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Resumo

A expanséo da carcinicultura no Brasil, especialmente no Nordeste, passa por uma mudanga no
ambiente de cultivo, no qual camardes marinhos da espécie Litopenaeus vannamei, estdo sendo
cultivados em agua doce, cujos desafios sanitarios precisam ser dimensionados. Diante disso,
buscou-se por meio da utilizacdo da técnica de Loop Mediated Isothermal Amplification
(LAMP), realizar estudo sobre possiveis reservatérios e/ou vetores para o Virus da Sindrome
da Mancha Branca (WSSV), no Rio Paraiba, no Vale do Paraiba — PB. Foram estabelecidos
oito (8) pontos de coleta nas margens do rio, proximos a pontos de captacdo de agua de fazendas
de cultivo de L. vannamei. Em cada ponto foram coletados 10 espécimes de Palaemon
pandaliformis, 10 de Pomacea lineatae e 10 de Melanoides tuberculatus. Esses animais foram
insensibilizados por choque térmico e os camardes tiveram o corddo nervoso cortado para que
se prosseguisse com a coleta de material para utilizacdo da LAMP. Foram retirados fragmentos
de branquias dos camardes, fragmentos da musculatura do pé dos P. lineata e, da espécie M.
tuberculatus, foram coletados os individuos inteiros, sendo armazenados em tubos de
microcentrifuga com etanol a 95% (1:10). Os exames foram realizados no laboratério de
analises moleculares da Potipord — RN e submetido a LAMP (Kit LAMP WSSV, Concepto
Azul, Equador) para a deteccdo do WSSV. Ao final, examinaram-se 81 amostras de P.
pandaliformis, 40 amostras de M. tuberculatus e 26 amostras de P. lineata foram obtidas, das
quais 29%, 48% e 8% foram positivas respectivamente. Conclui-se que o WSSV esta presente
em crustaceos e moluscos silvestres, podendo constituir-se como vetores e/ou reservatérios do
agente, representando, portanto, um potencial risco a carcinicultura local. E o primeiro relato

de WSSV em M. tuberculatus e P. lineata silvestres.

Palavras-chave: Agua doce; Crustaceo; LAMP; Molusco; WSSD.



Abstract

The expansion of shrimp farming in Brazil, especially in the Northeast, undergoes a change in
the management environment, with the Pacific White shrimp, Litopenaeus vannamei, being
cultured in freshwater, whose health challenges need to be dimensioned. In this sense, we
applied the Loop Mediated Isothermal Amplification (LAMP) technology in order to investigate
the possibility of reservoirs or carrier of Whit Spot Syndrome Virus (WSSV) in Paraiba River,
in Paraiba Valley — PB. Were selected eight (8) sampling points on the river, near sources of
water used by shrimp farms of the species L. vannamei. At each point, 10 specimens of
Paleomon pandaliformis, 10 Pomacea lineata, and 10 Melanoides tuberculatus, were collected.
These animals were stunned by thermal shock and shrimps had the nerve cord cut, in order to
proceed with the collection for LAMP use. Gills fragments were removed from the shrimps,
foot muscles fragments from P. lineata and the species M. tuberculatus were collected entire
and all samples were stored in microcentrifuge tubes with 95% ethanol (1:10) .The analyses
were performed in the laboratory of molecular analyses of Potipord - RN and all samples were
submitted to LAMP (LAMP Kit WSSV, Concepto Azul, Ecuador) for detection of WSSV. In
the end, 81 samples of P. pandaliformis, 40 samples of M. tuberculatus and 26 samples of P.
lineata were obtained, and positive reactions were observed in 29%, 48% and 8% respectively.
IN conclusion, the results confirmed the WSSV presence in wild crustaceans and molluscs,
which constitute a reservoirs or carrier of this agent, and a potential risk to local shrimp farming.
This is the first report of WSSV in wild M. tuberculatus and P. lineata.

Keywords: Crustacean; Freshwater; LAMP; Mollusk; WSSD.
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1. Introducao e Justificativa

A produgdo mundial de pescado tem expandido nas ultimas cinco décadas, chegando a
superar o crescimento populacional, 3,2% e 1,6%, respectivamente (Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAQO, 2014). Em 2012, a captura de peixes e a aquicultura
geraram um total de 158 milhdes de toneladas de pescado, sendo 136,2 milhdes destinados a
alimentacdo humana (FAO, 2014).

Na aquicultura, a producdo de crustaceos apresentou alta rentabilidade, representa 9,7%
(6.4 milhdes de toneladas) do volume total e, em valor monetario, 22,4% (US$ 30.9 bilhdes)
em 2012 (FAO, 2014). Neste mercado, o Brasil é 0 12° colocado entre os 15 paises com maior
producdo em aquicultura, com 707.461 toneladas/ano (1.1% da produgdo mundial), com 74.415
toneladas de crustaceos (FAO, 2014). Em relacdo a aquicultura marinha nacional, destaca-se a
producdo de 65.670,6 toneladas (77,98% do total nacional) de Litopenaeus vannamei, (MPA,
2011).

O consumo per capita de camardo cultivado no Brasil cresceu 200% entre os anos de 2005
e 2013 (RODRIGUES, 2014), uma vez que a pesca extrativista ja atingiu 0 maximo, nessa
realidade, e o sistema intensivo expandiu com os investimentos na atividade, sobretudo no
Nordeste (SCOPEL, 2014). Como prova disso, em 2011 a producdo nacional de L. vannamei
encontrava-se concentrada basicamente nos estados do Nordeste, que em 2014, deteve 90% da
producdo nacional (ROCHA, 2015).

De acordo com a Associagao Brasileira de Criadores de Camardo (ABCC) (2013), boa parte
dos micro e pequenos produtores do estado da Paraiba usam aguas continentais, com destaque
a regido do Vale do Rio Paraiba, nos municipios de Itabaiana, Mogeiro e Salgado Sao Félix. E
este fato indica uma interiorizacdo da carcinicultura, na qual a produtividade adquirida supera
a media do estado e do Brasil (ABCC, 2013).

O cultivo de Litopenaeus vannamei, que é uma espécie marinha (MAGALHAES, 2004),
em agua doce, impde o desafio que € a sanidade dos animais, pois pouco se sabe sobre as

doencas que podem o acometer nesse ambiente.

