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RESUMO

Doengas de agente etiologico viral acometeram e acometem a produgao brasileira de camarao,
a exemplo da Mionecrose Infecciosa (IMN). O estabelecimento de um equilibrio microbiolo-
gico e ambiental em sistemas de cultivo pode permitir 6timas condigdes de crescimento, prin-
cipalmente nas fases iniciais de desenvolvimento do camarao, quando o sistema imunologico
do animal ainda estd em desenvolvimento. Quanto menos desafios forem encontrados nesta
fase, maior efici€ncia produtiva podera ser observada. Dito isso, o presente trabalho teve como
objetivo geral avaliar a susceptibilidade de juvenis de camardes Penaeus vannamei cultivados
em sistema simbidtico ao desafio experimental com o IMNV. A metodologia consistiu na rea-
lizagdo de desafio viral através da administragdo via oral (i.e., per os) de tecido contaminado
com IMNYV utilizando juvenis de camardes marinhos oriundos de diferentes densidades de cul-
tivo em sistemas simbioticos. Os dados de sobrevivéncia e a verificagdo de sinais clinicos de
IMN foram registrados ao longo do experimento e tiveram 30 dias de duragdo. Para as analises
moleculares, as coletas foram realizadas no tempo 0, 7°, 14° e 21° dia pos-infecg¢ao (d.p.1). Para
as analises histopatoldgicas, foi observada as amostras de camardes coletados e fixados no 21°
d.p.i. As curvas de mortalidade nao apresentaram diferenga estatistica entre as curvas de sobre-
vivéncia do grupo 6 PL/L - I e o grupo controle (p>0,05), porém significativamente distintas
dos grupos 2 PL/L -1e 4 PL/L - I (p<0,05). Nao foram observadas alteragdes histopatologicas
sugestivas da IMN nos animais pertencentes ao grupo controle. J4 no grupo de camardes desa-
fiados, foram observadas lesdes teciduais caracteristicas da doenga. O desafio experimental per
os se mostrou eficiente para o estabelecimento de um processo infeccioso em juvenis de P.
vannamei; animais cultivados na densidade de 6 PL/L em sistemas simbioticos de cultivo se
mostraram menos susceptiveis ao IMNV quando comparados com animais oriundos de cultivos
simbioticos em menores densidades (2 PL/L e 4 PL/L). Os resultados de diagnostico molecular
apresentaram-se inconclusivos e variaveis entre si. Com base nas andlises histopatologicas e
moleculares realizadas no presente estudo recomenda-se o isolamento viral e/ou sequencia-
mento de DNA das amostras obtidas ao longo do desafio experimental com o intuito da identi-
ficagdo de novas variantes do IMNV ou de novos patdgenos que venham a causar prejuizos a

carcinicultura brasileira.

Palavras-chave: carcinicultura; vias de infecc¢do; papila viral; cepa.



ABSTRACT

Viral etiologic agent diseases affected and still affect Brazilian shrimp production, such as In-
fectious Myonecrosis (IMN). The establishment of a microbiological and environmental ba-
lance in culture systems can allow optimal growth conditions, especially in the early stages of
shrimp development, when the animal's immune system is still developing. The fewer challen-
ges encountered in this phase, the greater productive efficiency can be observed. That said, the
present work had as general objective to evaluate the susceptibility of juveniles of Penaeus
vannamei shrimp cultivated in a symbiotic system to the experimental challenge with IMNV.
The methodology consisted of carrying out a viral challenge through the oral administration
(i.e., per os) of tissue contaminated with IMNV using juvenile marine shrimp from different
cultivation densities in symbiotic systems. Survival data and verification of clinical signs of
IMN were recorded throughout the experiment and lasted for 30 days. For molecular analyses,
collections were performed on the 0, 7th, 14th and 21st days post-infection (d.p.1). For histopa-
thological analyses, shrimp samples collected and fixed at 21° d.p.i were observed. The morta-
lity curves showed no statistical difference between the survival curves of the 6 PL/L - I group
and the control group (p>0,05), but significantly different from the 2 PL/L - I and 4 PL/L - 1
groups (p<0,05). Histopathological alterations suggestive of IMN were not observed in animals
belonging to the control group. In the group of challenged shrimp, tissue lesions characteristic
of the disease were observed. The experimental challenge per os proved to be efficient for the
establishment of an infectious process in juveniles of P. vannamei; animals grown at a density
of 6 PL/L in symbiotic culture systems were less susceptible to IMNV when compared to ani-
mals from symbiotic cultures at lower densities (2 PL/L and 4 PL/L). Molecular diagnosis re-
sults were inconclusive and variable among themselves. Based on the histopathological and
molecular analyzes carried out in the present study, it is recommended viral isolation and/or
DNA sequencing of the samples obtained during the experimental challenge in order to identify

new IMNYV variants or new pathogens that may cause damage brazilian shrimp farming.

Keywords: shrimp farms; infection pathways; viral papilla; strains.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura € o cultivo em um espaco confinado e controlado de organismos aquaticos
tais como peixes, crustaceos, moluscos, algas, répteis e qualquer outra forma de vida aquatica
de interesse econdmico produtivo. A atividade produtiva se divide em diferentes modalidades,
onde a carcinicultura refere-se a criacdo de crusticeos (SCHULTER; VIEIRA FILHO, 2017).

A grande diversidade climatica e condi¢des ambientais locais em todo o mundo, deu
origem a um rico e diversificado nimero de espécies utilizadas em diferentes condig¢des e sis-
temas de produgdo aquicola (dgua doce, agua salobra, 4gua marinha e agua salina interior),
onde uma gama de atores costeiros vém investindo no setor, € a0 mesmo tempo, como corpo-
racdes multinacionais de empresas privadas, pesquisadores, governos, organizagdes nao gover-
namentais ambientais ¢ comunidades costeiras (BRITSCH; LESLIE; STOLL, 2021; SILVER
etal., 2015).

Em 2020, a produgdo de pescados pela aquicultura atingiu 87,5 milhdes de toneladas
(responsavel por 49,0% da produgdo total mundial). No periodo de 1990 a 2020, a aquicultura
mundial apresentou uma taxa média de crescimento de 6,7% ao ano (FAO, 2022).

A espécie Penaeus vannamei segue na lideranca de cultivo mundial de crustaceos, re-
presentando 5,8 milhdes de toneladas em 2020, constituindo 51,7% da produgdo total do que
foi cultivado, isso significa que os camardes marinhos dominam a produgdo de crustaceos e sdo
uma importante fonte de ganhos em moeda estrangeira para uma série de paises em desenvol-
vimento na Asia e na América Latina (FAO, 2022).

No Brasil, em 2021, foram produzidos 78,6 milhdes de quilos de camardes marinhos
cultivados, apresentando um crescimento de 18,1% em relagdo ao ano anterior. E uma atividade
que cresce pelo quarto ano consecutivo, destacando-se a regido Nordeste (principalmente os
estados do Ceara e Rio Grande do Norte) com 99,7% da producdo nacional, demonstrando a
recuperagdo da atividade apos a ocorréncia de surtos da Sindrome da Mancha Branca (WSS)
(IBGE, 2021).

Nao somente a WSS, mas outras doengas de agente etioldgico viral acometeram e aco-
metem a producdo nacional de camardo, a exemplo da Mionecrose Infecciosa (IMN) (SAR-
DOU et al., 2022). A IMN ¢ uma enfermidade de notificacao obrigatoria (WOAH, 2021) e teve
seu primeiro relato em 2002 no estado do Piaui, Brasil (LIGHTNER ef al., 2006) e posterior-
mente em paises como a Indonésia, india e China, na Asia (SAHUL HAMEED et al., 2017,
SENAPIN et al., 2007; WAN et al., 2023) e no Egito, na Africa (ALY et al., 2021).



Em 2003, para os produtores brasileiros, a doenga causou prejuizos estimados em US$
20 milhdes (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004) ¢ US$440 milhdes até o final de 2005
(ANDRADE et al., 2007). Em relacdo ao cultivo mundial, as perdas ja se concentram em valo-
res acima de US$ 1 bilhdo (LIGHTNER, 2012).

Diferentes fatores de estresse, como oscilagdes de temperatura e salinidade extremas,
bem como a baixa qualidade da 4gua e deficiéncia alimentar, suprimem a imunidade dos orga-
nismos cultivados, aumentando o risco de um surto da doenga (DUAN et al., 2018; PRASAD
et al., 2017). Outros fatores como: periodos de mudas, fases lunares e mar¢s, elevadas densida-
des de estocagem, baixos niveis de oxigénio dissolvido e alta concentracdo de matéria organica,
também sdo gatilhos para a manifestagdao de doengas infecciosas (NUNES; MARTINS; GES-
TEIRA, 2004).

Nesse sentido, 0 manejo de microrganismos na agua e solo, bem como equilibrio da
microbiota dos organismos cultivados a partir do uso de probidticos, prebidticos e sistemas de
bioflocos sdo exemplos de protocolos e métodos de regimes de biocontrole que se interligam e
que sao implementados nas atividades aquicolas a fim de minimizar a manifestacao e dissemi-
nacdo de enfermidades virais e/ou bacterianas, aliando sustentabilidade e produtividade (RO-
MANO, 2020).

Protocolos simbioticos sdo solugdes organicas que apresentam desempenhos e resulta-
dos positivos em ganho de peso animal, taxa de sobrevivéncia, redu¢do na quantidade de ma-
téria organica nos tanques, morfologia intestinal e parametros hematoldgicos, contribuindo para
um melhor equilibrio no ambiente produtivo (LAICE ef al., 2021; SILVA et al., 2020).

Diante de todo o incremento que o sistema simbiotico de produgdo oferece, resultados
positivos com dietas simbioticas em desafios experimentais com patdogenos bacterianos ja fo-
ram documentados, como por exemplo por Yao et al. (2021). Contudo, até o presente momento,
poucos artigos relatam aplicagdes diretas de manejos simbidticos em camardes cultivados,
sendo mais direcionados as manipulagdes dietéticas, sem deixar de mencionar a escassez de
projetos voltados ao estudo das enfermidades virais e sua relagdo com os sistemas simbioticos.

