curva.sOftwaredisponivel no aparelho Rotor
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Gene 6000 transformou os valores brutos de fluéresg em uma
escala logaritmica e, assimthoesholdfoi delimitado, baseando-se no
coeficiente de correlacéo {JRe na eficiéncia da curva. O valor de CT
(cycle thresholiifoi determinado como o ciclo em que a amostraacru
o threshold O CT é definido como o ciclo da reacdo de PCRua o
sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa linha arbitraria
denominadathreshold O valor numérico do CT é inversamente
proporcional a quantidade inicial do transcrito idieresse na reagao
(SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
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RESULTADOS

1. Levantamento e identificacdo dos grupos de alggresentes nas
amostras de plancton

As densidades planctdnicas presentes nos vivegazultivo de
camardes das Fazendas 1 e 2 foram respectivaméo@07 109.000
individuos/mL. Em ambas as coletas predominarameggécies
pertencentes ao filo Chlorophyta, seguido do filwrySophyta ao qual
pertencem as diatomaceas céntricas e penadasmgatas analisadas
as principais representantes do filo Chrysophytanfoas diatoméaceas
bentdnicas. As espécies de microalgas pertencemtes filo
Euglenophyta foram classificadas como espécies ttagacordo com a
escala sugerida por Dajoz (1983), pois as suadifrexps relativas
foram inferiores a 1% em ambas as coletas. Entets) espécies de
microalgas pertencentes ao filo Cyanophyta foramssificadas como
espécies traco na Fazenda 1 e como espécies @esadiFazenda 2,
sendo a freqiiéncia relativa inferior a 1% parairagira fazenda e entre
4,9 e 1% para a segunda, como mostra a Figura 4.

Chlorophy Chrysopt Euglanophiyta Cyanophyta

Figura 4: Frequéncia relativa de microalgas identificas@s amostras de
plancton coletadas na Fazenda 1 e na Fazenda 2.

A freqiiéncia de ocorréncia dos grandes grupos é&nacims nos
diferentes viveiros foi de 100%, sendo classifisaciamo constantes. A
comparacdo entre os resultados obtidos demonsieanas amostras da
Fazenda 2 o numero de microalgas pertencentefi@€hrysophyta e
Cyanophyta foram superiores aos apresentados gedméa 1.

A identificacdo dos grupos de microalgas presemissamostras
de plancton foi realizada somente para as colettataBazendas 1 e 2 por
estas possuirem diferentes histéricos quanto amrasio WSSV e serem
as Unicas a apresentar além de amostras de plaactostras de camaréo
e sedimento para comparacao dos resultados qudatecgéo do virus.
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2. Integridade do DNA gen6mico extraido de amostsade camaréo

Como mostra o perfil eletroforético representafi#aura 5), o
DNA genbmico extraido de todas as amostras de éamauostrou
integridade e qualidade compativeis para ser atiizposteriormente
nas reacdes de PCR.

Figura 5: Eletroforese representativa em gel de agarosec@fado com
brometo de etidio, mostrando a integridade e dadpdd do material gendmico
obtido a partir de amostras de camardeb) DNA extraido de animais
coletados na FazendaGt10) DNA extraido de animais coletados na Fazenda 2.

Este resultado foi confirmado pela amplificacdo géme que

codifica o rRNA 18S de decapodes, como demonstragstrado na
Figura 6 (A e B).

345 pb

v S LLLRARLRER L B

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtigaprodutos de
PCR resultantes da amplificagdo do gene constituRNA 18S de decapodes.
(A) 1-10) Amostras de DNA extraido de animais coletadofamenda 1(B)
11-20) Amostras de DNA extraido de animais coletados azefda 2.
P)Controle positivo (848pb)N)Controle negativoMK) Marcador de peso
molecular 1 kb.

O tamanho do fragmento amplificado foi de 848 pbma
esperado. Este resultado indicou ainda a auséreiainidbidores
enzimaticos nas amostras, cuja presenca podeba mireacdo de
amplificacdo para a detec¢do do WSSV.
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3. Integridade do DNA extraido de amostras de platon

A integridade do DNA extraido das amostras de pddndoi
avaliada e comparada, conforme descrito por Ld.€1896) e Moser
(2005), com as modificagbes citadas anteriormentem( 4) e
imobilizado no FTAgene carditem 5).

3.1. DNA extraido de plancton através do protocola@ontendo
CTAB e proteinase K

As amostras de plancton submetidas ao protocokxuiacdo de
DNA gendmico baseado em Lo et al. (1996) e Mos@0%®, com
modificacbesforam avaliadas quanto a sua integridade (Figungara
posteriormente serem utilizadas nas reacdes de PCR.

Figura 7: Eletroforese representativa em gel de agarosec@fado com
brometo de etidio, mostrando a integridade e aapdd do material gendmico
extraido das amostras de planctbid) Amostras de DNA extraido de plancton
coletados nas Fazendas 1, 2, 3 e 4 respectivanteB)eAmostras de DNA
extraido de amostras de plancton coletadas nasakalgearui, Santa Marta
Pequena, Santo Anténio, Camacho e Rio Parobé tespaente.P) Controle
positivo da extragcao de DNA.

Este resultado foi confirmado por PCR pela amglfén do gene
gue codifica a sequéncia da enzima RuBis@&ando um fragmento de
244ph como mostra a Figura 8 (A e B).

Além de comprovar a presenca de DNA de fitoplanétdegro
este resultado indica ainda a auséncia de inilBdereimaticos nas
amostras cuja presenca poderia inibir a reacaamifeacao para a
deteccao do WSSV por PCR.
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244 pb

244 ph

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtigaprodutos de
PCR resultantes da amplificacdo do gene constittavenzima RUBISCO em
amostras de DNA extraido de planct¢A) 1-12) Amostras de DNA extraido
de plancton coletados em LaguifB) 13-16) Amostras de DNA extraido de
plancton coletados em TijucaB) Controle positivo.N) Controle negativo.

MK) Marcador de peso molecular 100 pb.

Paralelamente, a confirmacdo destes resultados aealizada
pela amplificagdo por PCR do gene que codifica NAR8S, gerando
fragmentos de 142pb, como mostra a Figura 9 (A e B)

A 8 % 10 11 12 P N MK

142 pb — - e ———— -

142 ph

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtigaprodutos de
PCR resultantes da amplificagdo do gene constitutRRNA 18S em amostras
de DNA extraido de planctorfA) 1-12) Amostras de plancton coletadas em
Laguna.(B) 13-16) Amostras de plancton coletadas em Tijud@sControle
positivo.N) Controle negativoMK) Marcador de peso molecular 100 pb.
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Estes resultados indicaram ainda a auséncia dedands
enzimaticos nas amostras, cuja presenca podeba mireacdo de
amplificacdo para a detec¢do do WSSV.

3.2. DNA extraido de plancton imobilizado em FTAyene card

As amostras de plancton imobilizadas no cartdo Fdram
avaliadas quanto a sua integridad¢ravés de PCR para genes os
mesmos genes constitutivos. A amplificacdo do ggune codifica a
RuBisCO nas amostras de plancton confirmou a caaddidias amostras
como pode ser verificado na Figura 10 (A e B),vadtsada amplificagcéo
de um Unico fragmento de 244pb.