Sabe-se que o cultivo intensivo de camardes possui diversos entraves, principalmente

decorrentes de problemas relacionados ao manejo e as enfermidades. Desse modo, ressalta-se
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a importancia de investigar as doengas, bem como desenvolver e utilizar métodos diagnosticos
rapidos e seguros (SILVA, 2011). A Organizacdo Mundial de Saide Animal (OIE) lista oito
doencas em crustaceos, das quais, trés tém destaque no cultivo do Nordeste brasileiro; Necrose
Hipodermal e Hematopoiética Infecciosa (IHHN), Mionecrose Infecciosa (IMN), e Sindrome
da Mancha Branca (WSSD) (OIE, 2014a).

Diante disso, com a possibilidade do Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV) ser
mantido no ambiente de cultivo de agua doce, objetivou-se investigar a presenca do (WSSV)
em potenciais reservatdrios, das espécies Paleomon pandaliformis, Pomacea lineata e
Melanoides tuberculatus, presentes no Rio Paraiba (PB), do qual é captada a 4gua dos cultivos

de L. vannamei no estado da Paraiba.

Para alcancar este objetivo, utilizou-se o Loop-mediated isothermal amplification (LAMP),
recomendado pela OIE para diagnostico presuntivo e confirmatdrio, em camardes adultos e
juvenis (OIE, 2012), considerando as vantagens, como custo e tempo inferior quando
comparado a PCR, e altas sensibilidade e especificidade (JAROENRAM et al 2009).
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2. Revisao de Literatura

2.1. Carcinicultura

No panorama mundial, a aquicultura vem crescendo e ocupa espagos no mercado quando
comparada a captura de animais marinhos (FAQO, 2014). Neste sistema produtivo, destaca-se a
Asia como detentora de 88% do volume de producdo mundial, e, ainda neste cenério, a Food
and Agriculture Organization of the United Nations— FAO — destaca o0 crescimento constante
do Brasil nos ultimos anos (FAO, 2014).

Ximenes et al (2011) relataram que entre os anos de 2000 e 2009, no cenario mundial, a
pesca de camardo cresceu 7,8%, em contrapartida o cultivo de camardo, principalmente da
espécie Litopenaeus vannamei, teve incremento de 207,5% e como reflexo desse crescimento,
em 2009, a producao da carcinicultura superou o volume capturado. Relata-se que essa espécie
representa cerca de 90% de todos os camardes produzidos no hemisfério oeste (WURMANN
et al, 2004).

Tahim e Aradjo-Junior (2012) atribuiram essa expansdo a fatores como 0 aumento da
demanda internacional por camardo, a alta rentabilidade e, principalmente, “a geragdo das
divisas para as regides ou paises produtores”. Afirmaram, ainda, que houve estimulo e
investimentos pablicos e privados a fim de desenvolver a atividade, sempre aliando inovagdes

tecnoldgicas.

No Brasil, a introducéo do L. vannamei se deu na década de 1980. Desde entéo, a espécie
se mostrou excelente para o cultivo nas condi¢fes climaticas brasileiras, devido a sua ampla
faixa de tolerancia a salinidade, rusticidade, rapidez no crescimento e, a sua boa conversdo
alimentar (COSTA, 2004). Décadas depois, para que a carcinicultura pudesse se estabelecer e
crescer, foi necessario implementar medidas de biosseguridade na cadeia produtiva
(LIGHTNER e PANTOJA, 2001; SANCHEZ e RODRIGUEZ, 2004).

No ambito da biosseguridade, destaca-se a larvicultura, substituindo a coleta de p6s-larvas
e juvenis de ambientes naturais, uma vez que essa pratica tornava a atividade muito susceptivel
a introdugdo de agentes patogenos (LIGHTNER e PANTOJA, 2001). Rocha (2003) afirmou
que a utilizacdo de tecnologias de outros paises, para dominio do ciclo reprodutivo e a

autossuficiéncia na producdo de nauplios e pos-larvas do L. vannamei, que associadas as
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praticas de manejo de 4gua aprimoradas, contribuiu para o expressivo crescimento do camaréo

cultivado no inicio da década de 2000.

Em 1998, cerca de 55% do camarao cultivado no pais era destinado a exportacdo (MPA,
2014). Entretanto, ja a partir de 2004, o Brasil enfrentou uma grave crise na carcinicultura,
Ximenes et al (2011) apontaram como principais fatores causadores da crise, 0s surtos de
Mionecrose Infecciosa (INMV), a desvalorizacdo do ddlar e a acdo “antidumping” realizada
pelos Estados Unidos, em 2003, prejudicando os carcinicultores nacionais, e ainda seguido por
volumes de chuvas em excesso e a concorréncia com a producdo de L. vannamei de paises

asiaticos.

Como consequéncia dessa crise, 0 Brasil perdeu mercado para paises da Asia, fazendo com
que a producdo fosse quase toda destinada para o mercado interno, que em 2010, absorveu
97,1% da producéo nacional (XIMENES et al, 2011). Entretanto, em 2014, percebeu-se uma

timida recuperacao do mercado externo, com exportacdes para Franca e Espanha (MPA, 2014).

Na carcinicultura nacional, destaca-se a regido Nordeste, principalmente os estados do
Ceara e Rio Grande do Norte, que em 2011 detiveram juntos, 78% do total produzido no Brasil.
O destaque da regido nordeste se da, principalmente, por suas caracteristicas edafoclimaticas,
topogréficas e hidrobioldgicas que possibilitam producdo durante todo o ano (FIGUEIREDO
et al, 2003).

A ABCC informou que na regido Nordeste “esta localizada a grande maioria das fazendas
de criacdo de camardo marinho do Brasil, a quase totalidade dos laboratérios de pés-larvas e a
totalidade dos centros de processamento do camardo cultivado para o mercado” (ABCC, 2013).
Além disso, outros fatores como mao-de-obra barata, boa aceitacdo do produto no mercado,
incentivos governamentais e perspectivas de crescimento da demanda também colaboram para
aquele cenario (CAMPOS e CAMPOQOS, 2006).