O estabelecimento de um equilibrio microbioldgico no ambiente de cultivo pode permi-
tir 6timas condi¢des de crescimento, principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento do
camarao, quando o sistema imunologico do animal ainda esta em desenvolvimento, sendo mais
suscetivel a infecgdes por microrganismos patogénicos (ANGTHONG et al., 2021; HOLT et
al., 2020). Quanto menos desafios forem encontrados nesta fase, maior eficiéncia produtiva

podera ser observada (ANGTHONG et al., 2021).
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Dito isso, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a susceptibilidade de
juvenis de Penaeus vannamei cultivados em sistema simbidtico ao desafio experimental com o
IMNYV. Como objetivos especificos, estabeleceu-se a validagao da eficiéncia do desafio oral
(i.e., per os) para bioensaios de infec¢ao experimental de camardes P. vannamei com o IMNV;
e a analise da influéncia do cultivo simbiotico em diferentes densidades frente a infec¢do por
IMNV. A hipotese testada defende que juvenis de P. vannamei cultivados em menores densi-

dades em um sistema simbidtico sao menos susceptiveis ao IMNV.,
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carcinicultura brasileira

A aquicultura no Brasil comegou no século XVII, mas ganhou status profissional apenas
na década de 1970. Portanto, quando comparada a outras atividades de producdo de proteina
animal, ¢ considerada como uma atividade relativamente jovem no pais, com cerca de meio
século de existéncia (VALENTI et al., 2021).

As iniciativas para o cultivo de camardo no Brasil ocorreram especificamente por inter-
médio do governo do Rio Grande do Norte. A espécie Penaeus japonicus foi escolhida para
producao de camarao, pois detinha-se de um conhecimento prévio sobre reprodugao, larvicul-
tura e engorda em cativeiro. Essa iniciativa envolveu a Empresa de Pesquisa Agropecudria do
Rio Grande do Norte (EMPARN) para desenvolver pacote tecnolégico que possibilitasse a
adaptagdo da espécie exotica as condi¢des locais (FIGUEREDO et al., 2003; SANTOS et al.,
2015).

Ao longo de trés anos, as pesquisas da EMPARN mostraram-se promissoras e alcanca-
ram bons resultados sobre reproducdo, larvicultura e engorda para o cultivo da espécie (SAN-
TOS et al., 2015). Entretanto, a viabilidade de impulsionar a carcinicultura brasileira com o P.
Jjaponicus foi descartada, pois faltavam mais planos de pesquisas e validagdes tecnologicas.
Além disso, a espécie nao se adaptou bem com o fim da estiagem nordestina, sendo impossivel
assegurar sua maturagdo e sobrevivéncia em periodos de chuvas intensas (MOLES; BUNGE,
2002; SANTOS et al., 2015; SCHWAB; WEBER; LEHMANN, 2002).

Apesar da inadaptabilidade, o cultivo inicial do P. japonicus oportunizou a viabilizagao
da carcinicultura no Brasil, pois havia produtores que tinham experiéncias com praticas de pro-
ducdo e manejo, além da existéncia de estruturas para o cultivo (fazendas e larviculturas) (RO-
CHA, 2014). Pesquisadores e produtores domesticaram camardes nativos para escala comercial
de producao, mas o projeto durou apenas 10 anos, pois a produtividade (em termos financeiros)
eram suficientes apenas para os custos de producdo (RABELO; NUNES, 2006).

Na década de 1980, técnicos e produtores importaram a espécie P. vannamei, comu-
mente conhecida como camarao branco do Pacifico ou camarao cinza. Essa espécie apresentou
excelente desempenho no Equador e no Panama, paises situados no hemisfério ocidental, por-
tanto suas caracteristicas eram altamente adaptaveis as condi¢des climaticas brasileiras (RO-

DRIGUES; BORBA, 2013).
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Os avangos técnicos no cultivo e manejo para producao de P. vannamei foi possivel com
o dominio tecnologico referente a reproducao e larvicultura da espécie (COSTA; SAMPAIO,
2004). Em 1995-1996, as validagdes tecnologicas foram se intensificando e a adaptagdo da es-
pécie se apresentou viavel a producao comercial nacional (TAHIM et al., 2019).

Entre os anos de 1988 e 2003, a carcinicultura brasileira teve um crescimento significa-
tivo, somando mais de mais 60% ao ano (SANCHES; PANNUTI; SEBASTIANI, 2008). Po-
rém, no periodo que compreendeu os anos de 2003 e 2004, a producdo reduziu em 15,8% em
decorréncia de problemas como a agdo antidumping (promovida pelos pescadores do sul dos
Estados Unidos), desvaloriza¢do do dolar em relagdo ao real e manifestacdes de enfermidades
virais que afetaram o seu desempenho global. O mercado interno foi entdo um dos responsaveis
pela manutengdo da atividade aquicola nos tltimos anos, consumindo produtos e subprodutos
gerados pelos setores alimenticios de camardo (OSTRENSKY; BORGHETIIL; SOTO, 2008).

Com crescimentos significativos, em 2016 a producao aquicola, especificamente do es-
tado do Ceard, teve que enfrentar o virus da sindrome da mancha branca, causador de uma
doenca de maior letalidade e contagio e que ataca o epitélio cuticular, branquias, apéndices e
estomago dos camardes (NUNES; FEIJO, 2016). Segundo os dados do IBGE (2017), a produ-
¢do nacional de camardes apresentou uma reducgdo de 21,4% em relagdo ao ano anterior.

A priori, a intensificacdo dos sistemas produtivos seria a principal razao para o surgi-
mento de novas enfermidades e o aumento do numero de surtos. Sendo estabelecidos entdo
manejos e técnicas de sistemas semi-intensivos ou mesmo extensivos como uma estratégia re-
levante (NATORI et al., 2011).

No entanto, a realidade da carcinicultura nacional nos dias atuais € de intensificar os
sistemas de producao (NUNES, 2019). Para isso existem gargalos que precisam ser superados,
tais como as altas taxas de mortalidade devido as enfermidades ou a problemas relacionados a
qualidade da agua. Portanto, € necessario utilizar pds-larvas (PLs) com maior resisténcia e to-
lerancia as enfermidades, bem como garantir a manutencao de boas condi¢des de qualidade da
agua, controle eficiente da temperatura e uma nutricao de alta qualidade (KUBITZA, 2019;

NUNES, 2019; VALENTI et al., 2021).
2.2 Principais enfermidades virais na carcinicultura brasileira
As enfermidades de etiologia viral sdo as que causam maior impacto e consequente-

mente maiores prejuizos econdmicos e sociais a atividade de cultivo de camardo no mundo

(ARULMOORTHY et al., 2020). De acordo com World Organisation for Animal Health -
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WOAH (2021), ha pelo menos 5 patdgenos virais de notificagdo obrigatéria, sendo eles: Infec-
tious Hypodermal and Haematopoietic Necrosis Virus (IHHNV) (BRAZ et al., 2009), Taura
Syndrome Virus (TSV) (BONAMI et al., 1997), Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) (NU-
NES; MARTINS; GESTEIRA, 2004), White Spot Syndrome Virus (WSSV) (SEIFFERT; WIN-
CKLER; MAGGIONI, 2005) e Yellow Head Virus genotype 1 (YHV1) (WALKER et al.,
2001).

Dos patogenos relatados, a doenga causada pelo virus da Mionecrose Infecciosa
(IMNV), desde a sua primeira ocorréncia nos sistemas de cultivo brasileiro, vem ocasionando
constantes prejuizos a industria de camardao (NEVES; MARTINS, 2021; SOUSA et al., 2019;
VALENTI et al., 2021).

2.2.1 Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV)

O virus da mionecrose infecciosa (IMNV) apresenta uma distribui¢ao geografica res-
trita, sendo reportado inicialmente no Brasil (LIGHTNER et al., 2006), posteriormente regis-
trado na Indonésia (SENAPIN et al, 2007; PRASAD et al., 2017), [ndia (SAHUL HAMEED
et al., 2017; KOKKATTUNIVARTHIL et al., 2018) e, recentemente, no Egito (ALY et al.,
2021) e China (WAN et al., 2023).

Estudos filogenéticos baseados em sequéncias de RNA polimerase dependente de RNA
(RdRp) indicam que o agente etiologico que causa a doenga estava intimamente relacionado a
um outro virus, Giardia lamblia virus (GLV), sendo, pois, pertencente a familia Totiviridae
(DANTAS et al.,2015; LIU et al.,2012; OLIVEIRA et al.,2014; POULOS et al.,2006; TANG
et al., 2008). A infeccao causada pelo virus da mionecrose infecciosa, esta entre as nove enfer-
midades de notifica¢do obrigatoria para crustaceos e listada no Manual de Testes Diagnosticos
para Animais Aquaticos, disponivel no portal cientifico internacional World Organisation for
Animal Health - WOAH (WOAH, 2021).

O IMNYV apresenta simetria icosaédrica, ndo envelopado, de 45 nm de didmetro e tem
densidade de 1,366 g/ml em cloreto de magnésio. O seu genoma consiste em uma unica molé-
cula de fita dupla de RNA (dsRNA) com 8.226 pb. O sequenciamento do genoma viral revelou
ainda uma organiza¢ao em dois quadros de leitura aberta sobrepostas (ORFs). A ORF1, locali-
zada na extremidade 5°, compreende 5.127 nt e codifica uma proteina de ligacdo a RNA puta-
tiva e uma proteina de capsideo, enquanto que o ORF2, na extremidade 3°, compreende 2.739
nt e contém a sequéncia para a codificacdo da RdRp (POULOS et al., 2006; SENAPIN et al.,
2007; NAIM et al., 2015).
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Andrade et al. (2022) publicaram a descoberta de uma nova variante brasileira de IMNV
(Br-1), com 8.185 pb. Esse resultado evidencia riscos para a cadeia produtiva de camarao de-
vido a dificuldade de diagnosticar tais variantes, causando uma subnotificagcdo da enfermidade,
sem deixar de mencionar a falta de informacdes frente o perfil patogénico e de viruléncia dessas
estirpes (VIANA et al., 2022).

A mionecrose infecciosa tem maior ocorréncia durante a estagdo seca, em ciclos de cul-
tivo mais longos e em altas densidades de estocagem (SILVA et al., 2010). Tendo essas condi-
¢oes no ambiente perdurando por varios dias, a enfermidade avanga cada vez mais, principal-
mente levando em consideragao que o sistema imunolégico de camardes infectados com IMNV
respondem apenas em um estagio tardio da doenga, quando a recuperacao do animal é impro-
vavel (COSTA et al., 2009).