244 pb

244 ph 300 pb

100 ph

Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtiggorodutos de
PCR resultantes da amplificacdo do gene constitlRwBisCO de amostras de
plancton imobilizadas no FTgene card (A) 1-10) Amostras de DNA extraido
de plancton coletados em LaguiiB) 11-14) Amostras de DNA extraido de
plancton coletados em TijucaB) Controle positivo.N) Controle negativo.
MK) Marcador de peso molecular 100 pb.

Da mesma forma, como descrito para as amostras Ni& D
genbmico obtidas diretamente sem imobilizacaddhA gene cardfoi
realizada, através de PCR, a amplificacdo do geaeegdifica o rRNA
18S. Como mostra a Figura 11 (A e B), a obtencaaimeunico
fragmento de tamanho esperado (142 pb), confirmouadidade e a
integridade das amostras imobilizadas.
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200 py —
100 ph —p

+— 142 ph

200 ph —

100 ph ——
Figura 11: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtiggorodutos de
PCR resultantes da amplificagdo do gene constituRNA 18S de amostras de
plancton imobilizadas no FTAjene card (A) 1-4) Amostras de DNA de
plancton coletados em LagunéB) 5-8) Amostras de DNA de plancton
coletados em TijucasP) Controle positivo.N) Controle negativo.MK)
Marcador de peso molecular 100 pb.

A= 142 ph

Estes resultados indicaram, ndo somente a intelgrida DNA
genbmico de interesse, como a auséncia de inilsderzimaticos
potenciais nas amostras, cuja presenca poderi@r iailtreacdo de
amplificacdo para a detec¢do do WSSV.

4. Integridade do DNA extraido de amostras de sadento

Como mostra o perfil eletroforético representafivgura 12), o
DNA genbmico extraido de todas as amostras de sattimmostrou
integridade e qualidade compativeis para ser atizposteriormente
nas reacgdes de PCR.

Figura 12: Eletroforese representativa em gel de agarosec@fado com
brometo de etidio, apresentando a integridade euadidade do material
gendmico extraido das amostras de sediménf) Amostras de DNA extraido
de sedimento coletados nas Fazenda 1 e 2 em Tip€gAmostras de DNA
extraido de sedimento coletados nas FazendaseBnel4guna.
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Este resultado foi confirmado através da ampliicade genes
considerados como genes constitutivos, a RuBisC® rBNA 18S,
presentes nas amostras de sedimento, como podesteenas Figuras
13 e 14. Os fragmentos amplificados para RuBis@ara o rRNA 18S
apresentaram o tamanho esperado de 244 e 142péctreamente. De
forma similar ao destacado acima, este resultadican ainda a
auséncia de inibidores enzimaticos nas amostrgs,pcesenca poderia
inibir a reacdo de amplificacio para a detecca8&V.

244 pbh

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtsaprodutos de
PCR resultantes da amplificagdo do gene constituRuBisCO.1-4) DNA
extraido de amostras de sedimento coletado nasdi@zé e 2 em Tijucas:8)
DNA extraido de amostras de sedimento coletado Fe@gndas 3 e 4 em
Laguna.P) Controle positivo.N) Controle negativoMK) Marcador de peso
molecular 100 pb.

142 ph

Figura 14: Eletroforese em gel de agarose 2% representdtsaprodutos de
PCR resultantes da amplificacdo do gene constitutRNA18S 1-4) DNA
extraido de amostras de sedimento coletado nasdi@zé e 2 em Tijucas:8)
DNA extraido de amostras de sedimento coletado Fe@gndas 3 e 4 em
Laguna.P) Controle positivo.N) Controle negativoMK) Marcador de peso
molecular 100 pb.

5. Resultados das PCRsestedpara a deteccdo do virus da Mancha
Branca

5.1. PCRnestedcom iniciadores WS146

A técnica de PCRiestedfoi utilizada para detectar o virus da
mancha branca (WSSV), tendo sido realizada com nasadores
descritos por Lo et al. (1996): o par de iniciadoM/S146F1 e
WS146R1 para o primeiro passost) e o par de iniciadores WS146F2
e WS146R2 para o segunauesgtedl.
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Os vinte animais coletados nas Fazendas 1 e 2juea3iforam
analisados para a deteccdo do WSSV. A técnica de ri&Stedfoi
utilizada para detectar portadores do virus, unmagee praticamente
todos se apresentavam como animais assintomat@onomento da
coleta.

Dos 20 animais analisados, cinco apresentaram agaagsitiva
para o WSSV com os iniciadores descritos por Lalell996, o que
representa 25% de animais infectados (Tabela §ued-15).

Tabela 5 Resultado dos diagnésticos obtidos pela técrecR@Rnestedcom
iniciadores WS146 para amostras de camarao.

Aninis com Animais com
Anmais . .
Fazenda Localidade B reagao positiva reagao negativa
analisados
para WSSV para WSSV
Fazenda 1 Tiucas 10 1] 10
Fazenda 2 Tiucas 10 5 )
Total 20 5 15

94 ph

94 pb 1000ph

500 ph

Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsultado da
nestedPCR para a detec¢cdo do WSSV nas amostras de cadesd-azendas
de Tijucas(A) 1-10)Fazenda 1 €B) 11-20)Fazenda 2P) Controle positivo.

N) Controle negativoMK) Marcador de peso molecular 1 Kb.

Como pode ser visto na Tabela acima (Tabela 5) Eiquaa 15
(A e B), em cinco dos dez animais coletados na rfekze2 houve
amplificacdo da sequéncia especifica do virus, artqunos animais da
Fazenda 1 ndo foi verificada reacdo positiva.Foremnsideradas
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positivas para WSSV amostras de camardo que apaes@ara banda de
941 pb na PCRestedcom iniciadores WS146.

As quatro amostras de sedimento coletadas nasdezére 2 de
Tijucas e as 4 coletadas nas Fazendas 3 e 4 ded &yam analisadas
para a deteccdo do WSSV com 0os mesmos iniciado8418V

Tabela 6 Resultado dos diagnésticos obtidos pela técrecR@Rnestedcom
os iniciadores WS146 para as amostras de sedimento.

Amostras de Amostras de
Amostras de
B ~ sedimento com sedimento com
Fazenda Localidacde sedimento . .
reagao positiva rea¢ao negativa
analisadas
para WSSV paraWssy

Fazenda 1 Tijucas 2 u] 2
Fazenda 2 Tijucas 2 u] 2
Fazenca 3 Laguna 2 u] 2
Fazenda 4 Laguna 2 u] 2
Total 8 0 8

Pode ser visto na Tabela 6 e na Figura 16 queittasrostras
de sedimento analisadas nenhuma apresentou reagéivgppara a
mancha branca, o que representa 0% de amostrasroatias.

