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RESUMO

O estudo visava identificar a taxa de sobrevivéncia de juvenis do camardo marinho
Litopenaeus vannamei cultivados em sistema de bioflocos (BFT), experimentalmente
infectados com o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Foram testados dois grupos
experimentais: (1) juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camardo infectado
(IMNV) e; (2) juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camardo ndo infectado
(grupo controle), com trés repeticdes com 10 animais cada (peso médio de 2,15 g). O gurpo
desafiado com IMNV teve seu desafio realizado por meio da ingestdo do tecido de musculo
abdominal picado de camardes contaminados com o IMNV (duas vezes ofertas por dia),
durante sete dias. Para o grupo controle, a oferta foi conduzida da mesma forma substituindo
o tecido contaminado por tecido de musculo abdominal picado de animais livres de patdgenos
especificos - SPF (ndo contaminado). Apos este periodo, os animais de ambos os tratamentos
foram alimentados com ragdo comercial a mesma biomassa, sendo monitorados diariamente
por 20 dias para a observacao de sinais clinicos de infeccdo por IMNV e mortalidade. Durante
os dias de experimento, foram monitoradas as variaveis fisico-quimicas da agua: pH e
temperatura (diariamente) e; amonia total e nitrito (a cada 5 dias). As varidveis fisico-
quimicas se mantiveram dentro dos valores adequados para L. vannamei cultivado em sistema
de bioflocos. Os resultados mostram que a taxa de sobrevivéncia média ao final do
experimento foi de 76,66% e 90% para 0s animais submetidos aos tratamentos com IMNV e
controle, respectivamente, ndo sendo observada diferenca significativa entre estes (P>0,05).
Quanto a taxa de infec¢do, ndo foram detectados o virus em animais desafiados com o virus,
nem foram constatados nenhum sinal clinico nos animais de ambos os tratamentos. O presente
estudo mostrou um efeito positivo do BFT sobre a taxa de sobrevivéncia e de infec¢do de
juvenis de L. vannamei experimentalmente desafiados com IMNV (tratamento IMNV) e
naturalmente infectados (grupo controle), uma vez que ndo foram observados sinais clinicos

nos animais durante o experimento, indicando claramente o ndo desenvolvimento da doenca.



INTRODUCAO

A producdo de camardo marinho Litopenaeus vannamei no Brasil cresceu
intensamente até meados de 2003, quando houve um declinio na maior regido produtora, o
Nordeste brasileiro. Este declinio foi provocado por um patdgeno, que é conhecido
atualmente como o Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e, desde o primeiro surto, este
virus tem causado uma elevada perda econémica para a industria do camardo cultivado no
Brasil, tornando-se uma preocupacao entre os produtores (COSTA et al., 2009). Os sinais
clinicos do camardo infectado com IMNV sdo principalmente a necrose no mdusculo
abdominal e na base da cauda e a presenca de opacidade muscular, assemelhando-se com o
camarao cozido (SENAPIN et al., 2007).

Entretanto, surtos de doencas ndo sdo produtos apenas da presenca de um agente
patogénico no sistema aquicola, mas da combinacdo desta com o estado de salde dos animais
cultivados e condigdes ambientais (De SCHRYVER et al., 2012).

Neste sentido, o sistema de bioflocos possibilita um bom estado de saude animal
devido a adequada manutencdo da qualidade de &gua e oferta de agregados microbianos
obtidos a partir do melhor aproveitamento dos nutrientes encontrados nos residuos de racéo e
fezes (EKASARI et al., 2014), decorrente do estimulo de crescimento de bactérias
heterotroficas por meio da adicdo de uma fonte orgéanica de carbono em uma relacdo C:N
especifica (KRUMMENAUER et al., 2012). Apesar destas informacdes, ainda ndo ha estudos
sobre a influéncia do sistema de bioflocos na taxa de sobrevivéncia de L. vannamei

experimentalmente desafiados por IMNV.



OBJETIVOS

Objetivo geral:
e Determinar a taxa de infectividade de juvenis de L. vannamei cultivados em sistema de

bioflocos e experimentalmente infectados com o IMNV.

Objetivos Especificos:
e Determinar a frequéncia dos camardes desafiados infectados;

e Testar o protocolo de infeccdo viral experimental para juvenis de L. vannamei
cultivados em sistema de bioflocos.