Na fase aguda da doenga, o camardo apresenta areas focais a extensas regides necroticas
brancas nos musculos estriados esqueléticos, especialmente nos segmentos distal-abdominais e
no leque caudal (LIGHTNER et al., 2004; POULOS et al., 2006). O organismo severamente
afetado, demonstrando tais sinais clinicos, torna-se moribundo e a mortalidade pode chegar a
70%, principalmente apds um evento de estresse (tais como redes langadas para captura, varia-
¢oes bruscas na temperatura e salinidade da 4gua) (LIGHTNER, 2011; NUNES et al., 2004).

O estresse induzido pelo ambiente parece ser o principal gatilho para o inicio cronico e
agudo da IMN (POULOS et al., 2006) causando até mesmo infec¢des multiplas. As perdas
econdmicas para a industria da carcinicultura resultantes de uma coinfec¢ao ainda sdo dificeis
de quantificar e pouco se sabe sobre as interagdes patdogeno-ambiente e patdogeno-patdgeno em
tal cenario (FEIJO et al., 2013).

Teixeira-Lopes et al. (2011), durante um programa de monitoramento de rotina, detec-
taram a presenga de IHHNV e IMNV em P. vannamei simultaneamente. Feijo et al. (2013),
relataram coinfec¢ao de IMNV e WSSV em camarao branco do Pacifico cultivado no Brasil. E
Cruz-Flores et al (2022), detectaram coinfec¢do de PvSV e IMNV, associada a mortalidades
massivas nos cultivos de camarao brasileiro.

A transmissao da doenca pode acontecer de maneira horizontal: canibalismo, contami-
na¢do pela dgua e fezes de aves marinhas que se alimentam de camardes moribundos e na pro-
pria fonte de alimento natural do camarao (por exemplo, microcrustaceo Artemia franciscana)
(LIGHTNER, 2011; SILVA et al., 2015a; WOAH, 2021) ou por transmissao vertical, dos re-
produtores para a prole (SILVA et al., 2016).

Os procedimentos de deteccao da Mionecrose Infecciosa envolvem uma série de meto-

dologias e mecanismos de rotina, realizadas principalmente a partir de ferramentas moleculares,
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tais como: transcri¢do reversa seguida por reacdo em cadeia da polimerase em uma ou duas
etapas (one-step RT-PCR ou two-step RT-PCR) (POULOS; LIGHTNER, 2006; SENAPIN e?
al.,2007) e RT-PCR em tempo real usando sonda de hibridizagdo TagMan ou com fluoroforo
intercalante SYBR Green (RT-qPCR) (ANDRADE et al., 2007; LIU et al., 2013; SILVA et al.,
2011).

Outras ferramentas moleculares seriam a amplificagdo isotérmica mediada por loop de
transcri¢cao reversa e ensaio hibrido de fluxo lateral de acido nucleico (RT-LAMP-NALF) (AN-
DRADE; LIGHTNER, 2009), RT-LAMP com uma vareta de medi¢ao de fluxo lateral (RT-
LAMP-LFD) (PUTHAWIBOOL et al., 2009) e teste de fita imunocromatografica com sensi-
bilidade aprimorada para a deteccdo do virus da mionecrose infecciosa (CHAIVISU-
THANGKURA et al., 2013; WANGMAN et al, 2016), deteccao da proteina do capsideo prin-
cipal do virus usando anticorpos monoclonais (SEIBERT et al., 2010) bem como sistema mul-
tiplex PCR baseado em oligonucleotideo de iniciagdo dupla (DPO), que detecta simultanea-
mente virus de DNA e RNA (SEE et al., 2021).

As alteracdes citologicas ocasionadas pelo IMNV podem ser evidenciadas por técnicas
histopatologicas com coloracdo por hematoxilina e eosina Mayer-Bennett (H & E) e por hibri-
dizagado in situ (ISH) (ANDRADE, REDMAN; LIGHTNER, 2008; TANG et al., 2005).

As lesdes teciduais caracterizadas pela doenca sdo: musculos estriados com recorrente
necrose coagulativa multifocal, geralmente acompanhada de acumulo de liquido entre as fibras
musculares, infiltragdo hemocitica e fibrose. Corpos de inclusdo basofilicos escuros também
podem ser visualizados dentro do citoplasma das células musculares, em hemocitos, células do
tecido conjuntivo e em esferdides no 6rgdo linféide (ANDRADE, REDMAN; LIGHTNER,
2008; TANG et al., 2005).

A prevengdo e o controle da IMN, bem como de outras doencas virais que acometem o
camardo, dependem, principalmente, da aplicacdo de principios de biosseguranga, boas praticas
de manejo, imunoestimulantes na alimentacdo e o uso de de reprodutores livres ou resistentes
de patdgenos especificos (SPF ou SPR), a fim de minimizar a propagacdo na operacao de cul-
tivo de P. vannamei, pois ndo existem vacinas ou terapias eficazes para o IMNV (SILVA et al.,

2016; SUNARTO; NAIM, 2016; PUSPASARI; WIDOWATI, 2022).
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2.3 Sistemas de biocontrole

O uso de microrganismos na aquicultura ¢ uma das estratégias mais viaveis para alcan-
¢ar um sistema sustentavel. Resultados bem-sucedidos no uso de sistemas baseados nesses or-
ganismos ja foram documentados em todo o mundo (BANUELOS-VARGAS et al., 2021;
HUSSAIN et al., 2021). Em suma, esses sistemas baseiam-se na promoc¢ao da comunidade mi-
crobiana, sejam microrganismos autotroéficos ou heterotroficos, tais como bactérias, ciliados,
flagelados, nematoides e microalgas, servindo como fonte direta de alimento para os organis-
mos cultivados, melhoria na qualidade ambiental e efeito modulador no controle de doencas
infecciosas; espera-se que esses organismos usem, reciclem e transformem o excesso de nutri-
entes das fezes, organismos mortos, alimentos ndo consumidos e diversos metabolitos em bio-
massa, melhorando a qualidade da 4gua, o metabolismo e a sanidade dos animais (GOH ef al.,

2022; MARTINEZ-CORDOVA et al., 2014; ROMANO, 2020).

2.3.1 Tecnologia de Bioflocos (BFT)

Na intensificagcdo de sistema de producdo de camardes, consequentemente hd maior
oferta de racdo e a necessidade de aeracdo artificial constante, onde pontos limitantes sdo de-
flagrados, tais como qualidade de dgua, devido ao acimulo de metabdlitos em altas densidades
de cultivo, bem como a acdo de doengas bacterianas e/ou virais emergentes (NUNES, 2019).

A tecnologia de bioflocos entra em cena como uma ferramenta de eficiéncia produtiva
e sustentavel, pois permite uma menor descarga e reposicao de agua, ganho imunolédgico, bem
como otimizacao do crescimento e sobrevivéncia semanal de camardes (KUBITZA, 2019, PA-
NIGRAHI et al., 2020).

O cultivo em bioflocos caracteriza-se por um sistema com altas densidades de estoca-
gem (entre 200-400 camardes/m?) e fertilizado com fontes ricas em carbono para estimular o
surgimento de uma microbiota (que compreende flocos constituidos por bactérias, algas, pro-
tozodarios e zooplanctons) e que tem a capacidade de assimilar os compostos nitrogenados e
transforma-los em proteina microbiana. O sistema BFT requer altas taxas de oxigenagao e cir-
culacao da agua, necessario para o metabolismo microbiano e para a manutengao da homeostase
do organismo cultivado (AVNIMELECH, 1999: WEI; LIAO; WANG, 2016).

Diferente do uso de biofiltros em aquicultura, onde classicamente os alimentos nao con-
sumidos e/ou fezes sdo rapidamente removidos, no sistema de bioflocos esses residuos (parti-

culas inorganicas e organicas), sao reaproveitados o maximo possivel. As particulas organicas
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servem de substrato para o crescimento de bactérias heterotréficas, que por vez sdo importan-
tissimas para remog¢ao de amdnia no sistema, além de diminuir custos com o alimento artificial
(AVNIMELECH, 2006; EMERENCIANO et al., 2017).

A otimizacao dessas células microbianas ricas em proteinas pode variar dependendo de
diversos fatores fisico-quimicos, tais como a relagdo carbono/nitrogénio (C:N) (MARTINEZ-
CORDOVA et al., 2014). Na relagdo C:N do substrato organico, Avnimelech (2006) relatou
que quando ha a adi¢ao de substrato carbonaceo ou alimentacao equivalente de baixa proteina,
ocorre uma diminui¢do da amonia e de outras espécies de nitrogénio inorganico na agua.

De acordo com Correia et al. (2014) essa possivel reducao nos niveis de proteina bruta
da ragdo em sistema BFT, ndo causam prejuizos fisioldgicos/nutricionais aos animais cultiva-
dos. O biofloco pode servir como fonte de alimento rico em nutrientes ao longo do dia, tais
como aminoacidos, proteinas nativas, acidos graxos e lipidios na forma de diversos microrga-
nismos, ¢ assim promover a reducdo do fornecimento externo de ragdo, consequentemente re-
duzindo os custos de produgdo (PANIGRAHI et al., 2018; PANIGRAHI et al., 2019). Outros
estudos, por sua vez, defendem o uso dos flocos microbianos como uma alimentagao suplemen-
tar aliada ao manejo padrdo de alimentagdo artificial, em virtude da variabilidade de composi-
¢ao dos flocos, das diferencas nutricionais entre os flocos e a ragao ¢ a dificuldade de substitui-
¢ao integral ou parcial da dieta artificial nutricionalmente balanceada (EL-SAYED, 2020).

Quando a relagdo entre carbono e nitrogénio estd bem balanceada, um efeito benéfico
em cadeia ocorre: amonia e excretas nitrogenadas sdo convertidas em biomassa bacteriana e a
adicao de carboidratos estimula o crescimento de bactérias heterotroficas, aumentando o con-
sumo de compostos nitrogenados para sintese proteica bacteriana (AVNIMELECH, 1999; AV-
NIMELECH, 2009; CRAB et al., 2012).

Diferentes fontes de carbono podem ser utilizadas para a estimular o crescimento dos
bioflocos no cultivo, mantendo a relagao C:N nos sistemas, tais como: farelo de arroz, farelo de
tapioca, farelo de trigo, melago de cana-de-agtcar, amido de mandioca, acetado, glicerol, entre
outros (EMERENCIANO et al., 2012; VILANI et al., 2016; SILVA et al.,2017; ROMANO et
al., 2018).