Oliveira (2014) retrata esse cenario no Vale do Paraiba, ao justificar o fortalecimento da
carcinicultura na regido pelas vantagens que a regido oferece, como disponibilidade de dgua
com boas caracteristicas fisico-quimicas para o cultivo de camardo, bem como a geracéo de

empregos pela atividade.

Em 2011, cerca de 70% da agua utilizada para carcinicultura tinha origem estuarina, e

apenas 23% eram provenientes de rios, sendo pouco expressiva a utilizacdo de agua oceanica,
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de pocos e de acudes, mesmo sendo fontes vidveis e com ampla disponibilidade e disperséo
geogréfica no Brasil, em particular na regido Nordeste (ABCC, 2013).

2.2. Carcinicultura em agua doce

A demanda crescente de mercado internacional por camar&o cultivado, o adensamento das
fazendas nos estuarios e a adaptacdo do L. vannamei as aguas com baixa salinidade, tem
contribuido para o desenvolvimento da carcinicultura em &guas interiores de paises como
Estados Unidos (Arizona, Texas, Alabama e Florida), Equador, Panamad e Brasil
(FIGUEIREDO et al., 2006). No Brasil, esse tipo de cultivo ainda estd em expansao, quando ja
ocupa posicdo de destaque no ranking mundial dos produtores de camardo (CAMPOS e
CAMPOS, 2006).

O L. vannamei é tradicionalmente, cultivado em 4&guas litordneas ou estuarinas
(FIGUEIREDO et al., 2006), porem, diferencia-se das demais espécies de camardo cultivadas,
por possuir caracteristica eurihalina, suportando por isso, ambiente de baixa salinidade, uma
vez que ela € um dos fatores quimicos de maior importancia para o desenvolvimento e
crescimento dos camardes, pois pode alterar as estratégias de utilizacdo dos nutrientes
(MENDES et al., 2006). Tal assertiva se baseia na circunstancia em que baixos niveis de
salinidade, os camardes tendem a usar proteina como fonte de aminoacido, buscando manter a

pressdo osmotica e seu crescimento (ROSAS et al., 2001).

Bray et al (1994) ao estudarem a interagdo entre o nivel de proteina e a salinidade, no
desenvolvimento de L.vannamei, relataram que o aumento do teor proteico, na dieta, pode
compensar o0 crescimento diferenciado atribuido a salinidade. Mendes et al. (2006), ao
estudarem a aclimatag&o do L. vannamei & 4gua doce, com diferentes estratégias de alimentacao
e calagem, concluiram que pos-larvas podem ser aclimatadas a 4gua doce, na aclimatacéo a
concentracdo de cal exerce influéncia significativa nos dados zootécnicos da especie e que a
inclusdo da artémia congelada na dieta proporcionou melhores indices de sobrevivéncia, peso

e comprimento final das pés-larvas.

A carcinicultura de agua doce tem sido reconhecida como uma forma de produzir crustaceos
com baixo impacto ambiental (NEW et al., 2000 apud VALENTI, 2002). Valenti (2002)
afirmou que a atividade adapta-se muito bem aos sistemas familiares de produgéo, atende aos

preceitos da aquicultura sustentavel e apresenta viabilidade econdmica.
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De acordo com Oliveira (2014), ha 39 criadores de camardo da espécie Litopenaeus
vannamei nas margens do Rio Paraiba, distribuidos em uma &rea de 1755 ha. A grande maioria
sdo pequenos produtores, e a atividade gera aproximadamente 125 empregos diretos e 500
indiretos, movimentando mais de R$ 30.000.000,00, por ano, em areas onde anteriormente néo

se utilizava para agricultura e nem para a pecudria.

Ainda, segundo Oliveira (2014), esta regido foi escolhida para a implementacéo da atividade
por ter condicdes fisico-quimicas favoraveis ao cultivo de L. vannamei, e pela probabilidade
baixa de contaminag¢do com 0 WSSV, pois as dguas do Rio Paraiba ndo tém contato direto com

aguas provenientes dos manguezais e estuarios.
2.3. Enfermidades do cultivo de camarao

O aparecimento de doenca, em criatério de camardes, depende de diversos fatores
envolvidos em uma interacdo complexa entre ambiente, patdgeno e hospedeiro. A simples
presenca do patdgeno, em principio, ndo acarretaria em doenca, podendo o camardo conviver
com inimeros patdgenos até o fim do cultivo sem acarretar perdas (LIGHTNER e REDMAN,
1998; SNIESZCO, 1974).

Silva (2011) descreveu a satde do camardo como sendo consequéncia do equilibrio entre o
meio ambiente e o adequado uso de suas fungdes, enquanto que a doenga, como sendo qualquer

distdrbio na saude ou desempenho zootécnico desses animais.

No cultivo de camardes podem ocorrer doencas ndo infecciosas, causadas por agentes
abidticos (méa nutricdo, toxinas e efeitos genéticos), como também podem ocorrer doengas
infecciosas, causada por agentes patdgenos como bactérias, virus, fungos e parasitos. Dentre
esses agentes patdgenos, destacam-se os virus como principal responsavel pelo prejuizo
econdmico e limitante para o desenvolvimento da carcinicultura (FLEGEL et al, 2004;
LIGHTNER, 1996; 2005). Dentre as viroses que acometem os peneideos, destaca-se a
Sindrome da Macha Branca (WSSD).

Aquela virose tem grande importancia econdmica em todo o mundo (KONO et al, 2004),
essencialmente, por conta da réapida replicacdo e alta viruléncia do agente (SANCHEZ-PAZ,
2010). Os surtos dessa doenga causaram mortalidade em massiva em diversos paises,
especialmente os asiaticos (SANGAMAHESWARAN e JEYASEELAN, 2001).
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A WSSD também ja causou surtos no final da década de 1990, no Equador, em um momento
de destaque na carcinicultura daquele pais (RODRIGUEZ et al, 2003), e pouco depois, por volta
de 2005 teve a primeira notificacdo do Brasil, e desde entdo, se tem detectado o virus até em
ambientes de dgua com baixa salinidade (SEIFFERT et al, 2005; CAVALLI et al, 2008;
CAVALLI etal, 2011), evidenciando a répida disseminacdo do agente.