94 pb

Figura 16: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsuitado da
nestedPCR para deteccdo do WSSV com iniciadores WS14Gmmstras de
sedimento das Fazendas de Tijucas e Lagli2a.Fazenda 13-4) Fazenda 2.
5-6) Fazenda 37-8) Fazenda 4P) Controle positivo.N) Controle negativo.
MK) Marcador de peso molecular 1 Kb.

As quatro amostras de plancton coletadas nas fageledTijucas
e as dez coletadas nas lagoas de Laguna, juntammemeas quatro
coletadas em fazenda de Laguna também foram afesispara a
deteccao do WSSV, utilizando-se os iniciadores V8S14

Pode ser visto na Tabela 7 e na Figura 17 (A euB)das dezoito
amostras de plancton analisadas nenhuma apresex#to@io positiva
para mancha branca com os iniciadores WS146.
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Tabela 7 Resultado dos diagnésticos obtidos pela técrecR@Rnestedcom
iniciadores WS146 para amostras de plancton.

Amostras de Amostras de
Amostras de i i
) . plancton com plancton com
LagoaFazenda Localidade plancton . . . i
) reagao positiva reag ao negativa
analisadas
paraWssv para WSSV
Fazenda 1 Tijucas 2 u} 2
Fazenda 2 Tijucas 2 u} 2
Fazenda 3 Laguna 2 u} 2
Fazenda 4 Lagunsa 2 u} 2
Imarui Laguna 2 i 2
Santa Marta P equena Lagurs 2 Ju] 2
Santo Antdnio Laguna 2 i 2
Camacho Laguna 2 u} 2
Rio Parokhé Laguna 2 i 2
Total 138 U] 138

941 pb

500 pb

941 pb 1000 ph

500 pb

Figura 17: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsultado da
nestedPCR para a deteccdo do WSSV com iniciadores W8iml&mostras de
plancton das Fazendas de Tijucas e Laguna e dazatade Laguna(A)
Fazendas de Tijucas e Lagufia?) Fazenda 13-4) Fazenda 25-6) Fazenda 3.
7-8) Fazenda 4(B) Lagoas de Lagun@-10)Imarui.11-12)Santa Marta Pequena.
13-14) Santo Antdnio.15-16) Camacho.17-18) Rio Parobé.P) Controle
positivo.N) Controle negativoMK) Marcador de peso molecular 1 Kb.

5.2. PCRsnestedcom iniciadores IK

Apés terem sido analisados para a deteccdo do W8V os
iniciadores WS146 descritos por LO et al.,, 1996masmas amostras
foram analisados com os iniciadores IK descritos Igarunasagar,
publicado por UMESHA et al., 2006.



56

A PCR nestedcom estes iniciadores foi utilizada inicialmente
para detectar os animais portadores do virus.

Dos vinte animais analisados, nove apresentaragdagzositiva
para a mancha branca com os iniciadores IK, rept@sdo 45% de
animais infectados (Tabela 8 e Figura 18).

Tabela 8 Resultado dos diagnésticos obtidos pela técricR@Rnestedcom
iniciadores IK para amostras de camarao.

Animais com Animais com
Anmmais . .
Fazenda Localidade : reagao positiva reagao negativa
amlisados
para WSSV para WSSV
Fazenda 1 Tiucas 10 4 ]
Fazenda 2 Tiucas 10 5 5
Tatal 20 9 11

10 pb +— 300 pb

100 ph

11 12 13 14 15 16 17 18 19

[

- - - 300 pb

100 ph

Figura 18: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsultado da
nestedPCR para a detec¢cdo do WSSV com iniciadores IKaemostras de
camardo das Fazendas de Tijud¢as. Fazenda 1-10) Amostras de camaréo
analisadas da Fazenda (B) Fazenda 2.11-20) Amostras de camardo
analisadas da Fazenda ) Controle positivo N) Controle negativoMK)
Marcador de peso molecular 100 pb.

P

30 ph

Pode ser visto na Tabela acima e na Figura 18 B) gue em
quatro, dos dez animais coletados na Fazenda %etauplificacdo da
sequéncia especifica do virus, enquanto que naz@nida Fazenda 2
foram observadas cinco reagdes positivas. As aasode camarao que
apresentaram a banda de 310 pb na R€&Redcom iniciadores IK
foram consideradas positivas para WSSV.
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As quatro amostras de sedimento coletadas nas diazete
Tijucas e as quatro coletadas nas fazendas de adgram analisadas
para a detecgdo do WSSV. A P@Bstedfoi utilizada para detectar o
virus, tendo sido realizada com os iniciadores &K4K-2 para dirst e
IK-3 e IK-4 para anested

Das oito amostras de sedimento analisadas quateseagaram
reacdo positiva para a mancha branca, o que repses®&0% de
amostras contaminadas (Tabela 9 e Figura 19).

Tabela 9 Resultado dos diagnosticos obtidos pela técnieaP€@R com
iniciadores IK para amostras de sedimento.

Ameostras de Ameostras de
Amostras de
) ) sedimente com sedimento com
Fazenda Localidade sedimento . .
reagao positiva rea¢ao negativa
analisadas
para WSSV paraWssv
Fazenda 1 Tijucas 2 2 u]
Fazenda 2 Tijucas 2 2 u]
Fazenda 3 Laguna 2 u] 2
Fazenda 4 Lagurs 2 u] 2
Total ] 4 4
A

310 pb -+— 300 pb

100 ph
Figura 19: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsubtado da
nestedPCR para detec¢cdo do WSSV com iniciadores IK emstas de
sedimento das Fazendas de Tijucas e Ladli2d Sedimento Fazenda 3-4)
Sedimento Fazenda 3:6) Sedimento Fazenda 3-8) Sedimento Fazenda 4.
P) Controle positivoN) Controle negativoMK) Marcador de peso molecular
100 pb.

Pode ser visto na Tabela 9 e na Figura 19, quedas as quatro
amostras de sedimento coletadas em Tijucas houydifieatdo da
sequéncia especifica do virus, enquanto que dasogamostras de
sedimento coletadas em Laguna nenhuma apreserdQéoreositiva
com os iniciadores IK. As amostras de sedimento apresentaram a
banda de 310 pb na PG@Rstedcom iniciadores IK foram consideradas
positivas para WSSV.
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As quatro amostras de plancton coletadas nas fageledTijucas
e as dez coletadas nas lagoas de Laguna, juntamemeas quatro
coletadas nas fazenda de Laguna, foram analigatlasa detecgéo do
WSSV. A PCRnestedfoi utilizada para detectar o virus com os
iniciadores IK-1 e IK-2 parafast e IK-3 e IK-4 para aested

Das dezoito amostras de plancton analisadas tr@seagiaram
reacao positiva para a mancha branca. (Tabela 10).

Tabela 1Q Resultado dos diagnésticos obtidos pela técregzedtedPCR com
iniciadores IK para amostras de plancton.