Virios estudos avaliam a qualidade da agua, taxa de sobrevivéncia, crescimento e ex-
pressdo génica relacionada as vias metabolicas de P. vannamei em diferentes propor¢oes de
C:N, tendo resultados aprimorados e significativos em bioflocos com C:N de 12-15:1
(CHAKRAPANI et al., 2021; PANIGRAHI et al., 2019; LORENZO et al., 2016; ABBASZA-
DEH et al., 2019).
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O conhecimento preciso da composicao, estrutura e estabilidade microbiana de um bio-
floco e seu valor nutricional pode fornecer informagdes valiosas para melhor compreender a
relagdo ambiente-microbiota-hospedeiro e otimizar a composi¢ao da comunidade bacteriana
para qualidade de agua ideal, desempenho de crescimento e potencial imunomodulador na cri-

acgao do sistema (PANIGRAHI et al., 2018).

2.3.2 Simbioticos

Na aquicultura, o uso de prebidticos, probiodticos e simbiodticos vem ganhando cada vez
mais espacgo devido seus inumeros beneficios (ABDEL-LATIF et al., 2022; BUTT et al.,2021).
Os prebidticos dizem respeito as fibras alimentares ndo digestas que servem de base e suple-
mento para o crescimento de bactérias no trato digestorio do animal (GUAN; FENG, 2022) e
0s probioticos sdo espécies bacterianas que, apos instalado um prebiotico, se proliferam no or-
ganismo (EL-SHAADONY et al., 2021). Os simbioticos vém a ser entdo a combinagdo de pro-
dutos prebioticos e probiodticos, manejados e dosados de maneira correta, estimulando as comu-
nidades bacterianas intestinais benéficas e aprimorando, em ultima analise, as taxas de sobre-
vivéncia, bem-estar e saude animal (CEREZUELA; MESEGUER; ESTEBAN, 2011; HUANG
etal.,2023).

Em sistemas simbidticos de cultivo, a manipulagdo bacteriana ocorre como no sistema
BFT, contudo ¢ um método que apresenta certas particularidades, tais como a fonte de carbono
que ¢ utilizada para a formacao dos flocos, por exemplo bokashi, e probidtico, ocorrendo fer-
mentacao e purificagdo do sistema. Além disso, a quantidade de flocos ¢ bem reduzida quando
comparados aos sistemas de bioflocos tradicionais. Para tal, a quantidade de carbono adicio-
nado ¢ menor, pois hd um comportamento homeostatico da comunidade microbiana, indicando
uma possivel independéncia do frequente fornecimento de nutrientes, principalmente de car-
bono (PIMENTEL et al., 2021; PIMENTEL et al., 2023; ROMANO; KUMAR, 2017).

O bokashi € um adubo organico fermentado (SIQUEIRA; SIQUEIRA, 2013). O método
envolve a adi¢do do farelo de arroz (que atua como um prebiodtico) e que junto a adi¢do de
bactérias probidticas resulta em um efeito simbiotico (FOOTER, 2014). Compreende princi-
palmente as espécies de bactérias acido-laticas, a exemplo dos géneros Lactobacillus, Pedio-
coccus, Bifidobacterium, entre outros (SUSSEL, 2021). O bokashi também ¢ um aditivo funci-

onal de alimentagdo para as dietas a base de proteinas vegetais na aquicultura (LIM et al., 2021).
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Os simbiodticos podem fornecer efeitos sinérgicos para o cultivo de camardes marinhos
(SILVA et al., 2020). Em resultados preliminares, esses autores avaliaram a influéncia da fer-
mentacao anaerobica e aerobica de farelo (arroz e trigo) e melago no cultivo de camarao mari-
nho na fase de bercario. Em conclusao, a utilizagcao da fermentacao de carboidrato (simbidtico)
apresentou efeitos positivos, considerando os pardmetros de desempenho zootécnico, com va-
lores de sobrevivéncia superiores a 90% e fator de conversao alimentar médio de 1,07, atingindo
produtividades de 1,99 kg/m?.

A fermentacao de farclo de arroz e adi¢ao de Bacillus, foram testadas no cultivo de
bagres africanos (Clarias gariepinus) por Romano et al. (2018). O uso desse simbiotico melho-
rou significativamente o crescimento, a eficiéncia alimentar e a proteina bruta do peixe. Por-
tanto, o uso de farelo de arroz fermentado e Bacillus pode ser uma estratégia altamente eficaz
em sistema de troca zero de 4gua, a0 mesmo tempo que melhora significativamente o cresci-
mento e a eficiéncia alimentar dos organismos cultivados (ROMANO et al., 2018).

O sistema simbiotico compreende menor aporte de carbono, facilitando cultivos inten-
sivos em maiores areas, melhor distribuicdo homogénea entre as bactérias heterotréficas e ni-
trificantes (possibilitando a formacdo de flocos bacterianos e a remocao do nitrogénio residual
do sistema), disponibilidade de alimento natural para os organismos cultivados (fitoplancton e
zooplancton) e a reducao na carga organica, tendo, pois, menores concentragdes de solidos sus-
pensos € uma maior estabilidade quanto aos compostos nitrogenados quando comparado aos
sistemas intensivos (OLIVEIRA et al., 2022; PIMENTEL et al., 2021; PIMENTEL et al.,
2023).

2.4 Controle de doencas e resisténcia imunolégica nos sistemas de biocontrole

O sistema BFT traz inimeros beneficios para o cultivo de camardo, dentre eles: melho-
res condi¢des de biosseguranca, menor ou nenhuma troca de agua, melhora da imunidade dos
animais cultivados, maior sustentabilidade e um aumento na produtividade (COSTA; JUNIOR,
2018). O ambiente rico em microrganismos oferecidos pelo sistema BFT pode atuar como um
imunoestimulante, evitando a disseminag¢do sistémica de patogenos (PILOTTO et al., 2020).

No estudo realizado por Silva e colaboradores (2021), a adigao de Brachionus plicatilis
e Navicula sp. contribuiram para melhores pardmetros de desempenho de camardes no sistema
de bioflocos de viveiro. Mesmo que ndo houvesse um efeito significativo sobre a resisténcia do

camardo ao WSSV, o uso do tratamento BFT-N (Biofloco total com adi¢do de Navicula sp.)
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apresentou-se benéfico em virtude da auséncia de lesdes no tecido do estdomago de camardes
infectados com WSSV (SILVA et al., 2021).

A aplicacao da tecnologia bioflocos pode contribuir para a robustez do camarao culti-
vado por imunoestimulagdo e que esse efeito ¢ independente do tipo de fonte de carbono usada
para cultivar os flocos microbianos. Essa conclusdo ¢ apresentada por Ekasari ef al. (2014),
apos realizarem um teste de desafio por inje¢do com o virus da mionecrose infecciosa (IMNV),
os niveis de atividade fenoloxidase (PO) e explosao respiratdria (RB) nos camardes de todos os
tratamentos com bioflocos foram maiores do que os dos camardes desafiados do tratamento
controle. Um aumento da imunidade também foi sugerido pela sobrevivéncia do camarao de-
safiado nos grupos de bioflocos experimentais, que foi significativamente maior em compara-
¢ao aos camaroes desafiados no tratamento controle.

Boopathy, Kern e Corbin (2015), demonstraram a eficiéncia dos bioflocos ao adicionar
um indculo de Bacillus sp., onde houve um aumento no processo de remogao da amdnia e nitrito
da 4gua, além de suprimir o crescimento de patégenos na dgua, como o Vibrio harveyi.

Os niveis de expressdo de mRNA dos genes de resposta imune de P. vannamei sdo re-
gulados positivamente nos sistemas de bioflocos, desempenhando assim um papel essencial na
imunidade inata do camarao. Em bioflocos tratados com 40% de proteina, os genes imunes de
camarao foram altamente regulados, como SOD, serina protease, peptideos antimicrobianos,
cMnSOD, hemocianina, profenoloxidase (proPO) e peroxinectina, conforme estudo de Pani-
grahi et al. (2019).

Panigrahi e colaboradores (2020), demonstram que em geral o sistema de cultivo em
viveiro baseado em bioflocos sdo eficazes para o desempenho de crescimento, qualidade da
agua, tolerancia a doengas da dinamica microbiana e expressao de genes imunoldgicos de P.
vannamei. Alguns genes imunoldgicos como a proPO, crustina, MAS, serina protease, alfa-2-
M, genes antivirais e RAN sao regulados positivamente nos tratamentos com bioflocos, podendo
melhorar o sistema imunologico do camardo quando desafiado contra cepas patogénicas (PA-
NIGRAHI et al., 2020).

Os simbioticos também tém sido amplamente usados para promover o crescimento € 0
sistema imunoldgico dos animais aquaticos, aumentando a coloniza¢do das comunidades bac-
terianas intestinais que resultam na promogao de beneficios a saude, através do aumento das
respostas imunoldgicas, diminuindo assim a mortalidade cumulativa apés um desafio por um
patdgeno especifico (HUYNH et al., 2017).

A administragdo de dietas simbidticas reforga as propriedades antioxidantes da imuni-

dade inata dos organismos cultivados (DEVI ef al., 2019). Yao et al. (2021) apresentam que a
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suplementagdo de simbidticos na dieta do camardao branco do Pacifico melhora significativa-
mente o desempenho de crescimento, utilizagdo de racdo, imunidade ndo especifica, saude in-
testinal e resisténcia a infeccao por Vibrio parahaemolyticus.

Suplementagdo simbidtica também gera um incremento na atividade de THC, fenoloxi-
dase, fagocitose e producdo de anions superoxidos, além de regular positivamente a expressao
de genes envolvidos no sistema ativador do proPO (ProPO2 e A2M) e defesas antioxidantes
(SOD e GPx), e a de peptideos antimicrobianos (Pen2, ALF, Crus ¢ Lyz) (ABIDIN et al., 2022).

Oktaviana e calaboradores (2014), apds realizarem estudos com o intuito de avaliar os
efeitos sobre as respostas imunes virais e a coinfec¢do bacteriana dada ao camardo branco do
Pacifico, concluiram que dieta suplementada simbidtica didria apresenta maiores taxas de so-
brevivéncia e maiores valores na contagem total de hemocitos (THC), PO e RB, em comparagao

ao controle positivo, prevenindo, entdo, a coinfec¢do por IMNV e V. harveyi em P. vannamei.
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3 METODOLOGIA

O presente estudo consistiu na realizacao de desafio viral experimental através da ad-
ministragdo via oral (per os) de tecido contaminado com IMNV em juvenis de camardes mari-
nhos oriundos de sistema simbiotico de produg¢ao. Para isso, foi realizada a producao, validacao
e quantificagdo viral de tecido infectado IMNYV para a etapa de infec¢ao experimental utilizando
juvenis de camardes P. vannamei. Para o desafio experimental, juvenis de camarao oriundos de
diferentes densidades de cultivo simbidtico foram alimentados com tecidos de camardes infec-
tados com o IMNV. Andlises moleculares por Nested RT-PCR e RT-PCR e histopatoldgicas
foram executadas para o monitoramento da evolucdo da IMN em camardes oriundos de siste-

mas simbidticos de produgao.