2.3.1. Mancha Branca — WSD
2.3.1.1. Ovirus

A Sindrome da Mancha Branca (WSSD) € causada pelo Virus da Sindrome da Mancha
Branca (WSSV) (LIGHTNER, 2011; OIE, 2012). Foi designado pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV) como o tnico membro do género Whispovirus dentro da familia
Nimaviridae (OIE, 2012). Varios isolados de WSSV com pequenos polimorfismos genéticos
(variantes) foram identificados, entretanto, deve-se levar em consideragdo que como a
Nimaviridae € uma familia recentemente identificada, logo, o conceito inerente a classificacdo

da espécie estara sujeito a mudar (OIE, 2012).

Os virios de WSSV possuem forma ovdide ou elipsoide se aproximando de um bacilo, tém
uma simetria regular, medem 80-120 nm de didmetro e 250-380 nm de comprimento
(DURAND et al, 1997; LO et al. 2012 apud OIE, 2012; NADALA et al, 1998; van HULTEN
et al, 2001), sdo envelopados, de DNA de cadeia dupla (dsDNA) e densidade aproximadamente
de 1,2 g/mL (LIGHTNER, 2011). Apresentam ainda uma extens&o de rosca ou flagelos do tipo
(apéndice) em sua extremidade. Ha diversos isolados identificados em diferentes locais, porém,

todos sdo da mesma espécie viral (LO et al. 2012 apud OIE, 2012).

Momoyama et al (1998) verificaram que esse virus consegue se manter viavel por pelo
menos 30 dias, a 30°C sob condicdes de laboratorio. Comprovou-se, também, a viabilidade do
WSSV em lagoas por pelo menos 3 a 4 dias (NAKANO et al, 1998 apud OIE, 2012). Kumar et
al (2013) demonstraram que em &gua salgada pode ser mantido por até 12 dias, com
permanéncia de até 19 dias em lagoas de sedimento e que, independente da secagem ao sol e

solo, o virus permaneceu viavel por até 35 dias.
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Estudos in vitro demonstraram que ap6s 12h da infeccdo por WSSV j& ocorrem mudancas
metabdlicas nas células (CHEN et al, 2011) e com 48h tornam-se visivel os efeitos citopaticos
(WANG et al, 2000).

Este agente pode ser desativado em 120 minutos a 50°C e 1 minuto a 60°C (NAKANO et
al, 1998 apud OIE, 2012).

2.3.1.2.  Susceptibilidade

Até 0 momento ndo ha registro de nenhum membro da ordem Decapoda, seja de ambiente
marinho, seja de agua doce ou salobra, resistente ao WSSV (FLEGEL, 1997; HOSSAIN et al,
2001; LIGHTNER, 1996; MAEDA et al., 2000; STENTIFORD et al, 2009). Inclusive com

registro de infeccdo em diversas especies selvagens (OIE, 2012).

Todas as espécies de camarfes peneideos sdo altamente suscetiveis a infeccdo, muitas
vezes resultando em mortalidade alta. Lightner (1996) afirma que o camaréo pode se infectar
com o WSSV em todas as fases de sua vida, de ovos a reprodutores. A infecgdo por WSSV
pode ocorrer de forma vertical (trans-6vulo), horizontal pelo consumo de tecido infectado (por
exemplo, o canibalismo, predacdo, etc.) e por veiculacdo hidrica. Pode, também, haver

individuos infectados, porém, aparentemente sadios, que também veiculam o virus (OIE, 2012).

Quanto aos vetores e reservatorios deste virus, estudos revelaram a capacidade do
zooplancton, em especial, de rotiferos carrear o WSSV (ZANG et al, 2006), exceto em forma
de ovo (YAN et al, 2007). De modo semelhante, algumas poliquetas foram identificadas como
fonte de infec¢do em carcinicultura (HARDYADI et al, 2015; VIJAYAN et al, 2005).

Também endossam a lista de susceptiveis e possiveis reservatorios os caranguejos (DING
et al, 2015; LO et al, 1996; POWELL et al, 2015), lagostas (LO et al, 1996; MUSTHAQ et al,
2006), inseto da familia Ephydridae (LO et al, 1996), lagostim (HUANG et al, 2015;
LIRAVANICHPAISAL et al, 2001), copépodes (ZHANG et al, 2008) e até artémia (LI et al,
2003; ZHANG et al, 2010). Os estudos sobre os susceptiveis sdo inimeros, tamanha a sua

importancia na biosseguridade de uma fazenda de cultivo de camaréo.
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2.3.1.3.  Perfil da doenca

Surtos de WSSD podem ser desencadeados por fatores de estresse, tais como mudancas
bruscas de salinidade ou de temperatura (GRANJA et al, 2003; VIDAL et al., 2001) ou até
mesmo, a propria desova (LIN et al, 2012). Na fase aguda, os camardes infectados pelo WSSV
tem uma reducdo do apetite, letargia e sua cuticula solta-se. Pode-se observar algumas manchas
brancas de aproximadamente 2,0 mm de diametro (podendo se aglutinar em placas maiores),
no lado interno da carapaca, mas que podem também estar presentes em qualquer parte da
superficie interior do exoesqueleto (LIGHTNER, 2011; OIE, 2012).

As manchas brancas representam depositos anormais de sais de calcio pelo epitélio cuticular
infectado com WSSV (LIGHTNER, 2011). Essas manchas brancas ndo podem, por si S0, serem
atribuidas exclusivamente a WSSD, uma vez que a alta alcalinidade e bacterioses também
podem causé-las, assim como outras variagdes de cores como tons de rosa e vermelho (OIE,
2012). Nas criacOes, nas quais ocorrem tais alteracdes, ha a presenca de taxas de mortalidade
alta, podendo chegar a 100% em poucos dias (LIGHTNER, 2011; OIE, 2012).

O WSSV infecta principalmente os tecidos de origem embrionaria ectodérmica e
mesodérmica, especialmente o epitélio cuticular e tecidos conjuntivos subcuticulares
(WONGTEERASUPAYA, et al.,, 1995). Embora o WSSV infecte o tecido conjuntivo
subjacente ao hepatopancreas e intestino, as células epiteliais tubulares destes dois érgaos,
mesmo sendo de origem endodérmica, ndo sdo envolvidas (OIE, 2012). Esse virus também

mostra tropismo por érgdos reprodutivos (LO et al, 1997).