Amostras de Amostras de
Amostras de i i
) . plancton com plancton com
LagoaFazenda Localidade plancton . . . i
) reagao positiva reag ao negativa
analisadas
paraWssv para WSSV
Fazenda 1 Tijucas 2 2 i}
Fazenda 2 Tijucas 2 1 1
Fazenda 3 Laguna 2 u} 2
Fazenda 4 Lagunsa 2 u} 2
Imarui Laguna 2 i 2
Santa Marta P equena Lagurs 2 Ju] 2
Santo Antdnio Laguna 2 i 2
Camacho Laguna 2 u} 2
Rio P arobé Laguna 2 i} 2
Total 138 3 15

Pode ser visto na Tabela 10 e na Figura 20, qudr&ndas
guatro amostras de plancton coletadas nas Fazédnda® em Tijucas
houve amplificacdo da sequéncia especifica do,vinguanto que nas
guatorze amostras de plancton coletadas em Lagwerduma
apresentou reacdo positiva com os iniciadores IK. afnostras de
plancton que apresentaram a banda de 310 pb narne€®dcom
iniciadores IK foram consideradas positivas pareéSW.S
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A T 45 67T 89710 M 1271314 PI N MK

Hoph +— 300 pb

44— 100 pbh

0 pb 300 pb

100 pb

Figura 20: Eletroforese em gel de agarose 2% apresentandsuitado da
nestedPCR para detec¢cdo do WSSV com iniciadores IK enostias de
plancton de Laguna e Tijucg#®) Fazendas e Lagoas de Lagun2) Fazenda
3. 3-4) Fazenda 45-6) Imarui. 7-8) Santa Marta Pequen®:10) Santo Anténio
11-12) Camachol3-14)Rio Parobé(B) Fazendas de Tijuca$5-16) Fazenda
1. 17-18) Fazenda 2.P) Controle positivo.N) Controle negativo.MK)
Marcador de peso molecular 1 Kb.

6. Quantificacéo da carga viral por PCR em Tempo Bal (@PCR)

Para a curva padrdo da PCR em Tempo Real foraimadtls
concentracbes de 1,0¥f0até 1,0x10 cépias viraigiL para a
quantificagdo da carga viral das amostras anaksada

Algumas amostras com 100ng/pL foram quantificadaggPCR
com o objetivo de realizar uma analise comparatavaensibilidade dos
métodos de deteccdo utilizados neste trabalhogjay BCRnestedcom
diferentes iniciadores g°CR. O numero de cépias virais foi calculado
pela interpolacdo do Cycle threshold (CT) determinado
experimentalmente através da curva padrdo. A pdese numero de
cépias, os resultados finais foram expressos comédia do nimero de
cépias de WSSV por microlitro de amostra, jA& quéacamostra foi
analisada em duplicata (Tabelall). As amostrasdazsndas 1 e 2 séo
provenientes de viveiros de cultivo de camarfesalibadas no
municipio de Tijucas/SC, enquanto a amostra decfianSanta Marta,
€ proveniente de Lagoa Santa Marta Pequena do eembagunar e as
amostras Fazendas 3 e 4 s8o provenientes da celtaada em
viveiros de cultivo de camardes de Laguna/SC.
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Tabela 11:Valoresmédios do numero de cépias virais de WSSV por Hitiao
de amostras extraidas de camardo, plancton e gsedimgreviamente
diagnosticados por POfestedpara WSSV.

Media do namero de

Amostra Local Méadia do Ct copias de WSSV
Camardno Fazenda 1 23,3 1,08 x 10°
Fazenda 2 14,99 9,08 x 10*
Plancton Fazenda 1 33,60 449510
Fazenda 2 2916 Tax10°
Fazenda 3 - -
Lagoas - -
Sedimento Fazenda 1 33,57 51 =10
Fazenda 2 35,40 =]
Fazenda 3 - -
Fazenda 4 37,54 1.7

A especificidade do produto amplificado foi verdda pela
andlise da curva dmelting ou seja, pela andlise da temperatura de
dissociagdo de cada produto da PCR, sendo que ngsereguras
utilizadas para a construcdo do respectivo grafantaram de 72°C a
95°C (Figura 21).

75 80 85 90 95
°C

Figura 21: Curva de dissociacdo para verificar a especifi@ddds produtos
obtidos pela PCR em Tempo Real.
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As amostras de camarédo, plancton e sedimento dendfazl
foram consideradas com carga viral baixa. A mesiaasificacéo,
decorrente no numero de copias, receberam as asasrsedimento
das Fazendas 2 e 4. Amostras de camardo da FaZerfdeam
consideradas com carga viral moderada (SOUZA, 2008)

Como j& se esperava 0s camarbes e o plancton dudetsa
Fazenda 2 apresentaram maior nimero de copias rde gliando
comparados com os coletados na Fazenda 1. Entretansedimentos
coletados em ambas as localidades ndo seguiransraantendéncia. O
sedimento de viveiro das Fazendas 1 e 2, de Tjjumaesentaram
respectivamente 5,1 x 10 e 6,8 cépias/uL, enqugueoa Fazenda 4, de
Laguna, apresentou 1,7 copias virais/uL (Tabela 11)

7. Comparacéao entre PCRhestede gPCR

Para a andlise da sensibilidade da técnica de fi*€Re nested
com iniciadores WS146 descritos por LO et al., @98 IK por
UMESHA et al., (2006), algumas concentracdes atili@#s para a curva
padrdo dogPCR foram utilizadas. Partindo-se de uma conceiurae
1,0x10° foram realizadas diluicbes seriadas até 1,0xtOpias de
WSSV/L. Reacdes positivas foram observadas até o lichitelG
cépias virais para PCRrst e 10cOpias virais para PCRestedcom
iniciadores IK, como pode ser visto na Figura 22(B), enquanto que,
com iniciadores WS146 nao foi detectada nenhumgicepositiva na
PCR first. Na PCRnestedforam observadas reacfes positivas até
limite de 10 copias virais. Estes resultados estdo mostraddSguaa
23 (A e B) e na Tabela 12.

500 pb
300 pb

486 nh

8 5 10 11 12 N

300 pb — e g e e e e e . - 310 pb

100 ph
Figura 22: Andlise de sensibilidade de PCR com iniciadorepdka a detecgéo
do WSSV, utilizando como molde um plasmideo recomnttie em diluicdo
seriada(A) PCRFirst (B) PCRNested1-12)10%, 1, 10, 16, 1, 10", 10, 10,
10°, 16, 10, 10°° copias virais, respectivaments) controle negativoMK)
Marcador de peso molecular 100pb.
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%41 pb 1000 ph

541 ph

Figura 23: Analise de sensibilidade de PCR com iniciadoresrites WS146
para a detec¢do do WSSV, utilizando como molde lasngdeo recombinante
em diluicdo seriadgA) PCRFirst (B) PCRNested1-12) 10%, 1, 10, 16, 10,
10°, 10, 1¢, 10, 1¢, 10, 10° cépias virais, respectivament) controle
negativo.MK) Marcador de peso molecular 1Kb.

Tabela 12: Limite de deteccdo do WSSV em PCiRst e nestedcom

iniciadores WS146 e IK.
Iniciador PCR fust PCR nested

W31 46 =10" 10*
K 10° 10

O método de PCR em Tempo Real mostrou alta sddaitd a
deteccdo do WSSV sendo capaz de identificar a pgasge até uma
cépia viral. A PCRnestedcom iniciadores IK mostrou sensibilidade
moderada, detectando até 10 coOpias virais enquguéo com 0S
iniciadores WS146 o virus s foi detectado comesgmca de 10.000
copias (Tabela 13).