3.1 Cultivos preliminares

Os juvenis de camardes P. vannamei utilizados no desafio experimental foram oriundos
de cultivo (em estufa) em densidades de 2, 4 e 6 pos-larvas (PLs/L). Os animais foram inicial-
mente povoados com peso médio de 0,003 g, totalizando um numero de 20.000, 40.000 e 60.000
PLs/tanque.

As PLs foram mantidas em tanques circulares elevados de PEAD (Polietileno de Alta
Densidade) com um volume util de 10m?, sob aeragao constante, alimentadas diariamente com
racao comercial (40% de proteina). Ao sistema de cultivo foi adicionado probiotico e farelo de
arroz como fonte de carbono e substrato para o estimulo do crescimento de populacdes de bac-
térias heterotroficas e demais microrganismos de sistemas simbioticos.

O cultivo foi mantido em salinidade 32 ppt, oxigénio dissolvido 6,65 mg/L"!, pH 8,05 e
solidos em suspensio de 2 ml/L' (COUTINHO, 2022). O manejo com a manipulagdo de C:N
resultam em menores quantidades de s6lidos suspensos, mantendo, pois, as concentracdes de
amonia em niveis fisiologicos toleraveis aos animais cultivados, seguindo o proposto por Ro-

mano e Kumar (2017).
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3.2 Preparo e validacao de tecido contaminado com IMNV

Camardes P. vannamei sintomaticos para a IMN foram obtidos de fazendas de cultivo

no estado de Ceara com histérico de altos indices de mortalidade nos sistemas de producdo

(Figura 1).

Figura 1. Exemplar de camarao utilizado para a obtengdo de macerado de tecido infectado com sinal clinico su-

gestivo para mionecrose infecciosa.

5

Fonte: Propria autora.

Aproximadamente 3 kg de camardes sintomaticos para a IMN foram acondicionados
em gelo e transportados para o Centro de Diagnostico de Enfermidades de Organismos Aqua-
ticos (CEDECAM) - Labomar-UFC, para a homogeneizacao do tecido e aplicagdo de técnicas
de diagnosticos moleculares para a detecgdo do IMNV.

As amostras de tecido muscular abdominal dos camardes selecionados foram maceradas
e armazenadas a -80°C. Posteriormente, a técnica de RT-qPCR foi utilizada para confirmar a
presenca do IMNV no macerado de tecido recém preparado, seguindo protocolo descrito por
Andrade et al. (2007), bem como qPCR para confirmar a auséncia do WSSV (NUNAN;
LIGHTNER, 2011) e do IHHNV (BRAZ et al., 2009), para validar que o tecido estava exclu-
sivamente infectado por IMNV, conforme protocolo adaptado de Prior et al. (2003).
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3.3 Ensaios de desafio experimental para a analise da suscetibilidade ao IMNV de ca-

maroes cultivados em sistemas simbioticos

O desafio viral foi conduzido na unidade experimental instalada nas dependéncias do
Laboratério de Biotecnologia Aquicola (LABIAq) do Instituto Federal do Ceara, campus Aca-
rad. A unidade experimental compreendeu 20 aquarios de pléstico injetado com capacidade de
20 L (29 x 23 x 41,7 cm), dos quais foram preenchidos em 15 L. Em cada aquario havia a
conexao de dois canos PVC, um para o abastecimento e outro para a drenagem, tendo a dgua

da drenagem direcionada para um sistema de desinfec¢do antes do descarte no ambiente (Figura
2).

Figura 2. Unidade experimental de desafio viral do Laboratério de Biotecnologia Aquicola do IFCE/Acarat (LA-
BIAqQ-IFCE/Acaran).

Fonte: Propria autora.

Os juvenis de P. vannamei utilizados foram fornecidos pelo proprio LABIAq, proveni-
entes dos seus cultivos simbidticos em estufa (conforme descrito no subtopico 5.1). Apds 31
dias do cultivo em sistema simbidtico, os juvenis com peso de aproximadamente 0,48g +
0,018g, 0,26g +£ 0,011g e 0,18g + 0,033g, oriundos, respectivamente, dos cultivos com densi-
dade 2, 4 e 6 PLs/L, foram transferidos para as unidades experimentais de desafio viral, manti-

dos em “agua clara”, sob aeracdo constante, havendo renovacido de 50% da agua a cada 24
b b



25

horas. Os parametros fisico-quimicos foram monitorados e mantidos nas seguintes condicdes:
pH 7,5, alcalinidade de 100 mg/L. de CaCO3, temperatura de 25 a 28°C, salinidade 30 ppt e
fotoperiodo de 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Para o desafio viral, os juvenis oriundos das densidades de 2 PL/L, 4 PL/L e 6 PL/L em
cultivo simbidtico foram mantidos a uma densidade de 3 juvenis/litro durante 30 dias de desafio
viral, com 3 repeti¢cdes cada, totalizando 1.080 juvenis. Os aquarios foram identificados de
acordo com a densidade de origem e o alimento fornecido, conforme descrigdo a seguir: I)
juvenis alimentados com macerado de tecido infectado com IMNV e ragdo comercial e II) ju-
venis alimentados exclusivamente com ra¢do comercial (grupo controle), conforme ilustrado
na Figura 3.

Em todos o grupo infectado houve uma alternancia na oferta da alimentacao, sendo ali-
mentados com tecido de camarao contaminado com o IMNV duas vezes ao dia (08h00 ¢ 14h00)
e racdao comercial também duas vezes ao dia (11h00 e 17h00), durante 7 dias, ambos em uma
quantidade correspondente a 5% da biomassa estocada. Ao final dos 7 dias, os animais infecta-
dos foram alimentados exclusivamente com ra¢ao comercial, até o fim do experimento. No
grupo controle, no decorrer do bioensaio, os juvenis foram alimentados apenas com rac¢ao co-
mercial, 4 vezes ao dia (08h00, 11h00, 14h00 e 17h00), também em uma quantidade corres-
pondente a 5% da biomassa estocada.

Os dados de sobrevivéncia dos camardes e a verificagcao de sinais clinicos caracteristicos
de IMN foram registrados 2 vezes ao dia (8h00 e 17h00) durante todo o experimento. Para as
analises moleculares por Nested RT-PCR e RT-qPCR foram amostrados 5 camardes por aqua-
rio, randomicamente selecionados. Para as analises moleculares, as coletas foram realizadas no
tempo 0 (antes do desafio per os), e no 7°, 14° e 21° dia pds-infecgao (d.p.1). Para as analises
histopatologicas, foram coletados e fixados 5 camardes por aquario no 21° d.p.i com tecido

contaminado com o IMNV.
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Figura 3. Desenho representativo da organizag¢do dos aquarios do desafio per os identificados de acordo com a

densidade de origem e alimento fornecido. Controle: ragdo comercial. Infectado: ragdo comercial + tecido conta-

minado.
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Fonte: Propria autora.

3.4 Extracido de RNA e sintese de cDNA

Para a realizacdo das analises moleculares de diagnostico, o RNA total foi extraido de
amostras de pledpodos com a utilizagao do reagente Trizol (Invitrogen®), seguindo as instru-
¢oes do fabricante. As amostras foram incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi adicionado 200 pL de cloroférmio, sendo agitado durante 1 minuto no vor-
tex, e logo depois incubadas a temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, para a separagao
das fases, as amostras foram centrifugadas a 12.000Xg/15 min/4 °C. Em um tubo de 1,5 mL,
transferiu-se 450 pL da fase superior (RNA total), ja contendo 500 puL de alcool isopropilico.
As amostras foram novamente incubadas durante 15 minutos, e centrifugadas a 12.000Xg por
10 min a 4 °C. O sobrenadante foi removido por inversao, com total aten¢cdo para nao perder o
pélete. Subsequentemente, as amostras foram lavadas com 1 mL de etanol 75%, agitadas no
vortex e centrifugadas a 7.500Xxg/5 min/4 °C. O etanol foi descartado e os tubos invertidos

sobre um papel toalha para secagem em temperatura ambiente (10 minutos).



27

O RNA total foi eluido em 40 pL de dgua ultrapura (Invitrogen®) e a sua quantificagdo
foi a partir do espectrofotometro NanoDrop® 2000 da ThermoFisher Scientific, com espectro
de absor¢ao com um pico caracteristico em 260 nm. O cDNA foi sintetizado com o kit High
Capacity cDNA Reverse Transcription (Life Technologies®) em um volume de 10 pL de rea-
¢do final contendo 1 pL de RT Buffer (10x), 0,4 uL de dNTPs mix (25%), 1 uL de RT random
primers (10x), 0,5 pLL. de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U), 2,1 uL de H>O Nuclease-
Free e 5,0 uL de RNA total. As amostras foram inseridas no termociclador Veriti™ 96-well
thermal cycler (Applied Biosystems®) a 25°C/10 min, seguidos de 37°C/120 min e 85°C/5
min. O cDNA foi armazenado a -20°C para posteriormente ser utilizado nas analises de quan-

tificagao viral por RT-qPCR.

3.5 Analises moleculares por Nested RT-PCR e RT-qPCR

As reagdes de RT-qPCR para a quantificacdo da carga viral foram realizadas em um
volume final de 10 pL, contendo 5 ulL TagMan™ Universal Master Mix II com UNG (Applied
Biosystems®), 0,3 uL. (10 uM) de cada primer, IMNV412F (5'-GGA-CCT-ATC-ATA-CAT-
AGC-GTT-TGC-A-3") e IMNV545R (5-AAC-CCA-TAT-CTA-TTG-TCG-CTG-GAT-3"),
0,15 pL (10uM) da sonda de hidrélise IMNVp1) (5'-6FAM CCA-CCT-TTA-CTT-TCA-ATA-
CTA-CAT-CAT-CCC-CGG TAMRA-3"), 1 uL (10-25 ng) de cDNA e 3,25 pL de dgua ultra-
pura (Invitrogen®). A verificacdo qualitativa das amostras foi feita utilizando-se o fluoréforo
intercalente SYBR Green® (Invitrogen®), nas seguintes propor¢oes: 5 pl. de Platinum®
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 uL (10 uM) de cada primer, 0,2 pL
do corante ROX, 1 pL de cDNA e 3,2 uL de dgua ultrapura (Invitrogen®), totalizando 10 pL
de reacdo final; os primers utilizados foram os mesmos da rea¢ao quantitativa, com excecao da
sonda de hidrdlise.