MATERIAL E METODOS
a. CondigOes Experimentais

Para os desafios, individuos negativos de L. vannamei com peso médio de 2,15 ¢
provenientes de fazenda de engorda e previamente triados por PCR para IMNV (PINHEIRO
et al., 2007), considerando uma prevaléncia minima estimada de 10% (CANNON e ROE,
1982), foram mantidos (densidade de 1 animal/1L) em bioflocos em baldes com 20L de
capacidade, sob aeracdo constante e intensa. Os baldes foram cobertos com plastico para
conter os aerossois e o volume util a ser utilizado foi de 15 litros, a temperatura de 28°C.

Neste sistema, o biofloco que veio com os animais foi mantido nas seguintes
condigdes: agua do mar (16 g L) previamente clorada a 20 ppm por 24 horas antes de seu
uso, temperatura de 28°C, aeracdo constante e intensa e, adi¢do de fonte de carbono organico
(melago de cana de acucar, 40% carbono) e nitrogénio (ragdo comercial de 40% de proteina
bruta), visando uma relacéo de carbono:nitrogénio (C:N) de 12:1, calculada segundo Samocha
et al. (2007) e Avnimelech et al. (2009). Além disso, cal hidratada (Ca(OH).) foi adicionada
para a manutencdo da alcalinidade (> 100 mg L) e do pH (> 7.5) de acordo com Furtado et
al. (2011). Os camardes foram alimentados com racdo comercial (40% proteina bruta) quatro
vezes ao dia (8h, 11h, 14h e 17h) e a quantidade foi ajustada de acordo com a estimativa de
consumo, mortalidades e sobras, segundo metodologia de Van Wyk e Scarpa (1999).

Diariamente, as varidveis de qualidade de agua, temperatura e pH foram verificadas
duas vezes ao dia (8 e 16h). Semanalmente, analises colorimétricas da concentracdo de
amonia e nitrito foram realizadas para verificagdo destas dentro dos limites ideais para
peneideos propostos por Van Wyk e Scarpa (1999). Além disso, amostras de agua foram
coletadas duas vezes por semana para monitoramento dos solidos sedimentaveis (cone
Imhoff) (AVNIMELECH, 2012).

b. Desafio viral
A fim de determinar o efeito do biofloco na taxa de sobrevivéncia de camardes

experimentalmente infectados com IMNV, foram realizados dois tratamentos: (1) juvenis de
L. vannamei alimentados com tecido de camardo infectado (IMNV) e; (2) juvenis de L.
vannamei alimentados com tecido de camardo néo infectado (grupo controle). O tratamento e
0 grupo controle constaram de 1 animal/L (10L de volume util) e trés repeticdes cada. O
desafio viral (tratamento juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camaréo

infectado) foi realizado via ingestdo de tecido picado de musculo abdominal contaminado



com IMNV previamente confirmado por PCR em tempo real e com carga viral média de 10°
copias pg?t de RNA total, conforme Silva et al. (2015a). Este tecido foi cedido pelo
Laboratorio de Genética Aplicada (LAGA) da UFRPE. Neste desafio, os animais foram
alimentados com musculo abdominal picado a 10% da biomassa/dia através da oferta de 5%
da biomassa por duas vezes/dia, durante sete dias. Para o grupo controle, a oferta foi
conduzida da mesma forma substituindo o tecido contaminado por tecido de mdasculo
abdominal picado de animais livres de patdgenos especificos (ndo contaminado). A partir do
8° dia, os camarfes de ambos os tratamentos foram alimentados com racdo comercial a
mesma biomassa, com observagdo diaria de sinais clinicos de infeccdo por IMNV e
mortalidade por 20 dias. Ao longo deste periodo, os animais mortos e sobreviventes
(sacrificados ao 20° dia pos-inoculacdo) foram coletados e estocados a —80°C para a analise

molecular via PCR e determinacdo da taxa de sobrevivéncia.

c. Analise molecular

i. Extracdo de RNA e RT-PCR

A extracdo do RNA total foi feita a partir de 100 mg de amostras do musculo
abdominal dos animais desafiados em 1 mL de Trizol (Invitrogen, EUA), conforme as
instrucdes do fabricante. Em seguida, 300 nguL™ de RNA total e 0,5 pg de oligo(dT)is foram
usados na RT-PCR para a produgdo do cDNA. Esta reacdo foi realizada através do kit
Improm-IITM Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI, USA), conforme as
instrucdes do fabricante. O cDNA foi armazenado a -20°C até posterior utilizacao nas analises
de PCR.