Tabela 13:Comparagéo entre os métodos de diagndstico (RSRde PCR

em Tempo Real) com relagéo a sensibilidade.
B Limite de detecgio
Mitodo diagrostico R Sews ibilidade
Copias vitals)

10* +
PCR nested LO et a0 1996 (WS 146)
10 ++
PCR nesded WARUN ASAGAR of a0 2006 (1K)
1 +++

PCR em Tempo Real (WS2)

+ sensibilidade baixa, ++ sensibilidade moderada, sensibilidade alta
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DISCUSSAO

Diversos trabalhos tém sido publicados, comparalifimentes
métodos de diagnéstico para a deteccao de virubvemsas espécies de
camardao CHAPMAN et al., 2004DURAND et al., 2003; SHEKHAR,;
AZAD; RAVICHANDRAN, 2006). Porém, até onde temos
conhecimento, ndo ha nenhum trabalho comparandorfe€iede PCR
em Tempo Real gPCR), para a deteccdo do WSSV em 4gua e
sedimento em viveiros degtopenaeus vannameultivados. A grande
maioria desses trabalhos utiliza animais experiater@nte infectados.
Isso permite um maior controle sobre o experimentobre os dados
gerados, mas algumas vezes os resultados nd@mefteqjue realmente
ocorre nos cultivos, uma vez que nosS mesmos existeracao entre o
animal e os varios fatores abioticos, associadosrdicdes de manejo.

No presente trabalho, alguns métodos de diagndstico
recomendados pela OIE, e que sdo aqueles mardtk em pesquisas
e em laboratérios de diagnéstico para a deteccadVv8&V, foram
avaliados com relacdo a sua sensibilidade.

Através da comparacdo das duas técnicas de extdecEBNA
avaliadas neste estudo podemos constatar que o dgeng card
(BIOAMERICA) mostra-se como uma boa alternativaapapleta e
armazenamento de amostras de 4gua com o objetidetdecéo viral
por PCR.

Os conjuntos de iniciadores desenvolvidos nestelestisando a
amplificacdo de genes constitutivos, ou seja, pasnplificacdo dos
genes da RuBisCO e do rRNA18S em amostras de &itofn e
zooplancton, mostraram-se eficientes e essenciaia ps analises
realizadas, mostrando a qualidade e a integridad@NiA extraido das
amostras de agua e sedimento, além de comprovaesenga de
material gendémico especifico e analisar a existéérmi ndo de
inibidores enzimaticos para reacdes de amplificagiid®CR.

Genes constitutivos sdo responsaveis por codifizateinas
necessarias para a manutencdo do metabolismorc&ala transcritos
com expressdo continua e uniforme em todas asaséldé um
organismo ou entre espécies, bem como durantesvdaises do
desenvolvimento e sob diferentes condi¢gbes amlsenta Biologia
Molecular, a amplificacdo de genes constitutivosutdizada para
comprovar a presenca de material genémico espedfiavaliar a sua
integridade, para monitorar a presenca de evenin@dglores nas
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reacdes de PCR e, ainda, avaliar comparativamerdgpeessdo de
genes induzidos, entre outros objetivos.

A Ribulose oxigenase-1,5-bisfosfato carboxilasesmanhecido
pelo nome RuBisCO, é uma proteina altamente condaypresente nos
cloroplastos de plantas, algas e cianobactériasuee garticipa do
processo de fotossintese (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2006rRNA
18S é parte do nucleo funcional do ribossomo, compi® basico de
todas as células eucaridticas. O gene do rRNA 1&Sup regides
altamente conservadas e seu arranjo repetitivo emwrga fornece
guantidade suficiente de material para a PCR, memsm@rganismos
pequenogALBERTS, 1999; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2005).

A qualidade do DNA genbmico de amostras de aguladea
através de PCRs com iniciadores para os genesRBis@D e do rRNA
18S foram muito semelhantes entre ambas as técdrasxtracéo
testadas. No entanto, o tempo necessario para emnghda um dos
protocolos de extracdo mostrou-se bastante difereBhquanto a
extragdo de DNA com CTAB e proteinase K necessim d
aproximadamente 30 horas, a extracdo a partir da §@ne card
apresentou a mesma eficiéncia em apenas 30 minutos.

Vale salientar que neste estudo, nao foi posseferchinar se a
presenca de DNA viral estd relacionada apenas a, aou se é
proveniente do plancton presente na agua do vivAscamplificacdes
de genes constitutivos comprovaram a presencga thntfitoplancton
quanto de zooplancton nas amostras de agua amaligat PCR e
excluem a possibilidade de que falsos resultad@mtives sejam
decorrentes da degradagédo da amostra.

Diferentes componentes do plancton, como microalgaieros
e copépodes foram mencionados como potenciaisdooem de WSSV.
Em ambas as coletas de plancton realizadas ndsigoegm que o
WSSV foi detectado, as espécies pertencentesaddd Chlorophyta
representaram mais de 88% da amostra. Experimdattms com
microalgas marinhas, com espécies de microalgasnoentes a este
mesmo filo expostas a camarfes infectados, mostrgte as mesmas
tornaram-se positivas para o0 WSSV e induziram a&cg&#o em
camarfes sadios, mostrando que o plancton é capaerdir como
transportador do virus (LIU et al., 2007).

Outros estudos mostraram que rotiferos podem stadooes de
WSSV, atuando como um reservatério (YAN et al.,£@D07a). YAN
et al. (2004) detectaram a presenca do WSSV emdwmossisténcia de
rotiferos no sedimento do viveiro de cultivo de a&w, bem como
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como nos rotiferos que eclodiram destes ovos. Abfsso, foi
demonstrado que a membrana celular de rotif@@ghionus urceus,
tem receptores que permitem a interacao entreus gios receptores da
célula hospedeira (YAN et al., 2007b). Rotiferosigma ser portadores
de WSSV através da ingestdo de fitoplancton inflecteom o virus
tornando-se vetores de transmissao do virus paraslale camardes
peneideos (ZHANG et al., 2006). Da mesma formaégogosNitocra
sp. tornaram-se vetores de WSSV através da ingest&aoplancton
positivo para WSSV. Animais expostos a copépodiicra sp
positivos para WSSV foram infectados, conforme aatto por PCR
nested (ZHANG et al., 2008). Estes dados comprovam queotan
fitoplancton quanto zooplancton podem ser portadate WSSV,
funcionando como vetores passivos.