Um controle negativo, contendo todos os reagentes (com excecao do cDNA alvo) e uma
série de diluicdes (10x) do controle positivo pTOPO-IMNV equivalente a 108, 107, 10°, 103,
104, 10%, 102 copias do IMNV também foram adicionados a placa para a reagao da RT-qPCR.
O controle positivo pTOPO-IMNYV consiste de uma construgdo genética resultante da ligagao
de um fragmento de 908 pb do IMNV ao pCR® 2.1-TOPO vector (Invitrogen®).

Como teste adicional, realizou-se também uma adaptacdo da RT-PCR convencional e
uma adaptagdo da RT-qPCR utilizando primers da 2* etapa da nested-PCR (POULOS;
LIGHTHER, 2006) a fim de detectar as novas variantes do IMNV. Os primers utilizados foram
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4725NF (5’-GGCACATGCTCAGAGACA-3’) e 4863NR (3° - AGCGCTGAGTCCAG-
TCTTG-5’. As concentragdes de reagentes e condigdes de termociclagem adotadas para ambas
as adaptacgoes seguiram o descrito pela WOAH (2021) para o segundo passo da nested-PCR e
os controles foram os mesmos mencionados anteriormente. Além disso, para a Nested RT-PCR
houve ainda a etapa de eletroforese para revelar os amplicons gerados, sendo realizada em gel
de agarose a 1,5%, fotodocumentado pelo sistema EDAS 290 (Kodak®) e as imagens proces-
sadas pelo software KODAK 1D ImageAnalysis (Kodak®).

Para a verificagdo e a quantificagdo do numero de copias do IMNV foi utilizada a pla-
taforma 7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems®). As condi¢des de amplificagdes
obedeceram aos seguintes passos: incubagdo a 50°C por 2 min, seguido da ativacdo da Plati-
num®Taq DNA polimerase a 95°C por 2 min, com 40 ciclos de 15s a 95°C e por fim 30s a
60°C. Os dados foram coletados durante a etapa de extensao final (60°C). O niimero de copias
virais de cada amostra foi estipulado de acordo com o software SDS 1.3.1 (Applied Biosys-
tems®).

Todas as amostras foram testadas em duplicata e foram consideradas positivas quando
ambas as réplicas apresentaram amplificagao valida. A quantificagdo do nimero de copias do
IMNV, primers e sonda descritos foram baseados nas metodologias de Poulos et al. (2006) e

Andrade et al. (2007), sugeridos pela WOAH (2021).

3.6 Analise histopatologica

Para analise histopatoldgica, as amostras de camardes foram fixadas em solugao de Da-
vidson’s AFA (11,5% de acido acético, 22% de formalina e 33% de etanol) e imersas nessa
mesma solugao por 24 horas, conforme Bell e Lightner (1998). Os tecidos foram cortados, ar-
mazenados em histocassetes e desidratados em banhos sucessivos de de teor crescente de alcool
(70% a 100%) e, em seguida, diafanizados em xilol e inclusos por parafina por meio do proces-
sador automatico LUPETEC PTO05 e emblocados com auxilio do emblocador HESTION TEC
2800. Apds 24 horas foram realizados os cortes histologicos com espessura de 5 pm no micré-
tomo LEICA MR2125RT. 24 horas ap6s fixacdo do tecido na lamina, foram corados com he-
matoxilina e eosina, onde as laminulas foram fixadas com Entellan™ (Sigma-Aldrich®). As
laminas histologicas foram visualizadas em microscopio Optico para avaliagao de lesdes suges-

tivas de infec¢do por IMNV.
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3.7 Analise estatistica

A curva de sobrevivéncia dos organismos foi comparada entre as diferentes densidades
do sistema simbidtico utilizando o teste de Log-rank (Mantel-Cox), estimado pela metodologia
Gehan-Breslow-Wilcoxon. Foram considerados significativamente estatisticos os resultados
com nivel de confianca de 95,0% (p<0,05). Para realiza¢do dessas analises, utilizou-se o sof-

tware GraphPad®©.



30

4 RESULTADOS

4.1 Sobrevivéncia

No 8° d.p.i foram observadas as primeiras mortalidades nos aquarios de 2, 4 ¢ 6 PL/L
infectados com tecido contaminado com IMNYV, sendo nos 14° e 20° d.p.i as ocorréncias de
maiores mortalidades nesse mesmo grupo (Figura 4). No grupo controle, 6 PL/L — C apresentou
o menor valor de mortalidade média, com 0,19% ao dia; seguido de 2 PL/L - C, com 0,22%,
sendo o maior valor de mortalidade média atribuido a 4 PL/L - C, com 11,1%. Entre o grupo
infectado, o menor registro de sobrevivéncia foi de 2 PL/L - I, com uma mortalidade média de
2,67% de camardes por dia, seguindo de 4 PL/L - I, com média de 2.41% e 6 PL/L - I com
média de 0,78% ao dia.

Ao final do desafio, os juvenis do grupo controle, 2 PL/L - C,4 PL/L-C,e 6 PL/L - C,
obtiveram uma sobrevivéncia de 93,2%, 88,9% e 94,4%, respectivamente. Ja os juvenis do
grupo que receberam tecido infectado, totalizaram sobrevivéncia de 20,0% (2 PL/L - 1), 27,8%
(4 PL/L -1)e 76,7% (6 PL/L - I).

A partir da analise de Long-rank (Montel-cox), as curvas de mortalidade entre o grupo
controle e infectados apresentaram diferencas estatisticas significativas entre si (p<0,05), com
excecdao de 6 PL/L - I onde nao foram verificadas diferengas estatisticas entre as curvas de
sobrevivéncia do grupo controle (p>0,05), mas que foi significativamente distinto do 2 PL/L -
Ie4 PL/L - I (p<0,05).

Juvenis do grupo controle, além da sobrevivéncia média de 92,2% ao longo dos 30 dias
do experimento, ndo foram observados sinais clinicos macroscopicos sugestivos de mionecrose
infecciosa. A Figura 5 demonstra as ocorréncias de sinais clinicos sugestivos da doenga e mor-
talidade nos aquarios do grupo infectado com manejo de tecido positivo para IMNV. A verifi-
cacdo de sinais clinicos foi realizada diariamente ao longo de todo o experimento € em todos

0s aquarios.
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Figura 4. Sobrevivéncia dos camardes pertencentes aos grupos controles e infectados ao longo de 30 dias de in-
fecgdo experimental per os com extrato de tecido contaminado com IMNV. Legenda: 2, 4 e 6 PL/l — densidade de

cultivo; C - controle; I — Infectados.
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Fonte: Propria autora.

Figura 5. Registro de camardes com musculo opaco nos aquarios alimentados com tecido positivo para IMNV.

Fonte: Propria autora.
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4.2 Histopatologia

Nao foram observadas alteragdes histopatologicas sugestivas da doenca da mionecrose
infecciosa nos juvenis do grupo controle. Ja nos juvenis do grupo infectado, foram observadas
lesdes teciduais caracteristicas da doenga, como: leve infiltragdo hemocitica nos musculos es-
triados, fibrose, necrose de liquefagdo com substitui¢do do tecido muscular por tecido fibroso e esfe-

roides no orgao linfoide (Figura 6).

Figura 6. Fotomicrografia de cortes histologicos corados com H&E referentes ao grupo controle (A) e infectado
(B, C, D, E) do desafio experimental. A — Tecido muscular saudavel. B — Fibrose no tecido muscular. C - Esferoide
no orgdo linfoide. D - Infiltragdo hemocitica no tecido muscular. E - Necrose de liquefagdo com substitui¢do do

tecido muscular por tecido fibroso. Aumento com objetiva: 4 e 10x.

Fonte: Propria autora.
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4.3 Analises moleculares por RT-PCR [Nested RT-PCR, RT-qPCR (SYBR Green®) e
RT-qPCR (TaqgMan ™)]

O tecido infectante de IMNV apresentou uma carga de 1,5 x 10* copias de IMNV/pg de
RNA total (macerado viral).

Pode-se observar que no grupo controle, os animais da densidade de origem 4 PL/L-C
foi identificado uma carga viral apenas no T21, com valor de 9,57x10' cépias do IMNV/ug de
RNA total, conforme a Tabela 1. Outra densidade do grupo controle com identificagdo positiva
para o IMNYV foi 6 PL/L-C, quantificado apenas no T14 (14° d.p.i), com uma carga viral de
2,88 x 10% copias do IMNV/ug de RNA total.

Nos aquarios do grupo infectado, 2 PL/L-I apresentou 2,72 x 10? e 4,94 x 10° copias do
IMNV/ug de RNA total no T7 e T21, respectivamente. Os aquarios com densidade de origem
4 PL/L-1, 9,20 x 10% ¢ 1,54 x 10° copias do IMNV/ug de RNA total no T7 e T21. E 6 PL/L-I
também registrando quantificacdo no T7 e T21 com 2,14 x 102 e 2,28 x 10* copias do IMNV/ug
de RNA total, respectivamente.

A Tabela 1 apresenta ainda o comparativo entre os resultados obtidos nas analises mo-

leculares por Nested RT-PCR, RT-qPCR (SYBR Green® e Tagman™).

Tabela 1. Comparativo entre os resultados das metodologias de PCR utilizadas no presente trabalho. Legenda: 2,
4 ¢ 6 PL/l — densidade de cultivo; C - controle; I — Infectados. Tempos de coleta: TO; T7; T14; T21 (coletas

realizadas ao longo do experimento). Resultados da PCR: +: Positivo e Nd: Nao detectado.

(continua)
Te;r:)li(:ade Grupos Nested RT-PCR RT_(grS;g;(B R RT-gqPCR (Tagman™)
2PL/L-C Nd Nd Nd
4PL/L - C Nd Nd Nd
To 6PL/L - C Nd Nd Nd
2PL/L -1 Nd Nd Nd
4PL/L -1 Nd Nd Nd
6PL/L -1 Nd Nd Nd
2PL/L - C Nd Nd Nd
4PL/L - C + + Nd
T7 6PL/L —C + Nd Nd
2PL/L -1 s 4 2,72 x 10* £ 0,37x10!
4PL/L —1 Nd Nd 9,20 x 102 £ 0,56x10!
6PL/L —1 + + 2,14 x 10?2+ 0,39%x10!