Em preparagdes de “squash” de branquias e/ou epitélio cuticular, pode-se visualizar nlcleos
hipertrofiados e, em camarfes altamente infectados, detecta-se inclusdes intracelulares
eosinofilicas (OIE, 2012). Essas inclusdes também podem ser visualizadas em cortes
histologicos de epitélio cuticular, tecido conectivo, e menos frequentemente em epitélio de
glandula antenal, membrana das células de orgdos linfoides, tecidos hematopoiéticos, e
fagdcitos do coragdo fixados (LIGHTNER, 2011). Normalmente, um nucleo infectado por
WSSV, contém um Unico corpo de inclusdo (LIGHTNER, 2011).

2.3.1.4.  Diagnostico de WSSD

As principais formas de diagnostico para essas enfermidades séo a observacao de mudancas

comportamentais, exame a fresco, histopatoldgico, Loop-medited Isothermal Amplification (ou
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Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop - LAMP), Polymerase Chain Reaction (ou Reagéo
em Cadeia de Polimerase - PCR) e hibridizacéo in situ (OIE, 2012; 2014). Para chegar a um
diagnostico diferencial é aconselhavel a utilizacdo de um segundo método diagnoéstico além do
exame a fresco e histopatoldgico, como por exemplo hibridizacdo in situ, PCR ou LAMP
(LIGHTNER 2011; OIE, 2012).

Segundo a OIE (2012), os Unicos testes altamente recomendados para vigilancia em juvenis
e adultos, diagnostico presuntivo e diagnostico definitivo sdo PCR e LAMP. Dentre essas, a
LAMP se destaca por ser um teste mais barato, com uma reacdo mais simples e de maior
eficiéncia, quando comparado com PCR (PARIDA, et al, 2008). Também relata-se que a LAMP

possui maior especificidade, sensibilidade e estabilidade durante o teste (DHAMA et al, 2014).

Desde seu desenvolvimento e divulgacdo em 2000 (NOTOMI et al, 2000), a LAMP vem
sendo amplamente utilizada nos estudos relacionados ao WSSV, como por Kono et al (2004),
que elaboraram pela primeira vez, os iniciadores especificos para deteccdo do WSSV e
realizaram a LAMP, comparando-a com a PCR e obtiveram resultados positivos. Em 20009,
Jaroenram et al, desenvolveram um LAMP combinado com Chromatographic Lateral Flow
Dipstick (LFD), a fim de diminuir o tempo e custo da LAMP, e também obtiveram resultados

positivos.

2.3.1.5. Loop-Mediated Isothermal Amplification ou Amplificacdo Isotérmica
Mediada por Loop — LAMP

LAMP ¢ uma técnica de amplificacdo isotérmica do DNA desenvolvida por Notomi et al
(2000), que para sua realizacéo, sdo necessarios quatro iniciadores especificos, complementares
a fita de DNA alvo (que se deseja a amplificacdo). Esses iniciadores sdo usualmente
denominados FIP (Forward Inner Primer), BIP (Backward Inner Primer), F3 ou FOP
(Forward Outer Primer), e B3 ou BOP (Backward Outer Primer) (PREMIER BIOSOFT).

Os iniciadores sdo desenvolvidos a partir de seis regides distintas do DNA alvo, sendo elas
F3c, F2c e F1c, localizados na extremidade 3’ ¢ B3, B2 e B1 na extremidade 5° (CHIARI, 2010).
Outro elemento importante na LAMP é a DNA polimerase, Bst DNA Polimerase (Bacillus
stearothermophilus), pois é uma enzima capaz de deslocar a fita de DNA, dispensando dessa
forma a necessidade de uma desnaturacdo térmica da dupla fita de DNA para que ocorra sua

separacdo (DRAPALA e KORDALEWSKA, 2012).
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Toda a reacdo ocorre em uma temperatura constante de 65°C, durante 1h (NOTOMI et al,
2000). Todo o processo pode ser dividido em duas etapas, uma ndo ciclica e uma ciclica
(DRAPALA e KORDALEWSKA, 2012). Na primeira etapa da LAMP, todo os quatro
iniciadores sdo utilizados, posteriormente somente os FIP e BIP sdo usados (NOTOMI et al,
2000). LAMP recebe esse nome devido ao produto gerado apds oito passos da etapa ndo ciclica,
que acaba por formar uma fita complementar em forma de halteres (ou grampo) (CHIARI,
2010).

A etapa ndo ciclica da reacdo da LAMP pode ser descrita da seguinte forma:

(1) Comeca com o iniciador FIP se ligando a regido F2. do DNA alvo e assim iniciando
a formacdo de uma fita complementar (figura 1) (EIKEN CHEMICAL CO., 2016; NOTOMI
et al, 2000; PREMIER BIOSOFT, 2016).

Figura 1: Primeiro passo da etapa ndo ciclica da reacdo LAMP.

F3c F2c Fic TargetDNA B1 B2 B3

3 & N B N 5'
5' . N "] : 3
F3 F2 R Blc B2c B3c
F3c F2c Fic BT B2 B3
3' . . N N Y
EIP : [ S , 3'
5 F2 F1 Blc B2c Bic
Flc
Fonte: Adaptado de Premier Biosoft, disponivel em:

http://www.premierbiosoft.com/tech notes/Loop-Mediated-1sothermal-Amplification.html

(2) Em seguida o iniciador F3 lentamente se liga a regido F3. do DNA alvo e inicia a
formacéo de outra fita complementar ao DNA alvo, liberando a fita complementar iniciada pelo
FIP (figura 2 A). A fita complementar liberada forma um “/oop ” na extremidade 5’ devido a
afinidade da regido F1¢ e F1 (figura 2 B) (EIKEN CHEMICAL CO., 2016; NOTOMI et al,
2000; PREMIER BIOSOFT, 2016).


http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/Loop-Mediated-Isothermal-Amplification.html
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Figura 2: Segundo passo da etapa néo ciclica da reacdo LAMP.

