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RESUMO 

 

O estudo visava identificar a taxa de sobrevivência de juvenis do camarão marinho 

Litopenaeus vannamei cultivados em sistema de bioflocos (BFT), experimentalmente 

infectados com o Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV). Foram testados dois grupos 

experimentais: (1) juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camarão infectado 

(IMNV) e; (2) juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camarão não infectado 

(grupo controle), com três repetições com 10 animais cada (peso médio de 2,15 g). O gurpo 

desafiado com IMNV teve seu desafio realizado por meio da ingestão do tecido de músculo 

abdominal picado de camarões 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 músculo abdominal picado de animais livres de patógenos 

específicos - SPF (não contaminado). Após este período, os animais de ambos os tratamentos 

foram alimentados com ração comercial à mesma biomassa, sendo monitorados diariamente 

por 20 dias para a observação de sinais clínicos de infecção por IMNV e mortalidade. Durante 

os dias de experimento, foram monitoradas as variáveis físico-químicas da água: pH e 

temperatura (diariamente) e; amônia total e nitrito (a cada 5 dias). As variáveis físico-

químicas se mantiveram dentro dos valores adequados para L. vannamei cultivado em sistema 

de bioflocos. Os resultados mostram que a taxa de sobrevivência média ao final do 

experimento foi de 76,66% e 90% para os animais submetidos aos tratamentos com IMNV e 

controle, respectivamente, não sendo observada diferença significativa entre estes (P≥0,05). 

Quanto à taxa de infecção, não foram detectados o vírus em animais desafiados com o vírus, 

nem foram constatados nenhum sinal clínico nos animais de ambos os tratamentos. O presente 

estudo mostrou um efeito positivo do BFT sobre a taxa de sobrevivência e de infecção de 

juvenis de L. vannamei experimentalmente desafiados com IMNV (tratamento IMNV) e 

naturalmente infectados (grupo controle), uma vez que não foram observados sinais clínicos 

nos animais durante o experimento, indicando claramente o não desenvolvimento da doença. 

. 
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INTRODUÇÃO 

 

 A produção de camarão marinho Litopenaeus vannamei no Brasil cresceu 

intensamente até meados de 2003, quando houve um declínio na maior região produtora, o 

Nordeste brasileiro. Este declínio foi provocado por um patógeno, que é conhecido 

atualmente como o Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e, desde o primeiro surto, este 

vírus tem causado uma elevada perda econômica para a indústria do camarão cultivado no 

Brasil, tornando-se uma preocupação entre os produtores (COSTA et al., 2009). Os sinais 

clínicos do camarão infectado com IMNV são principalmente a necrose no músculo 

abdominal e na base da cauda e a presença de opacidade muscular, assemelhando-se com o 

camarão cozido (SENAPIN et al., 2007).  

Entretanto, surtos de doenças não são produtos apenas da presença de um agente 

patogênico no sistema aquícola, mas da combinação desta com o estado de saúde dos animais 

cultivados e condições ambientais (De SCHRYVER et al., 2012). 

 Neste sentido, o sistema de bioflocos possibilita um bom estado de saúde animal 

devido a adequada manutenção da qualidade de água e oferta de agregados microbianos 

obtidos a partir do melhor aproveitamento dos nutrientes encontrados nos resíduos de ração e 

fezes (EKASARI et al., 2014), decorrente do estímulo de crescimento de bactérias 

heterotróficas por meio da adição de uma fonte orgânica de carbono em uma relação C:N 

específica (KRUMMENAUER et al., 2012). Apesar destas informações, ainda não há estudos 

sobre a influência do sistema de bioflocos na taxa de sobrevivência de L. vannamei 

experimentalmente desafiados por IMNV. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo geral:  

• Determinar a taxa de infectividade de juvenis de L. vannamei cultivados em sistema de 

bioflocos e experimentalmente infectados com o IMNV.  