Fonte: Propria autora.
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Tabela 1. Comparativo entre os resultados das metodologias de PCR utilizadas no presente trabalho. Legenda: 2,
4 ¢ 6 PL/l — densidade de cultivo; C - controle; I — Infectados. Tempos de coleta: TO; T7; T14; T21 (coletas

realizadas ao longo do experimento). Resultados da PCR: +: Positivo e Nd: Nao detectado.

(conclusio)
T‘j:i(zade Grupos Nested RT-PCR RT_Cgr(ézn(@S;[ BR RT-gqPCR (Tagman™)
2PL/L-C + Nd Nd
4PL/L-C + + Nd
T14 6PL/L - C + Nd 2,88 x 102+ 0,83%10!
2PL/L -1 + Nd Nd
4PL/L -1 + Nd Nd
6PL/L —1 + Nd Nd
2PL/L-C Nd Nd Nd
4PL/L - C Nd Nd 9,57 x 10" £ 0,21x10!
™1 6PL/L —C Nd Nd Nd
2PL/L —1 + + 4,94 x 10° £ 0,76x10!
4PL/L —1 + + 1,54 x 10° £ 0,65%10!
6PL/L — 1 + Nd 2,28 x 10+ 0,12x10!

Fonte: Propria autora.
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5 DISCUSSAO

Para esta pesquisa realizou-se um desafio viral per os em juvenis de P. vannamei, a fim
de analisar a influéncia do cultivo simbidtico em diferentes densidades frente a infec¢ao por
IMNV. Diversos sao os trabalhos que tém como objetivo investigar, e/ou atualizar, a eficiéncia
de um sistema/manejo, onde metodologias como os bioensaios de infec¢do sdo constantemente
aplicadas (ANAYA-ROSAS et al., 2019; HERNANDEZ-SANDOVAL et al., 2022; RAHI et
al.,2022). O procedimento de infec¢ao ¢ simulado conforme a via de exposi¢ao, dose infectante
e tempo, observando variaveis como sobrevivéncia, crescimento e resposta imune, por exemplo
(AGUILERA-RIVERA et al., 2018; GARCIA-MENDEL et al., 2020; YILDIRIM-AKSOY et
al., 2022).

Os testes sao delineados para que se possa desenvolver todo esse pacote experimental,
a fim de entender o comportamento e interagdes de um patdogeno naquele determinado contexto
ambiental, além de avaliar estratégias que reduzam a propagacao da doenga (ESCOBEDO-BO-
NILLA et al., 2005; ESCOBEDO-BONILLA et al., 2006; RAMOS-CARRENO et al., 2014;
SILVA et al., 2015b; VALENTE et al., 2020).

As vias comumente utilizadas em bioensaios de infec¢do viral sdo: injecao intramuscu-
lar (NOBLE et al., 2020), alimentacdo dos animais com tecidos infectados (per os) (CARO et
al., 2023) e imersdao dos animais em um ambiente contaminado com carga viral diluida (NO-
BLE et al., 2017).

Nos desafios virais, a via intramuscular ¢ um método constantemente utilizado por for-
necer o meio mais uniforme e confiavel para infectar os camardes, pois hd uma dose definida
sendo entregue a cada animal, analisando-se padrdes de mortalidade relacionados a doenga em
um periodo de tempo estabelecido. Por meio dessa técnica € possivel também avaliar produtos
antivirais de forma mais precisa, bem como desenvolver diagnosticos altamente sensiveis e
especificos para uma doenga, por exemplo (ESCOBEDO-BONILA et al., 2006; HOWLADER
et al.,2020; KUMAR et al., 2022; LIU et al., 2019).

No entanto, ¢ um método que ndo reproduz uma rota de transmissdo natural, pois as
particulas virais se espalham rapidamente por toda a hemolinfa, superando barreiras fisicas e
atingindo células suscetiveis em um curto intervalo de tempo (ESCOBEDO-BONILA et al.,
2006; THUONG et al., 2016a), além de ser exaustivo a sua aplica¢do em larga escala (NOBLE
etal,2017).
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Nos testes de desafio per os, as ofertas das cargas de infeccdo sdo menos uniformes e
necessita-se de maior tempo para a mortalidade cumulativa alcangar 50%, por exemplo (NO-
BLE et al., 2017; SILVA et al., 2015b; THUONG et al., 2016a). Contudo, ¢ considerada um
método simples e econdmico, reprodutivel em larga escala, € que mimetiza as infecgdes naturais
que ocorrem em fazendas de camarao por canibalismo (SATOH; NISHIZAWA; YOSHIMIZU,
2008; SILVA et al., 2015b; DOMINGUEZ-BORBOR et al., 2019; JHA et al., 2020).

E importante considerar que durante a alimentago, as particulas que estdo na dgua sdo
lixiviadas, permitindo outras vias de infeccdo (DEY et al., 2020; DOMINGUEZ-BORBOR et
al., 2019; HAMANO et al., 2015), correlacionando, indiretamente, por exemplo, as metodolo-
gias de “desafio por imersdo”, que tém o processo da muda e lesdes na cuticula como um im-
pacto na transmissao do virus (CORTEEL et al., 2009; LIU et al., 2021; THUONG et al.,
2016Db).

Em complemento, o trabalho de Gryse et al. (2020) demonstra que as regides sem re-
vestimento cuticular, a exemplo do “Nefrocomplexo”, sdo importantes portas de entrada de
virus, bem como Liu et al. (2021) que apresentam a glandula antenal como uma rota de infec¢ao
de WSSV, onde o estresse salino pode induzir uma replicagdo mais rapida da doenga. Logo, o
desafio per os permite que haja diferentes processos naturais de infec¢do ocorrendo simultane-
amente.

Sendo assim, para esse estudo, a metodologia per os se mostrou eficiente na propagagao
da infec¢@o nos camardes pertencentes ao grupo desafiado, evidenciado pela presenga de sinais
clinicos e mortalidades ao longo do experimento, contribuindo com outros trabalhos que tam-
bém demonstram a eficiéncia do método como descrito por Sabry-Neto e Nunes (2015) ao va-
lidaram que a sobrevivéncia do P. vannamei comegou a diminuir progressivamente apds o de-
safio per os com IMNV.

Embora per os seja de uma aplicagdo técnica mais simples, ela € efetiva em estudos de
produtos antivirais complexos, como o observado por Jha et al. (2020) que confirmaram a pro-
pagacao do virus através de tecido infectado pelo IMNV, com taxas de sobrevivéncias especi-
ficas; testando e validando a acdo antiviral do extrato etanolico de Cynodon dactylon frente ao
virus em questao.

A infeccdo per os também ¢ viavel em estudos de identificacdo de agentes infecciosos,
como demonstrado por Yang et al. (2022) que isolaram trés cepas altamente letais de V. pa-
rahaemolyticus de diferentes fazendas e, mediante per os, foi possivel reproduzir a mesma pa-

tologia em animais experimentais e reisola-las com sucesso.
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Os resultados do presente estudo relataram menor mortalidade na maior densidade de
origem (6 PL/L), tanto no grupo controle, quanto infectado, com sobrevivéncia final de 94,4%
e 76,7% respectivamente. Para o presente estudo, o cultivo de camardes em alta densidade em
sistema simbiotico parece ndo ter uma relagdo direta com o aumento da susceptibilidade a in-
fecgdes virais. Diferentemente do que foi observado por Lin et al. (2015), ao cultivar P. vanna-
mei em 2, 10, 20, 30 e 40 camardes L', onde as taxas de mortalidades eram maiores nos trata-
mentos de maiores densidades de cultivo, com redugao nos niveis de transcri¢do de genes imu-
nolégicos que influenciam na resposta fagocitaria e na depuragao do organismo contra a doenca.

Irani et al. (2023) também demonstra que a alta densidade populacional se apresenta
como um estressor cronico, diminuindo a sobrevivéncia e crescimento dos organismos aquati-
cos, pois reduz significativamente a expressao do gene /GF-I (fator de crescimento semelhante
a insulina tipo 1), levando a um declinio na absor¢dao de aminoacidos e acidos graxos e seu
armazenamento na forma de proteinas e lipidios.

Embora varios trabalhos apresentem o efeito negativo da alta densidade de cultivo em
relacdo a sobrevivéncia e, por consequéncia, aos parametros imunologicos do animal (NATH;
HALDAR, 2020; SAID, EL-BARBARY; AHMED, 2022; TAO et al., 2021; WANG et al.,
2019), 6 PL/L, mesmo que originalmente de maior densidade, apresentava menor biomassa,
pois eram animais de menor gramatura. Ja 2 PL/L (menor densidade) apresentou maior bio-
massa dentre os grupos, o que pode justificar os resultados obtidos em virtude da oferta de uma
maior quantidade de tecido infectado que foi ofertado com base na biomassa animal estocada.

Dominguez-Borbor et al. (2019), ao realizarem desafio per os com WSSV, observaram
que a medida que se incrementava os valores de propor¢ao de tecidos infectados distribuidos
aos camaroes durante o desafio, a carga viral também aumentava, significativamente. Em pro-
porcao de 1,5, 2,5, 5,0 e 10,0% do musculo camarao infectado pelo WSSV, continham 3,14 x
106, 1,13 x 107, 1,80 x 107 e 6,29 x 10® copias virais por pg, respectivamente, gerando maior
registro de mortalidade no sistema conforme a biomassa ofertada. Ou seja, diferentes valores
de biomassa, provocam diferentes niveis de mortalidade, correlacionadas, significativamente,
com a carga viral.

No caso da mionecrose infecciosa, por exemplo, os primeiros relatos de surtos da doenga
registraram taxas de mortalidade variando entre 30 e 70%, relacionadas a primeira variante
identificada (NUNES; MARTINS; GESTEIRA, 2004). Ja no caso de surtos ocasionados pela
variante mais recente (MZ593846), os relatos apontam mortalidades minimas de 80%, atrelado

ao fato dessa mesma variante apresentar uma maior distancia genética em rela¢do as demais,
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corroborando para as diferencas fenotipicas e a consequente agressividade da infeccdo (AN-
DRADE et al., 2022). Sabry-Neto e Nunes (2015) realizaram desafio com IMNV e registraram
uma carga viral de 1,82x10? copias de IMNV/uLL RNA com sobrevivéncia média de 23,2% no
grupo infectado. Interessantemente, para o presente estudo, a maior carga viral detectada por
RT-gqPCR foi de 2,28 x 10* copias do IMNV/ug de RNA total, para camardes pertencentes ao
grupo 6 PL/L-I, com sobrevivéncia média de 76,7%.