(A) F3c¢ F2c Fic B1 B2 B3
3' EE Em o N I . 5
F3 Primer |, I I e— 3
F3;Z'?';" F2 K1 Blc B2c B3c
Flc l
(B) F3c F2c Fic Bl B2 B3
3 N I EE . 5
5! -.|m-s S 3
F3 F2 F1 Blc B2c B3c
F1
F2 S — & 3
L Blc B2c¢ B3¢
Fic §'
Fonte: Adaptado de Premier Biosoft, disponivel em:

http://www.premierbiosoft.com/tech notes/Loop-Mediated-lsothermal-Amplification.html

(3) Essa fita simples de DNA com um “/oop ” serve como modelo para que o iniciador
BIP se ligue a extremidade 3’ e se inicia a formagdo de uma fita complementar a que ele se
ligou (figura 3 A). Durante esse processo o “loop” se desfaz e a fita fica linear novamente
(figura 3 B) (EIKEN CHEMICAL CO., 2016; NOTOMI et al, 2000; PREMIER BIOSOFT,
2016).

Figura 3: Terceiro passo da etapa ndo ciclica da reagdo LAMP.

F1 Bic B2c B3c
(A) 2 ( e 3
il 5 <+ n
Fic 3'82 W [BIP]
l Blc
File F2 F1 Blc B2c B3c
(B) 5 C Eeesss— == 3
3' - -, o o
F1 F2¢ Flc B1 B2 5'

Blc


http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/Loop-Mediated-Isothermal-Amplification.html
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Fonte: Adaptado de Premier Biosoft, disponivel em:

<http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/Loop-Mediated-1sothermal-Amplification.htmI>

(4) O iniciador B3 se liga ao BIP e por meio da acdo da DNA polimerase comecando da
extremidade 3’ (figura 4 A), que entdo libera essa nova fita simples de DNA, que ir& formar
dois “loops”, uma em cada extremidade da fita, ficando com o formato de um haltere (ou
grampo) (figura 4 B). Essa estrutura € que inicia a etapa ciclica da LAMP, onde ocorre a maior
amplificacdo (EIKEN CHEMICAL CO., 2016; NOTOMI et al, 2000; PREMIER BIOSOFT,
2016).

Figura 4: Quarto passo da etapa néo ciclica da reacdo LAMP.

(A) Filc F2 F1 Blc B2c B3c
5 - 444
3 (S ] N Iy BN e
F1 F2c¢ Filc B1 B2 5'
l Blc
Fle F2 F1 Blc B2c B3c
(B) s -, i 3
3 == ] L .. 5’
F1 F2c¢ Filc Bl B2 B3
Flc B1
j—
cm‘ &= '. : ’82
F13 5'B1c
Dumbbell Shape Structure
Fonte: Adaptado de Premier Biosoft, disponivel em:

http://www.premierbiosoft.com/tech notes/Loop-Mediated-Isothermal-Amplification.html

Na etapa ciclica, os iniciadores FIP e BIP se ligam a regido de “loop” e iniciam a
formacéo de mais fitas de DNA, formando estruturas com formato parecido com um couve-flor
(NOTOMI et al, 2000) (figura 5).


http://www.premierbiosoft.com/tech_notes/Loop-Mediated-Isothermal-Amplification.html

Figura 5: Produto final da LAMP, fitas longas de DNA, em processo de amplificacao.
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Fonte: Adaptado de Notomi et al (2000).
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3. Material e métodos

3.1. Local para colheita das amostras

No Rio Paraiba, que é o mais importante do estado da Paraiba, cuja bacia hidrogréfica é a
segunda maior do estado, abrangendo 38% de seu territorio (AESA, 2016; SILVA, 2003).
Tendo aproximadamente 300 km de extensdo, nascendo na Serra Jabitacd, no municipio de
Monteiro e desagua na regido canavieira, na planicie litoranea (SILVA, 2003). Foi realizado o
estudo, com base em amostras as margens do Rio Paraiba, coletadas no Vale do Paraiba, trecho
no qual o rio ndo recebe nenhum afluente. O Vale esta localizado entre a regido do médio e do

baixo Paraiba, distando aproximadamente 100Km da foz.

As coletas foram realizadas durante o més de julho de 2015. Foram demarcados oito pontos
de coleta, em ambas as margens do Rio Paraiba, sendo o georreferenciamento destes ilustrados

no quadro 1 abaixo:

Quadro 1: Listagem dos pontos de coleta no Rio Paraiba — PB, e seus respectivos

georreferenciamento.

Pontos Latitude Longitude
P1 07°26°34” 35°31°25™
P2 07023729 35°31°25™
P3 07°22°51" 35931717
P4 07°21°21" 35027711
PS 07°23°55™ 35032722
P6 07°22°35” 35°30°57”
P7 07°22°09” 35929740
P8 07°21°12” 35926718

Fonte: Arquivo pessoal.

O primeiro foi na barragem de Acaud (Argemiro de Figueiredo), que dista cerca de 20 Km
a montante do Gltimo ponto de coleta, como ilustrado na figura 6. Os pontos foram escolhidos
de acordo com 0 acesso ao local de coleta e proximidade com pontos de captacdo de agua para
criacdo de L. vannamei, sendo distribuidos quatro pontos em cada margem do rio, portanto, em

alguns momentos os pontos se intercalam ao longo do rio.
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Figura 6: llustracdo da localizacdo geogréafica dos pontos de coleta no Rio Paraiba — PB, para
pesquisa de WSSV.

uumsmf

@ 1-Llat07° 26'34"/ Long 359 33 39" @ 5 - Lat 07° 23' 55/ Long 35° 32" 22"
@ 2-lat 070 23'29"{ Long 359 31" 25" @ 6 - Lat 07° 22' 35"/ Long 350 30' 57
25 o 25 & km @ 3-lato7o 2251/ Long 359 31° 17" @ 7 - Lat 070 22' 09"/ Leng 350 29' 401
@ 4-lat07° 21' 21" Long 359 27 11" @ & - Lat 07° 21' 12"/ Long 35° 26' 18

Coordenadas Geograficas
Q 1}

Fonte: Arquivo pessoal. Setas verdes indicando a dire¢éo do fluxo de agua do rio.