Ii. Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
As condicBes de reacdo e os ciclos térmicos de PCR usados para a confirmagdo da

infeccdo por IMNV, foram realizadas da mesma forma descrita por Pinheiro et al. (2007). Os
produtos de PCR (tamanho esperado de 328 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% corado com brometo de etidio e o tamanho do fragmento estimado por um

marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA).
d. Analise estatistica
Os dados de taxa média de sobrevivéncia e de infeccdo (obtidos por PCR) foram

submetidos ao teste de Cochran ao nivel de 95% de probabilidade (p<0,05) para verificagcdo

da homogeneidade e ao teste de Kolmogorov-Smirnov, para normalidade (P<0,05). Em



seguida, estes dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), sequido do teste de
comparacgdo de medias Tukey (NELDER e WEDDERBURN, 1972; OTT, 1993) ao nivel de
95% de probabilidade (P<0,05). No caso das variaveis de qualidade de agua, por ndo se
mostrarem com distribuicdo normal e variancia homogénea, foram submetidos ao teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis para a comparacdo dos resultados obtidos nos tratamentos. As
andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa IBM SPSS Statistics 23.0.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios de pH néo diferiram estatisticamente em ambos os tratamentos, ao
longo das semanas de cultivo (Tabela 1). J& os valores médios de temperatura foram
estatisticamente distintos entre o tratamento IMNV e grupo controle na segunda semana
(P<0,05) (Tabela 1). A amoénia total (valores médios) ndo apresentou diferenca estatistica ao
longo das semanas entre os tratamentos, porém os valores se mantiveram dentro dos
esperados nesse sistema de cultivo e, para o nitrito (valores médios), houve diferenca entre o

grupo controle e IMNV apenas para a primeira semana de experimento (P<0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores das varidveis de qualidade de 4gua (média e desvio padrdo) obtidos nos
grupos durante o experimento.

Temperatura ~ Aménia total Nitrito -
Semana  Tratamento pH ?OC) (mg.LY) NO2

’ (mg.L?)
IMNV 7,0+0,08 28,0+0,0° 3,00+0,00* 0,660,298

10
Controle 7,0+0,08 28,0+0,0° 3,00+0,00" 1,25+0,437
50 IMNV 7,3+0,018 26,0+0,08 3,00+0,00* 0,50+0,43"
Controle 7,3+0,08 27,0+1,078 3,00+0,00* 0,00+0,008
- IMNV 7,3+0,018 28,0+0,0° 3,00+0,00* 0,08+0,148
Controle 7,3+0,08 28,3+0,6" 3,00+0,00% 0,00+0,008

Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

De acordo com Kuhn et al. (2010), os valores de pH, temperatura, aménia e nitrito
obtidos no presente trabalho, encontram-se dentro da faixa desejada para a manutengédo da
salde do camardo L. vannamei em BFT. Similarmente, Xu e Pan (2012), também utilizando o
sistema de bioflocos, encontraram valores semelhantes aos descritos no presente trabalho,
mostrando que as variaveis encontravam-se dentro dos padrdes para esta espécie neste tipo de
sistema de cultivo. Em relacdo ao nitrito, houve um declinio da concentracdo na terceira
semana que pode ser atribuido a nitrificagdo (conversdo de aménia em nitrito, e
consequentemente, de nitrito em nitrato), que € comum no sistema de bioflocos (AZIM e
LITTLE, 2008; SCHRYVER et al., 2008).

Quanto a taxa média de sobrevivéncia, observou-se que ndo houve diferenca estatistica

entre o tratamento com oferta de tecido contaminado (IMNV) e o grupo controle (P>0,05),
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com valores médios de 76,66% e 90%, respectivamente. As mortalidades observadas no
grupo controle, em todas as suas repeti¢des, foram associadas ao canibalismo.

Silva et al. (2015b) e Gitterle et al. (2005), também relataram a presenca de
canibalismo em L. vannamei em condicdes experimentais, sendo sugerido por Gitterle et
al.(2005) que a erradicagdo do canibalismo seja dificil, uma vez que L. vannamei canibaliza
naturalmente membros mortos ou fracos da populagdo. No caso do tratamento em que juvenis
de L. vannamei foram alimentados com tecido de camardo infectado (IMNV), os camarfes
mortos ndo foram canibalizados.