Os iniciadores IK mostraram-se mais sensiveis acdéb do
WSSV para amostras de camardo, plancton e sedimegntmdo
comparados com os iniciadores WS146, recomendadas)E, para o
diagnostico deste virus. Enquanto nenhuma reacéitivaopor PCR
nestedoi detectada com os iniciadores WS146 em amod&gsancton
e sedimento, sete foram amplificadas com os inicexl IK. Estes
resultados foram comprovados com a PCR em Temph &eavés da
qual foi possivel quantificar o nimero de copiaaisie verificar que os
iniciadores IK conseguiram detectar a presencaéé,8 copias virais
por reagdo, uma sensibilidade de deteccéo aindar maique a de 10
copias virais, estabelecida anteriormente nespaltra. Isso se explica
devido ao fato dos testes de sensibilidade da R€®edterem sido
desenvolvidos tendo como amostras positivas désigeriadas na base
10 para o numero de copias virais. A P@#tedcom iniciadores IK é
capaz de detectar infec¢bes leves de WSSV, enqugumo com
iniciadores WS146 a deteccdo do WSSV s6 é possiveartir de
infeccbes moderadas. Estes resultados corroboraelesqos obtidos
por Hossain et. al., (2004) que testaram a seiusitlé dos iniciadores
WS146 (LO et al., 1996) e IK (UMESHA et al., 2008) deteccdo do
WSSV em amostras de 4gua e camardo e observaramaque
sensibilidade da PCR aumenta com a diminuicdo deartho do
fragmento amplificado.

A diferenca na sensibilidade entre P@Bstedcom diferentes
iniciadores e PCR em Tempo Real pode ser evidem@ath base na
andlise de algumas amostras com diferentes caigas, wealizadas
pelos trés métodos mencionados. Enquanto as asakrplancton e
sedimento da Fazenda 3 de Laguna apresentaranesaa@gativas para



66

WSSV pelas trés técnicas, outras amostras comoe asamhardo da
Fazenda 1 apresentaram reacdes negativas para WBSiniciadores
WS146 e positivas com iniciadores IK para a P@&Rtede PCR em
Tempo Real. Amostras, como as de sedimento da &azen
apresentaram resultados conflitantes para as &&cdie PCRhestede
PCR em Tempo Real, explicados pela sensibilidadendétodos. Na
PCRnestedcom os iniciadores WS146, o virus da Mancha Bradca
foi detectado em nenhuma das amostras de planctsedienento
coletados das fazendas de Tijucas, pois, as cup#Es apresentavam-
se em numero inferior ao limite de detec¢édo deteado neste estudo,
enquanto que na PQfrestedcom os iniciadores IK a presenca do virus
foi detectada nas amostras de plancton e sedimesoleiadas em
Tijucas. Na PCR em Tempo Real houve amplificacasedméncia alvo
das amostras de sedimento das fazendas de Tijuess ema das
fazendas de Laguna (Fazenda 4), esta ultima conardédl,7 copias
virais/uL. Por outro lado, em amostras com mais 168 copias
virais/pL, como as de camardo da Fazenda 2, fasiyalsobservar
reacOes positivas para WSSV pelas trés metodolaglemdas. A PCR
nested mostrou ser menos sensivel a deteccdo do WSSVdguan
realizada com iniciadores WS146, em comparacaoimiciadores IK.

Os resultados mostraram que a PCR em Tempo Reztaeaté
1,7 copias virais por reacao. Diluicbes abaixoaltstite, contendo, por
exemplo, uma cépia por reacdo (ou uma c@pja/algumas vezes
podem gerar resultados positivos e outras vezesHEwla observagao
deve-se, provavelmente, ao fato de que uma diluicéotendo
precisamente uma cépid!/ € dificil de ser obtida.

No presente estudo, os camarbBes coletados na Razend
diferentemente dos coletados na Fazenda 2, nageapagam sinais
clinicos da doenca ou mortalidade e na fazendaultivoc ndo havia
histérico da incidéncia deste virus. Entretanto avdmais foram
diagnosticados como infectados com o WSSV por PERed Uma
explicacdo poderia ser a co-infeccdo com IHHNV, gueapaz de
induzir certa resisténcia a infec¢do por WSSV (TA&t@lL 2003). No
entanto, ndo foram detectadas reacOes positivas IptNV nestes
animais (dados ndo mostrados). Outra possibilidada a acomodacéo
viral (FLEGEL; PASHARAWIPAS 1998; FLEGEL 2007), omdo
animal é capaz de adquirir tolerancia especificpatbgenos virais,
podendo estar infectado sem manifestar a doencga.
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Baixas doses infecciosas de WSSV podem estar aligo
limites de deteccdo dos métodos de PCR utilizadloscorréncia de
infeccdo persistente e duradoura de WSSV tem silddada (TSAI et
al., 1999). Sabe-se que infeccdo persistente gmésentar cargas virais
extremamente baixas e potencialmente indetect@eeisjualquer teste
de diagnéstico disponivel (OIE, 2006).

Esta situagdo tem sido observada em outros estidpsirza-
Leal et al., 2009 verificou que o WSSV pode estesgnte em
diferentes fracdes da agua de um viveiro e quedpantemperatura
média diaria de 31,5°C baixava para 27°C havia ermil para a
infeccdo do camardo e de ocorrer um surto de WE3te achado
corrobora a hipotese de que baixas doses infescipsdem n&o ser
detectadas por estarem abaixo do limite de detedesies ensaios de
PCR. Os autores também mostraram que o filtro de ég 0,2Qum
efetivamente exclui o WSSV. Essa pequena dimens&opdros do
filtro retém particulas de WSSV ainda livres, qpeeaentam tamanho
médio de 0,274um (FLEGEL; ALDAY E-SANZ, 1998; PARK et al.,
1998; ESCOBEDO BONILLA et al., 2008).

Resultados obtidos por RAHMAN et al., 2006 demamstique
todos os tanques com plancton positivo para WS$tbéa tinham
camarao positivo, mas nem todos com camardes \assitiara WSSV
tinham necessariamente plancton positivo para W$S¥abido que a
agua a 32 ° C inibe a replicacdo do WSSV devidmtepao parcial por
hipertermia, reduzindo a replicacdo viral em algwheiros, o que
poderia explicar a presenca de camardes positiaza PVSSV e
planctons negativos para WSSV. Este resultadodesticordo com 0s
dados experimentais de Rahman et al., (2007) emogu@animais
expostos por 6 horas a condi¢des de hipertermesaptaram reducao
da mortalidade e inibig&do da replicacdo do WSSV.

Esparza-Leal et al., 2009 detectaram em seu esiUESV
associado a varias particulas e fracfes liquidesloscapaz de causar
infeccdo em camarfes sadios quando submetidos @ Affibas as
fracdes de plancton e agua servem como veiculdsademisséo do
WSSV de diferentes maneiras, tais como: (1) viwes lancado na agua
por animais infectados com WSSV e (2) virus associfitoplancton
ou com diferentes espécies de zooplancton. E msgie o WSSV se
mova através da cadeia alimentar do plancton nmaeatacdo de
zooplancton.

O WSSV recebe protecdo térmica do ambiente napoal a
temperatura da agua raramente € superior a 35°@oléoma et al.,



68

(1998) relataram a presenca de WSSV viavel por peloos 30 dias na
agua do mar a 30°C em condi¢cdes de laboratério. eZhai., (2009)
observaram que o WSSV mantem seu potencial deciidecmesmo
quando exposto a 37°C por 24 horas ou 30 miNuEAS@.