26

3.2. Amostragem

Para monitoramento ambiental e identificacdo de possiveis reservatorios e/ou vetores na
natureza, foram coletados espécimes de camardo Palaemon pandaliformis, e moluscos
Pomacea lineata e Melanoides tuberculatus. Estas foram as espécies escolhidas apos
observagdes sobre sua predominancia no trecho estudado do Rio Paraiba.

Em cada ponto de coleta, foram capturadas manualmente, 10 amostras de cada espécie.
Os animais foram coletados no Rio Paraiba e imediatamente acondicionados em potes plasticos

de boca larga e tampa em rosca.

Ap0s a coleta, os animais foram submetidos a insensibilizagdo por choque térmico,
sendo colocado gelo no recipiente plasticos no qual estavam acondicionados (BOUCENNA et
al, 2015; FU et al, 2014; MILINSK et al, 2004; SUNILA e VISEL, 2015; WANG et al, 2000).

Em seguida, os P. pandaliformis tiveram seu corddo nervoso cortado e se procedeu a
retirada de fragmentos das branquias, uma vez que é nesta regido onde espera-se encontrar a
maior concentra¢io do WSSV. Os P. lineata tiveram cerca de 10mm? retirados dos pés e 0s M.

tuberculatus foram utilizados por inteiro, apds a retirada da carapaca.

No P1 foram coletados um M. tuberculatus, quatro P.pandaliformis, e quatro P. lineata,
acondicionados em formol e encaminhados ao Laboratério de Malacologia, do Departamento
de Pesca da Universidade Federal Rural de Pernambuco, para realizacdo de identificacdo

taxondmica pelo Prof. Dr. José Carlos Nascimento de Barros.

3.3. Extragdo de DNA e Loop-mediated Isothermal Amplification (LAMP)

As analises moleculares foram realizadas no Laboratorio de Analises Moleculares da
Potipora. Primeiramente, as amostras foram codificadas com numeracdo de um a 147, e em
seguida, foram fracionadas ao meio, para que se utiliza-se uma parte e ainda tivesse amostra
guardada para qualquer eventualidade. As amostras foram lavadas por meio da adi¢do de 1000
uL de agua ultra-pura livre de DNAse (LGC Biotecnologia) e, centrifugadas (Mikro 120 —
Hettich) a 1400 rpm durante cinco minutos, com posterior descarte da agua. Esse processo se

repetiu cinco vezes até que ndo houvesse mais residuos de etanol nas amostras.
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Com as amostras sem residuos, procedeu-se a maceracdo para extracdo do DNA, que
foi conduzida por meio da utilizagdo do Kit de Extracdo de DNA (Concepto Azul, Equador),
conforme as instrugcdes do fabricante. A extracdo se deu adicionando 400 pL do reagente R1
em cada microtubo seguido de incubagdo a 95°C por 10 minutos, entdo as amostras foram
colocas na centrifuga (Mikro 120 — Hettich) a 1400 rpm durante cinco minutos, e 200 pL do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo contendo 400 pL do reagente R2A e
centrifugados (Mikro 120 — Hettich) a 1400 rpm durante cinco minutos, retirando-se o
sobrenadante, sendo adicionados 200 pL do reagente R2B e novamente centrifugados (Mikro
120 — Hettich) a 1400 rpm durante cinco minutos. Retirou-se o sobrenadante e adicinou-se
novamente 200 pL do reagente R2B, com posterior centrifugacdo (Mikro 120 — Hettich) a 1400
rpm durante cinco minutos. Concluida essa etapa, retirou-se o sobrenadante e acrescentou-se
100 pL de &gua ultra-pura livre de DNAse (LGC Biotecnologia). O DNA extraido foi
armazenado a -20°C até posterior uso na LAMP.

Aplicou-se o Kit LAMP para WSSV (Concepta Azul, Equador), segundo as instrucdes
do fabricante no qual dois pL de DNA extraido das amostras foram misturados ao Mix do Kit
(descrito no quadro 02) e &gua ultrapura para g.s.p de 14ul. Em seguida colocou-se os tubos no
termociclador (T1 Thermocycler 96 - Biometra) durante uma hora com a temperatura constante
de 65°C.

Os produtos da LAMP (234 pb) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
3%, durante 10 minutos a 225V. Em todos os géis, foram inseridos controles positivo e negativo
(dgua ultra-pura livre de DNAse (LGC Biotecnologia).

Quadro 02: Relagdo dos constituintes do Mix do Kit LAMP para WSSV (Concepta Azul,
Equador).

Componente Fabricante Concentragéo final
dNTP Mix Promega 1,5mM

Solucdo de MgSO4 Uniscience do Brasil LTDA | 6,25nM

Thermo Pol Reaction Buffer Pack New England Bio Labsinc | 1X

Betaine Solution Sigma iM

Bst DNA Polymerase Large Fragment | New England Bio Labsinc | 8U

FIP WSSV Potipora - Concepta Azul 1,4 p moles
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BIP WSSV Potipord - Concepta Azul 1,4 p moles
F3 WSSV Potipord - Concepta Azul 0,7 p moles
B3 WSSV Potipora - Concepta Azul 0,7 p moles

Fonte: Arquivo pessoal.

3.4. Analise estatistica

A anélise estatistica empregada foi do tipo descritiva por meio das distribuicdes de
frequéncias absolutas e relativas segundo Sampaio (1998). E também foi calculado o Intervalo
de Confianca para proporcdo, utilizando a formula a seguir:

NS
IC = +Z .erro
Total
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4. Resultados

Coletou-se um total 147 amostras, sendo 40 de Melanoides tuberculatus (27%) (figura 07 -
A), 26 de Pomacea lineata (18%) (figura 07 - B) e 81 de Palaemon pandaliformis (55%) (figura
07 - C), todos adultos. Ao exame a fresco, todos os espécimes coletados apresentavam-se

aparentemente higidos.

Figura 07: Espécimes adultos coletados. A — M. tuberculatus; B — P. lineata; C — P.

pandaliformis.

Fonte: Arquivo pessoal.