Objetivos Específicos:   

• Determinar a frequência dos camarões desafiados infectados;  

• Testar o protocolo de infecção viral experimental para juvenis de L. vannamei 

cultivados em sistema de bioflocos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 

a. Condições Experimentais 

  Para os desafios, indivíduos negativos de L. vannamei com peso médio de 2,15 g 

provenientes de fazenda de engorda e previamente triados por PCR para IMNV (PINHEIRO 

et al., 2007), considerando uma prevalência mínima estimada de 10% (CANNON e ROE, 

1982), foram mantidos (densidade de 1 animal/1L) em bioflocos em baldes com 20L de 

capacidade, sob aeração constante e intensa. Os baldes foram cobertos com plástico para 

conter os aerossóis e o volume útil a ser utilizado foi de 15 litros, a temperatura de 28ºC. 

 Neste sistema, o biofloco que veio com os animais foi mantido nas seguintes 

condições: água do mar (16 g L-1) previamente clorada a 20 ppm por 24 horas antes de seu 

uso, temperatura de 28ºC, aeração constante e intensa e, adição de fonte de carbono orgânico 

(melaço de cana de açúcar, 40% carbono) e nitrogênio (ração comercial de 40% de proteína 

bruta), visando uma relação de carbono:nitrogênio (C:N) de 12:1, calculada segundo Samocha 

et al. (2007) e Avnimelech et al. (2009). Além disso, cal hidratada (Ca(OH)2) foi adicionada 

para a manutenção da alcalinidade (> 100 mg L-1) e do pH (> 7.5) de acordo com Furtado et 

al. (2011). Os camarões foram alimentados com ração comercial (40% proteína 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 variáveis de qualidade de água, temperatura e pH foram verificadas 

duas vezes ao dia (8 e 16h). Semanalmente, análises colorimétricas da concentração de 

amônia e nitrito foram realizadas para verificação destas dentro dos limites ideais para 

peneídeos propostos por Van Wyk e Scarpa (1999). Além disso, amostras de água foram 

coletadas duas vezes por semana para monitoramento dos sólidos sedimentáveis (cone 

Imhoff) (AVNIMELECH, 2012). 

 

 b. Desafio viral  

 A fim de determinar o efeito do biofloco na taxa de sobrevivência de camarões 

experimentalmente infectados com IMNV, foram realizados dois tratamentos: (1) juvenis de 

L. vannamei alimentados com tecido de camarão infectado (IMNV) e; (2) juvenis de L. 

vannamei alimentados com tecido de camarão não infectado (grupo controle). O tratamento e 

o grupo controle constaram de 1 animal/L (10L de volume útil) e três repetições cada. O 

desafio viral (tratamento juvenis de L. vannamei alimentados com tecido de camarão 

infectado) foi realizado via ingestão de tecido picado de músculo abdominal contaminado 
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com IMNV previamente confirmado por PCR em tempo real e com carga viral média de 106 

cópias µg-1 de RNA total, conforme Silva et al. (2015a). Este tecido foi cedido pelo 

Laboratório de Genética Aplicada (LAGA) da UFRPE. Neste desafio, os animais foram 

alimentados com músculo 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 músculo 

abdominal picado de animais livres de patógenos específicos (não contaminado). A partir do 

8° dia, os camarões de ambos os tratamentos foram alimentados com ração comercial à 

mesma biomassa, com observação diária de sinais clínicos de infecção por IMNV e 

mortalidade por 20 dias. Ao longo deste período, os animais mortos e sobreviventes 

(sacrificados ao 20° dia pós-inoculação) foram coletados e estocados a –80°C para a análise 

molecular via PCR e determinação da taxa de sobrevivência. 

 c. Análise molecular 

 i. Extração de RNA e RT-PCR  

 A extração do RNA total foi feita a partir de 100 mg de amostras do músculo 

abdominal dos animais desafiados em 1 mL de Trizol (Invitrogen, EUA), conforme as 

instruções do fabricante. Em seguida, 300 ηgµL-1 de RNA total e 0,5 µg de oligo(dT)15 foram 

usados na RT-PCR para a produção do cDNA. Esta reação foi realizada através do kit 