A carga viral ndo responde unicamente pela letalidade de uma doenga, sendo os indices
de mortalidade também influenciados pela condi¢do do hospedeiro, especialmente com relagao
a genética, nutricdo e imunologia, ¢ pela qualidade ambiental na qual os mesmos estdo inseri-
dos, caracterizado pelo trindmio hospedeiro-patdégeno-ambiente (KIBENGE, 2016; SNIES-
ZKO, 1973).

No que diz respeito ao patdogeno, as caracteristicas fenotipicas dos mesmos devem ser
identificados, pois € sabido que diferentes estirpes apresentam diferencas de patogenicidade,
viruléncia e manifestagdo de sinais clinicos (VIANA et al., 2022), notificando-se, ano apos ano,
novas cepas virais e/ou bacterianas, e em diferentes grupos de animais de cultivo (ABBADI et
al., 2021; ANDRADE et al., 2022; CRUZ-FLORES et al., 2022; ERRANI et al., 2022; LI et
al.,2022; LIAO et al., 2022; XU et al., 2023).

O monitoramento de virus nos sistemas de cultivo, a partir de metodologias moleculares
de diagnostico, sdo de suma importancia para que se possa assegurar uma eficiéncia produtiva
(VOLPE et al., 2023). Dentre os varios métodos diagndsticos que foram desenvolvidos ao longo
dos anos para identificar o IMNV, a nested RT-PCR e RT-qPCR sdo os testes padrao-ouro de
diagnostico recomendados pela WOAH (2021).

Ambos os métodos fornecem resultados precisos e confiaveis (ANDRADE et al., 2007,
SENAPIN et al., 2007; POULOS; LIGHTNER, 2006). No entanto, houve uma discordancia
entre os resultados referentes a detec¢do do IMNV por Nested RT-PCR e RT-qPCR (SYBR e
TagMan) obtidos no presente estudo (Tabela 1).

Inconsisténcias nos resultados de diagndstico de PCR também foram observadas por
Sritunyalucksana et al. (2006), ao comparar os métodos de PCR para deteccio do WSSV na
Tailandia, argumentando-se que os resultados altamente varidveis seriam mais provaveis de
surgir quando da ocorréncia de uma baixa quantidade de virus na amostra original (e no extrato
de DNA resultante) do que de um protocolo de teste com falhas.

Sabe-se que mutagdes no genoma viral podem ocasionar polimorfismos que dificultam,

ou até mesmo impedem, o anelamento dos primers durante uma PCR, impossibilitando a iden-
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tificagdo do fragmento alvo, gerando a ndo deteccdo ou subnotificacdo de um virus (MUS-
THAQ et al., 2006; VIANA et al., 2022). Assim, para o presente estudo, a partir de uma analise
complementar, verificou-se, por alinhamento multiplo entre todas as sequéncias catalogadas no
GenBank até o momento, os polimorfismos ja identificados e seu impacto no anelamento de
primers ¢ da sonda de hidrolise utilizados (APENDICE A).

O alinhamento realizado identificou que ambos os primers do primeiro passo da nested-
PCR ndo sao eficientes para se anelarem as sequéncias genéticas referentes as variantes
KF8366757 ¢ KJ636782 (GenBank); e além disso, o primer reverse dessa mesma etapa nao se
anela as sequéncias EF061744, KJ636783 ¢ MZ593846 (GenBank). Os primers do segundo
passo da nested-PCR, por sua vez, sdo complementares a todas as sequéncias. Contudo, a am-
plificacdo do segundo passo ¢ prejudicada em decorréncia da ndo complementaridade do pri-
meiro passo, possivelmente causando a subnotificagdo de cinco das nove variantes conhecidas.

Ao abordarmos a RT-qPCR sob a mesma perspectiva de alinhamento e complementari-
dade as sequéncias genéticas das variantes, observamos que ambos os primers e sonda nao sao
compativeis a cepa MZ593846 (GenBank). Além disso, o primer foward ndo ¢ complementar
a KR815474 (GenBank); o primer reverse, as sequéncias EF061744, KF8366757, KJ636782 e
KJ636783 (GenBank); e a sonda IMNVpl, as KJ636782 e KJ636783 (GenBank), totalizando
6 sequéncias provavelmente subdiagnosticadas pela abordagem em tempo real. Quando verifi-
camos a nested-PCR e a RT-qPCR simultaneamente, observamos que a variante mais recente
ndo ¢ detectavel por qualquer das metodologias empregadas.

As observagdes de tais fatos culminaram em uma proposta de adaptagdo entre as duas
técnicas, empregando o par de primers do segundo passo da nested-PCR (4725NF e 4863NR)
a amplificac¢do qualitativa por RT-qPCR, uma vez que esse par de primers se mostrou comple-
mentar a todas as sequéncias e gera um amplicon compativel com a técnica de tempo real.

Contudo, os dados obtidos continuaram inconclusivos, levantando algumas hipdteses
como, possivelmente o desenho dos primers ser especifico para reagdes convencionais do tipo
nested, que variam suas cargas virais relativas ao longo da infec¢ao (ESCOBEDO-BONILLA,
2021), gerando os resultados dessincronizados apresentados da Tabela 1.

Com base em evidéncias moleculares e sinais clinicos identificados nos camardes expe-
rimentados no presente estudo, recomenda—se a investigacdo da possibilidade da coinfec¢ao do
IMNYV com outras variantes do patdgeno (ANDRADE et al., 2022), além da ocorréncia de ou-
tras enfermidades virais com sintomatologias similares as atribuidas a IMN, a exemplo da ocor-
réncia do nodavirus de Penaeus vannamei (PvNv) (TANG et al., 2007) ou ainda de infec¢ao

associada a Photobacterium damselae subsp. damselae (SINGARAVEL et al., 2020).
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6 CONCLUSAO

e O desafio per os ¢ eficiente para estabelecer um processo infeccioso em juvenis de P.
vannamei.

e Animais cultivados na densidade de 6 PL/L em sistemas simbi6ticos de cultivo se mos-
traram menos susceptiveis a infec¢do quando comparados as menores densidades, 4 ¢ 2

PL/L.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Os resultados obtidos sugerem a ocorréncia de uma nova variante do IMNV ainda nao
relatada ou até mesmo a ocorréncia de um novo patéogeno com manifestagdes clinicas
similares a IMN.

e Recomenda-se o isolamento viral e/ou sequenciamento de DNA das amostras obtidas
no presente estudo para a identificacdo de novas variantes do IMNV e, consequente-

mente, o desenvolvimento de novos primers para o diagnostico molecular.
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APENDICE A - ALINHAMENTO MULTIPLO ENTRE OS GENOMAS DAS VARI-
ANTES DO IMNV E OS PRIMERS E SONDA UTILIZADAS NO PRESENTE ES-
TUDO

Primers do primeiro passo da nested-PCR oficial para diagndstico do IMNV

4587F 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 20
AY570982 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237
EF061744 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237
KF8366757 1 CGACGCTGCCAACCATACGA 5237
KJ556923 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237
KJ636782 1 CGACGCTGCCAACCATACAA 5237
KJ636783 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237
KR815474 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237
Mz593846 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237

NC 007915 1 CGACGCTGCTAACCATACAA 5237

4914R 1 ACTTGATCGAACAGCCGAGT 20
AY570982 5535 ACTTGATCGAACAGCCGAGT 5555
EF061744 5535 ACTTGATCGAACAACCGAGT 5555
KF8366757 5535 ACTTGATCGAACAACCGAGT 5555
KJ556923 5535 ACTTGATCGAACAGCCGAGT 5555
KJ636782 5535 ACTTGATCGAACAACCGAGT 5555
KJ636783 5535 ACTTGATCGAACAACCGAGT 5555
KR815474 5535 ACTTGATCGAACAGCCGAGT 5555
Mz593846 5535 ACTTGATCGAACAACCGAGT 5555
NC 007915 5535 ACTTGATCGAACAGCCGAGT 5555

Primers do segundo passo da nested-PCR oficial para diagnostico do IMNV

4725NF 1 GGCACATGCTCAGAGACA 18

AY570982 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
EF061744 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
KF8366757 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
KJ556923 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
KJ636782 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
KJ636783 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
KR815474 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
Mz593846 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
NC 007915 5368 GGCACATGCTCAGAGACA 5385
4863NR 1 CAAGACTGGACTCAGCGCT 19

AY570982 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503
EF061744 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503
KF8366757 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503
KJ556923 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503
KJ636782 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503

KJ636783 5485 CAAGACTGGACTCAGCGCT 5503



KR815474
MZz593846
NC 007915

IMNV412F
AY570982
EF061744
KF8366757
KJ556923
KJ636782
KJ636783
KR815474
MZz593846
NC 007915

IMNVp1

AY570982
EF061744
KF8366757
KJ556923
KJ636782
KJ636783
KR815474
MZ593846
NC_ 007915

IMNV545R
AY570982
EF061744
KF8366757
KJ556923
KJ636782
KJ636783
KR815474
MZ7593846
NC 007915

5485
5485
5485

1

1058
1058
1058
1058
1058
1058
1058
1058
1058

CAAGACTGGACTCAGCGCT
CAAGACTGGACTCAGCGCT
CAAGACTGGACTCAGCGCT

Primers e sonda para RT-qPCR oficiais para diagnostico do IMNV

GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
GGACCTATCATACATAGTGTTGCA
GGACCTATCATACATAGCGTAGCA
GGACCTATCATACATAGCGTTGCA

5503
5503
5503

24

1081
1081
1081
1081
1081
1081
1081
1081
1081

1 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACCTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCAACTTTACTTTCAATACCACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTCACTTTCAATACTACATCATCCCCGG
1091 CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG

1165
1165
1165
1165
1165
1165
1165
1165
1165

ATCCAGCGACAATAGATATGGGTT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGTT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGCT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGCT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGTT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGCT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGCT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGTT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGCT
ATCCAGCGACAATAGATATGGGTT

24

1188
1188
1188
1188
1188
1188
1188
1188
1188

1123
1123
1123
1123
1123
1123
1123
1123
1123
1123

57