Trocas de agua de rotina e despescas emergénpiasamtam
um risco para a propagacdo do WSSV no ambiente éutendas e
viveiros. Quando se descartam efluentes com algacaral em um
corpo de agua durante um surto, as chances dentoat#o aumentam
significativamente  (FEGAN; CLIFFORD, 2001). Vaseeim
Jayakumar, Ramasamy (2003) e Cavalli, L. (2009)atestnaram maior
prevaléncia de animais selvagens infectados préxams cultivos e que
0 maior grau de infec¢do de animais nativos pel@&Wgrovavelmente
esta associado a liberagdo de efluentes com grearde viral pelas
fazendas de cultivo, ou, ainda, pelo descarte slielues de camardes
infectados pelas industrias de beneficiamento degu®.

Quang et al.,(2009) acompanharam a presenca do WS%5V
viveiros de camardes totalmente dizimados e abautbenapés um
surto da doenca. Eles constataram a deteccdo dongeviral na agua
dos viveiros e dos canais circundantes, mesmo 2@srap0s o surto do
WSSV. O WSSV pode ter permanecido no plancton e stdo
transmitido ao ambiente circundante através de mmeniios de agua,
atividades humanas, e por canibalismo de camardestosn
(SANCHEZ-MARTINEZ et al., 2007). Deve-se reconheagpre 0
WSSV tem uma ampla gama de hospedeiros como cajasgu
copépodes e poliquetas (ESCOBEDO- BONILLA et aD&0Por este
motivo, sua presenga no ambiente aquatico nao fisgni
necessariamente que o mesmo esteja sobreviverdtpuaado mar, mas
persistindo mesmo na auséncia de camardes (QUAIEIG 2009).

O solo representa um importante reservatério paromvirus
gue infectam invertebrados, influenciando diretabmen sobrevivéncia
de agentes patogénicos. Alguns virus quando elifomapara o
ambiente tém potencial para sobreviver, persisgreransportados por
varias vias até atingir novamente outro hospedéim.entanto, nem
todos sdo bem sucedidos em sobreviver e alcangass fmspedeiros
suscetiveis (SOBSEY; MESCHKE, 2003). Os Baculovigise sdo na
sua maioria patégenos de insetos, bem como crostéaearacnideos
(WOOD; GRANADOS, 1991), podem permanecer viaveis \@rios
anos fora do hospedeiro, com o solo, sendo o paheeservatério
destes virus no ambiente em longo prazo (DE MOR&ES., 1999). O
WSSV tem semelhancas morfolégicas com o baculqviposiendo
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eventualmente compartiihar 0 mesmo destino no solpodendo
permanecer viavel fora do hospedeiro por um dadimge de tempo.
Persisténcia viral, sobrevivéncia e transporte podariar muito com o
tipo de virus e com as condicbes ambientais. O WaBkésenta
capsideo e proteina de envelope que podem ajudasuanpossivel
persisténcia no solo. Atualmente, ndo existem dddponiveis sobre o
papel do solo como vetor para 0 WSSV.

O monitoramento do WSSV deve ser feito com métodi®s
deteccdo especificos e muito sensiveis como émdaa®CR, que tem
sido amplamente utilizado para detectar WSSV em aoaes,
hospedeiros, agua e sedimentos (HOSSAIN et al.1,2@D04;
NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA, 2008). Infec¢des levecom
WSSV sédo uma das maiores causas de epidemias eandesmja que
estresses ambientais podem levar & evolucdo decdde leves para
agudas, e assim levar a incidéncia da doenca rtigosu(HE et al.,
2000; HSU et al.,, 1999; PENG et al.,, 1998). O aamhpmento
rigoroso da salde do camardo e outras medidasnprag como a
desinfeccéo e filtracdo do afluente de 4gua tanderam ser adotadas
para reduzir o impacto da doenca diminuindo a gap@ da WSSV
dentro de uma regido e evitando a introducao diigpab em uma area
nova.

Atualmente, ndo existem tratamentos disponiveia pantrolara
doenca e a mortalidade. Uma alternativa é redudsco da entrada do
WSSV nas instalacbes de producdo comercial de éapnatravés da
implementacdo de medidas de biosseguranca (PRUBER,; ABCC,
2005; LIGHTNER, 2005).

O atual processo de filtracdo usado nas entradagivd@os
(malha de 300 um) nao é suficiente para impediti@éa do WSSV em
viveiros de cultivo de camaréo.

Com o desenvolvimento de um protocolo para extragibDNA
de amostras de agua e sedimento e R&Redeste estudo foi capaz de
detectar o WSSV com uma sensibilidade de 6,8 ciais. Apesar de
a PCRnestedser altamente sensivel, especifica e permititecdéo do
WSSV no plancton e no sedimento é importante tassgle a deteccéo
de DNA de WSSV nao estabelece viabilidade de idfecgral. A
persisténcia do DNA viral no solo é questionavelidie ao elevado
potencial de producdo de nucleases pela atividadaidroorganismos
do solo. No entanto a persisténcia relativa der@lgDNAs pode ser
devido a adsorgdo em minerais de argila e substihdimicas do solo
(BLAGODATSKAYA et al., 2007) ou pode estar assoeiadpresenca
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de hospedeiros que 0s mantém viaveis por mais temagte ambiente.
Neste estudo, ndo foi possivel determinar se a&pgasde DNA viral

esta relacionada apenas ao sedimento, ou se é njmatee de

hospedeiros de WSSV presentes no solo do viveopoBtro lado, as
amplificacdes de genes constitutivos comprovargmeaenca tanto de
fitoplancton quanto de zooplancton nas amostras sddimento

analisadas por PCR.

A fim de distinguir particulas virais de particulasrais
infecciosas, outros estudos sdo necessarios pal@rae risco da
presenca de WSSV no solo e 0 papel do mesmo conteservatério e
vetor de transmisséo do virus.

Boa parte da biologia molecular do WSSV estd focada
aspectos estruturais da particula viral, levandoagacterizacdo de
alguns dos principais componentes do nucleocapstddo envelope
(CHEN et al., 2002a;. LEU et al., 2005;. VAN HULTE#H al., 2000a,
b, 2002; ZHANG et al., 2002a, b). Uma série daginas do envelope
do WSSV, incluindo a VP28, tém sido propostas jgtarem envolvidas
na infectividade viral (WITTEVELDT et al., 2004; BA\LINO et al.,
2006; MUSTHAQ et al., 2009). A VP28, uma das pipads e mais
importantes proteinas do envelope do WSSV (VAN HBNTet al.,
2001b; ZHANG et al., 2002; WANG, Y. et al., 200&}t& envolvida na
infeccdo sistémica de camardo ao virus pois, prenavigacdo do
WSSV as células alvo como as do camardo permitmdoicio da
infeccao viral (VAN HULTEN et al., 2001; Yl et aR004; MUSTHAQ
et al., 2006; LI et al., 2010). Agentes quimicomé&todos fisicos tém
sido estudados na inativacdo de WSSV BALASUBRAMANIAt al.,
2006 NORIHISA et al., 2006). Zhu et al., (2009) dastraram que a
proteina do envelope do WSSV VP28 ¢ danificada adnativacdo do
virus por alguns agentes quimicos e métodos fisicos

O monitoramento da presenca de WSSV na agua eloalss
viveiros pode representar uma importante ferramdetavaliacdo do
potencial de infeccdo de um viveiro, antes do powdo deste com
pos-larvas bem como a identificacdo da presengardieulas virais nos
efluentes dos cultivos pode evitar a disseminagadognca para corpos
de agua adjacentes.