Improm-IITM Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI, USA), conforme as 

instruções do fabricante. O cDNA foi armazenado a -20°C até posterior utilização nas análises 

de PCR.  

ii. Reação em Cadeia da Polimerase (PCR)  

As condições de reação e os ciclos térmicos de PCR usados para a confirmação da 

infecção 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 etídio e o tamanho do fragmento estimado por um 

marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA).  

d.  Análise estatística 

 

Os dados de taxa média de sobrevivência e de infecção (obtidos por PCR) foram 

submetidos ao teste de Cochran ao nível de 95% de probabilidade (p0,05) para verificação 

da homogeneidade e ao teste de Kolmogorov-Smirnov, para normalidade (P0,05). Em 
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seguida, estes dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), seguido do teste de 

comparação de médias Tukey (NELDER e WEDDERBURN, 1972; OTT, 1993) ao nível de 

95% de probabilidade (P≤0,05). No caso das variáveis de qualidade de água, por não se 

mostrarem com distribuição normal e variância homogênea, foram submetidos ao teste não-

paramétrico de Kruskal-Wallis para a comparação dos resultados obtidos nos tratamentos. As 

análises estatísticas foram realizadas com o auxílio do programa IBM SPSS Statistics 23.0. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os valores médios de pH não diferiram estatisticamente em ambos os tratamentos, ao 

longo das semanas de cultivo (Tabela 1). Já os valores médios de temperatura foram 

estatisticamente distintos entre o tratamento IMNV e grupo controle na segunda semana 

(P≤0,05) (Tabela 1). A amônia total (valores médios) não apresentou diferença estatística 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 diferença entre o 

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

 

Tabela 1 - Valores das variáveis de qualidade de água (média e desvio padrão) obtidos nos 

grupos durante o experimento. 

Semana Tratamento pH 
Temperatura 

(ºC) 

Amônia total  

(mg.L-1) 

Nitrito - 

NO2 

(mg.L-1) 

1° 
IMNV 7,0±0,0B 28,0±0,0A 3,00±0,00A 0,66±0,29B 

Controle 7,0±0,0B 28,0±0,0A 3,00±0,00A 1,25±0,43A 

2° 
IMNV 7,3±0,0AB 26,0±0,0B 3,00±0,00A 0,50±0,43B 

Controle 7,3±0,0B 27,0±1,0AB 3,00±0,00A 0,00±0,00B 

3° 
IMNV 7,3±0,0AB 28,0±0,0A 3,00±0,00A 0,08±0,14B 

Controle 7,3±0,0B 28,3±0,6A 3,00±0,00A 0,00±0,00B 

Letras diferentes indicam diferença estatística (P≤0,05). 

 

De acordo com Kuhn et al. (2010), os valores de pH, temperatura, amônia e nitrito 

obtidos no presente trabalho, encontram-se dentro da faixa desejada para a manutenção da 

saúde do camarão 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 variáveis encontravam-se dentro dos padrões para esta espécie neste tipo de 

sistema de cultivo. Em relação ao nitrito, houve um declínio da concentração na terceira 

semana que pode ser atribuído à nitrificação (conversão de amônia em nitrito, e 

consequentemente, de nitrito em nitrato), que é comum no sistema de bioflocos (AZIM e 

LITTLE, 2008; SCHRYVER et al., 2008).  

Quanto à taxa média de sobrevivência, observou-se que não houve diferença estatística 

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 repetições, foram associadas ao canibalismo. 

Silva et al. (2015b) e Gitterle et al. (2005), também relataram a presença de 

canibalismo em L. vannamei em condições experimentais, sendo sugerido por Gitterle et 

al.(2005) que a erradicação do canibalismo seja difícil, uma vez que L. vannamei canibaliza 

naturalmente membros mortos ou fracos da população. No caso do tratamento em que juvenis 

de L. vannamei foram alimentados com tecido de camarão infectado (IMNV), os camarões 

mortos não foram canibalizados. 