Em bioensaio por ingestdo de tecido contaminado com IMNV em juvenis de L.
vannamei em sistema semi-intensivo em &guas claras com renovacdo de 50% de agua
diariamente, Silva et al. (2015a), relataram que os animais desafiados apresentaram uma taxa
média de sobrevivéncia de 80% ao 20° dia poés-infeccdo, ndo sendo encontrados sinais
clinicos da infec¢do. Similarmente, também em sistemas semi-intensivos em &guas claras,
através de infeccdo experimental Silva et al. (2015b), ndo observaram elevadas taxas de
mortalidade em camardes inoculados por via oral, embora, 0s animais apresentassem carga
viral média similar a uma infeccdo natural pelo IMNV (surto) e sinais clinicos tipicos da
doenca.

Ekasari et al. (2014), ao conduzir desafios com IMNV via injegdo intramuscular em
animais mantidos em bioflocos, observaram que a taxa média de sobrevivéncia ndo diferiu
nos animais desafiados versus o grupo controle, sendo sugerido por estes autores, um efeito
positivo do bioflocos na resposta imunolégica de L. vannamei.

Os resultados de PCR para confirmacdo da infeccdo por IMNV mostraram-se
diferentes estatisticamente (P<0,05), com positivos em 12,5% das amostras provenientes do
tratamento controle, enquanto que para 0s animais desafiados com o virus, os valores obtidos
foram de 0% (Tabela 2). Estes resultados sugerem que 0s animais ja estavam infectados pelo
virus no momento em que foram adquiridos na fazenda. Esta hipGtese deve se levada em
consideracdo devido ao fato de que a triagem prévia dos animais através de PCR (antes do
experimento) considerou uma prevaléncia de 10%, conforme recomendacdo do Ministério da
Pesca e Aquicultura em seu Manual de Coleta e Remessa de Amostras para Diagndstico de
Enfermidades de Animais Aquaticos (MPA, 2013) e, néo, a triagem de todos os individuos.
Em nenhum dos tratamentos foram observados sinais clinicos nos animais, mostrando que a

doencga néo se desenvolveu.



Tabela 2 - Andlise de associacao dos resultados obtidos na PCR para detec¢do do IMNV.
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N (Total de o Valor de P
Tratamento Positivas para IMNV
amostras testadas)
Controle 16 2(12,5%)
0,030*
IMNV 12 0 (0,0%)

* Associacdo estatistica significativa (P<0,05).

Costa (2007) também constatou a positividade do virus no cultivo de Penaeus

vannamei provenientes de uma fazenda localizada em Natal. Nesse experimento, 100% dos

resultados foram positivos para o IMNV. Isto deve estar associado a extrema difusdo deste

virus no Brasil, principalmente nos estados produtores de camardo (nordeste brasileiro)

(FELO et al., 2013). Da mesma forma, Silva (2010) constatou a positividade para o Virus da

Mionecrose Infecciosa em camardes naturalmente infectados provenientes de uma fazenda de

engorda do litoral norte do estado de Pernambuco.

Feijo et al. (2013) através da obtencdo de exemplares de L.vannamei de um cultivo

comercial no Ceara observaram a presenca de IMNV e WSSV em cativeiro, tendo sido

notado que 90% das amostras foram positivas para IMNV no teste por PCR em tempo real,

enfatizando a probabilidade de ocorréncia deste patgeno.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou um efeito positivo do BFT sobre a taxa de sobrevivéncia e
de infeccdo de juvenis de L. vannamei experimentalmente desafiados com IMNV e
naturalmente infectados (grupo controle), uma vez que ndo foram observados sinais clinicos

nos animais durante o experimento, indicando claramente o ndo desenvolvimento da doenca.
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DFICULDADES ENCONTRADAS

Devido as constantes quedas de energia, houve perda de material (animais), fazendo-
se necessaria a coleta de novos exemplares, como também a montagem de um novo

experimento.

PARECER DO ORIENTADOR

A bolsista Tainan Silva de Araujo apresentou um bom desempenho neste semestre,

com cumprimento das atividades previstas no cronograma.

Recife, 06 de julho de 2017.

Profé. Dr2, Suzianny Cabral

Orientadora.