O monitoramento de outras fontes de contaminacaavedos,
como agua e sedimento também deve ser lembradéreDenmedidas
profildticas para dgua e solo podemos sugerir esmendadas pelo
manual de Biosseguranca para Fazendas de Camarath®eABCC,
2005) que entre outras medidas indica 0 uso ddé&dias que alterem
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o pH do solo com o objetivo de inativar o virusigohlorito de célcio
com 20 ppm de cloro ativo para desinfec¢do da dguapoclorito de
sédio a 100 ppm também parecem ser eficiente nmfeesio de
viveiros de cultivo e eliminacdo de larvas infeem@ hospedeiros em
potencial deste virus (CHANG; CHEN; WHANG, 1998HEGAN;
CLIFFORD 2001). Tendo em vista que a presenca s \deve estar
associada a presenca de hospedeiros na agua mestygias medidas
profilaticas para eliminar os virus presentes naaag no sedimento
devem ser acompanhadas de acdes para se elimisgivgi® vetores
presente nesses meios.

De um modo geral, os resultados desse estudo gerama
aperfeicoamento das técnicas de deteccdo da paeskngirus em
sedimento e agua colaborando com um monitoramefetivee das
condi¢cBes ambientais, propiciando uma ferramenta pavaliagdo da
eficiéncia dos métodos de desinfeccdo no que eeerab WSSV a fim
de evitar futuros surto da doenca.

Neste sentido, devem-se destacar ainda algumaseptvas de
continuidade do presente trabalho. Uma delas sdesenvolver
experimentos, inicialmente em condi¢cdes controladiaslaboratério,
para avaliar a eficiéncia de diferentes métodosddsinfec¢cdo de
amostras de agua e de sedimento contaminados cB83V. Além
disso, seria interessante investigar em que medfgasenca do WSSV
em amostras submetidas ou ndo a desinfec¢éo temcpatde infeccao
do hospedeiro. Neste sentido, poder-se-ia propimduir particulas
virais infecciosas e nao-infecciosas, através dR le@m iniciadores
especificos para uma proteina do envelope virptoteina VP28, cuja
importancia na adesé&o do virus a célula hospejfefd demonstrada.
Além destes experimentos, poder-se-ia ainda reatizperimentos de
exposicao de camardes a amostras de agua e sedliocogrhminados
com o WSSV, em condi¢des de laboratério de forrea avaliar o real
potencial destes meios como vetores passivos de gia eficiéncia de
métodos para a sua desinfeccao.
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CONCLUSOES

O FTA gene cardBIOAMERICA) pode ser considerado como
uma boa alternativa para a coleta e o armazenanwmto
amostras de agua com o objetivo de deteccéo drdP@R;

Os iniciadores IK mostraram-se mais sensiveis patatec¢cao

do WSSV, quando comparados com os iniciadores WS146
tanto para amostras de camardo, quanto de planeton
sedimento. No entanto, como esperado, mostraramormen
sensibilidade na deteccdo do WSSV quando comparaa®s
ensaios dgPCR;

Os conjuntos de iniciadores desenhados para a €0Bde
fitoplancton e para o rRNA 18S de zooplancton napam-se
eficientes e essenciais para a verificacdo da dpddi e
integridade do DNA extraido das amostras de agealienento,
além de comprovar a presenca de material genéraec#ico
e analisar a existéncia ou ndo de inibidores erixionas
reacbes de amplificacdo por PCR, evitando, assossipeis
resultados falso-negativos.
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CONSIDERACOES FINAIS

¢ N&o foi detectada a presenca do WSSV em nenhuma das
amostras de plancton coletadas em 2009 em Lagejsn 8
provenientes das lagoas, ou aquelas oriundas dasd@s de
cultivo;

» A presenca do WSSV foi detectada nas amostras dimesgto
coletadas em 2009 nas duas fazendas de cultivardardes de
Laguna,;

* A presenca do WSSV foi detectada nas amostras aetph,
camardo e sedimento coletados em 2009 nas duawlészee
cultivo de camardes de Tijucas;

* Trocas de agua de rotina e despescas emergénpiasemam
um risco para a propagagcdo do WSSV no ambientee ent
fazendas e viveiros;

« O acompanhamento rigoroso do estado de salde estddoe
sanitario do camardo de cultivo e a adocdo de rasdid
profilaticas para a 4gua e o solo, bem como a fées#o e
filtracdo, devem ser incorporadas a rotina de noapaja reduzir
0 impacto da doenga da mancha branca (WSD), dimdoui
assim, a propagacdo da mesma dentro de uma daida g
evitando, ainda, a introducdo do patdgeno em usmrEoVva;

* O monitoramento da presenca de WSSV na agua elonalgs
viveiros pode representar uma importante ferramedé
avaliacdo do potencial de infeccdo de um viveinotes do
povoamento deste com pos-larvas certificadas.

» A deteccdo da presencga de particulas virais riasreés dos
cultivos pode evitar a disseminacdo da doenca pamaos de
agua adjacentes, de modo a minimizar ou evitamé&oonacao
do ambiente e o risco potencial para a fauna nativa

« A implantacdo de medidas de biosseguranca, assimo dmas
praticas de manejo, sao fortes aliados a preveagim controle
do WSSV.
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PERSPECTIVAS

Avaliar, em condi¢cbes de laboratdrio, a possivéécicdo de
camardes Litopenaeus vannameijuvenis e adultos, apos
exposicado a sedimento contaminado com o WSSV (cimdao
naturalmente e experimentalmente);

Caracterizar a possivel infeccdo pelo WSSV dectarata

exposicdo a amostras de sedimento contaminado. €sxim
objetivo poder-se-ia tentar distinguir a preseneapdrticulas
virais infecciosas e ndo infecciosas entre os dsirpasitivos

para o virus, através de PCR com iniciadores dsmecipara

uma proteina do envelope viral (VP28), cuja impwi& na

adesdo do virus a célula hospedeira ja foi denadestr
(ROBALINO et. al., 2006), bem como determinar ageaviral

nos animais infectados pgPCR;

Avaliar e comparar os resultados da amplificacaseguencia
correspondente a VP28, utilizando tecido muscuter @himais
expostos a sedimento contaminado como fonte delim@ara a
infeccdo experimental de camarfes em condicOesotamas de
laboratorio;

Avaliar, em termos de eficiéncia e facilidade de,umétodos
distintos de desinfeccdo de amostras de agua edlmento
contaminados com o WSSV.
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