Em bioensaio por ingestão de tecido contaminado com IMNV em juvenis de L. 

vannamei em sistema semi-intensivo em águas claras com renovação de 50% de água 

diariamente, Silva et al. (2015a), relataram que os animais desafiados apresentaram uma taxa 

média de sobrevivência de 80% ao 20º dia pós-infecção, não sendo encontrados sinais 

clínicos da infecção. Similarmente, também em sistemas semi-intensivos em águas claras, 

através de infecção experimental Silva et al. (2015b), não observaram elevadas taxas de 

mortalidade em camarões inoculados por via oral, embora, os animais apresentassem carga 

viral média similar a uma infecção natural pelo IMNV (surto) e sinais clínicos típicos da 

doença.  

Ekasari et al. (2014), ao conduzir desafios com IMNV via injeção intramuscular em 

animais mantidos em bioflocos, observaram que a taxa média de sobrevivência não diferiu 

nos animais desafiados versus o grupo controle, sendo sugerido por estes autores, um efeito 

positivo do bioflocos na resposta imunológica de L. vannamei.  

 Os resultados de PCR para confirmação da infecção por IMNV mostraram-se 

diferentes estatisticamente (P≤0,05), com positivos em 12,5% das amostras provenientes do 

tratamento controle, enquanto que para os animais desafiados com o vírus, os valores obtidos 

foram de 0% (Tabela 2). Estes resultados sugerem que os animais já estavam infectados pelo 

vírus no momento em que foram adquiridos na fazenda. Esta hipótese deve se levada em 

consideração devido ao fato de que a triagem prévia dos animais através de PCR (antes do 

experimento) considerou uma prevalência de 10%, conforme recomendação do Ministério da 

Pesca e Aquicultura em seu Manual de Coleta e Remessa de Amostras para Diagnóstico de 

Enfermidades de Animais Aquáticos (MPA, 2013) e, não, a triagem de todos os indivíduos. 

Em nenhum dos tratamentos foram observados sinais clínicos nos animais, mostrando que a 

doença não se desenvolveu. 
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Tabela 2 - Análise de associação dos resultados obtidos na PCR para detecção do IMNV. 

Tratamento 
N (Total de 

amostras testadas) 
Positivas para IMNV 

Valor de P 

Controle 16 2(12,5%) 
0,030* 

IMNV 12 0 (0,0%) 

* Associação estatística significativa (P≤0,05). 

 

  Costa (2007) também constatou a positividade do vírus 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 à extrema difusão deste 

vírus no Brasil, principalmente nos estados produtores de camarão (nordeste brasileiro) 

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

Mionecrose Infecciosa em camarões naturalmente infectados provenientes de uma fazenda de 

engorda do litoral norte do estado de Pernambuco. 

 Feijó et al. (2013) através da obtenção de exemplares de L.vannamei de um cultivo 

comercial no Ceará observaram a presença 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 ocorrência deste patógeno. 
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CRONOGRAMA DAS ATIVIDADES 

 

Período Ano (2016) Ano (2017) 

Atividade A S O N D J F M A M J J 

Revisão bibliográfica X X X X X X X X X X X X 

Treinamento em técnicas de rotina 

laboratorial (preparo de soluções, 

esterilização de material, etc)  

X X           

Aquisição de material de consumo 

e instalação das unidades 

experimentais 

X X           

Desafio viral     X X       

Análises laboratoriais X X X X X X       

Análise dos dados      X X X X X X X 

Redação e apresentação dos 

relatórios parcial e final 
       X    X 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O presente estudo mostrou um efeito positivo do BFT sobre a taxa de sobrevivência e 

de infecção de juvenis de L. vannamei experimentalmente desafiados com IMNV e 

naturalmente infectados (grupo controle), uma vez que não foram observados sinais clínicos 

nos animais durante o experimento, indicando claramente o não desenvolvimento da doença. 
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DFICULDADES ENCONTRADAS 

 

 Devido às constantes quedas de energia, houve perda de material (animais), fazendo-

se necessária a coleta de novos exemplares, como também a montagem de um novo 

experimento. 
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