Todas as amostras foram submetidas a LAMP, e consequentemente efetuada a leitura das
placas em eletroforese, a fim de identificar as amostras positivas e as negativas para a presenca
do WSSV, com a ajuda do controle positivo e do controle negativo presentes nas placas, como
ilustrado na figura 08.
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Figura 08: Eletroforese de LAMP para detecgcdo do WSSV.

82 83 84 85 8 87 88 89 080 91 92 93

Fonte: Arquivo pessoal. Amostras positivas para WSSV destacadas em vermelho. CP —
Controle positivo e CN — Controle negativo.

A distribuicdo dos resultados sobre a presenca de WSSV, obtidos pela LAMP, das espécies
Palaemon pandaliformis, Pomacea lineata e Melanoides tuberculatus, estdo dispostos nas
figuras 9, 10 e 11, respectivamente, de acordo com o ponto de coleta, devidamente indicado na
imagem. Nos pontos P2, P4, P6 e P8 ndo se conseguiu coletar algum exemplar da espécie
Pomacea lineata, por ndo terem sido encontrados no local, nem préximos ao ponto de captacédo
de &gua, portanto, ndo ha grafico representativo. O mesmo ocorreu com a espécie M.

tuberculatus, nos pontos P3, P4, P7 e P8.

Observando as figuras 9, 10 e 11, percebe-se que no P1 houve o maior nimero de coletas,
10 exemplares de cada espécie, e que nesse ponto encontrou-se positivos para WSSV em todas
as espécies. No P5 também houve coleta de todas as espécies, porém, nenhum positivo para
WSSV na espécie P. pandaliformes. Nos pontos P4 e P8, s6 houve a coleta de camar@es (P.
pandaliformes), em ambos com animais positivos para WSSV pela LAMP. Nos demais pontos
houve coleta de pelo menos duas espécies. No P7, mesmo com a coleta de 20 espécimes (10 P.
pandaliformes e 10 P. lineata) ndo encontrou-se henhum animal positivo para a presenca do
WSSV.

A espécie P. lineata foi a com menor nimero de espécimes coletados, apresentando um
Intervalo de Confianca (IC) de 7,69 £ 10,24%. Seguida pela M. tuberculatus, que apresentou
um IC de 32,50 + 14,51%. E com o maior nimero de espécimes coletados, esta a espécie P.

pandaliformes, apresentando o IC de 22,22 + 9,05%.



Figura 9: Distribuicdo espacial dos valores relativos dos resultados obtidos pela LAMP na espécie Palaemon pandaliformis.

UMBUZEIRO /\//\\

N
Coordenadas Geograficas
(AJ @ 1-Lat07° 26' 39"/ Long 35° 33' 39" @ S - Lat 07° 23' 55" / Long 35° 32" 22"
@ 2-Lat 07023 29"/ Long 352 31" 25" @ 6 - Lat 07° 22' 35" / Long 359 30° 57"
g 0 25 5 ki @ 3-Lat07022' 51"/ Long 350 31" 17" @ 7 - Lat 079 22' 09" / Long 359 29" 40"

@ 4-Lat07°21' 21"/ Long 352 27 11" @ 8- Lat 072 21' 12" / Long 35% 26" 18"

Azul indica os valores positivos e laranja os valores negativos, as setas azul indicam o fluxo das &guas do rio. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 10: Distribuicao espacial dos valores relativos dos resultados obtidos pela LAMP na espécie Pomacea lineata.

Coordenadas Geograficas
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@ 4-Lat07°21' 21"/ Long 35¢ 27' 11" @ 8 - Lat 07° 21' 12" / Long 35° 26' 18"

Azul indica os valores positivos e laranja os valores negativos, as setas azul indicam o fluxo das &guas do rio. Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 11: Distribuicao espacial dos valores relativos dos resultados obtidos pela LAMP na espécie Melanoides tuberculatus.

Coordenadas Geograficas
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3E o 25 & km @ 3-Lat 07222 51"/ Long 352 31" 17" @ 7 - Lat 072 22' 09" / Long 352 29" 40"

@ 4-Llat07221' 21"/ Long 352 27 11" @ 8 - Lat 072 21' 12" / Long 35° 26' 18"

Azul indica os valores positivos e laranja os valores negativos, as setas azul indicam o fluxo das &guas do rio. Fonte: Arquivo pessoal.
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5. Discussao

Na regido do Vale do Paraiba, na Paraiba, a carcinicultura tem se desenvolvido, por meio
da utilizacdo das aguas do rio Paraiba que percorre todo o vale (OLIVEIRA, 2014). Ja em 2006,
Figueiredo et al, apontaram que a expansdo da carcinicultura em aguas interiores, especialmente
da espécie Litopenaeus vannamei tem contribuido paro o desenvolvimento da atividade em
diversos paises, incluindo o Brasil. Toda via, essa atividade tem se expandido espontaneamente,
sem uma politica que a regulamente (FIGUEIREDO, 2006).

Mesmo sem uma politica regulamentadora, o cultivo de L. vannamei em agua oligohalina,
impulsionou diversos estudos buscando dados zootécnicos de producdo e produtividade da
espécie (ARANEDA et al, 2008; FONSECA et al, 2009; MENDES et al, 2006; ROSAS et al,
2001; SILVA, 2010; SPANGUERO et al, 2008), bem como sobre sua viabilidade econémica
(CAMPOS e CAMPQOS, 2006). Todos apontaram resultados satisfatérios, indicando a
possibilidade de expandir a atividade em territério nacional de forma lucrativa, como exemplo
a instalacdo e expansdo da atividade carcinicola as margens do rio Paraiba desde 2013
(ITABAIANA 24 HORAS, 30/09/2013).

Contudo, Figueiredo et al (2006) apontaram diversos problemas relativos a expanséo da
carcinicultura em &guas interiores, dentre eles estdo o elevado consumo de &gua doce,
concorrendo com outros usos e ao langamento de efluentes diretamente nos corpos d’agua. Na
Regido de Itabaiana a chuva escassa vem causando problemas de abastecimento e utilizacdo da
agua do rio Paraiba, tornando o acesso a agua, por parte dos carcinicultores, restrito (G1 — PB,
17/10/2015; JORNAL DA PARAIBA, 17/10/2015) e em pouco tempo proibindo o uso da gua
do rio Paraiba (CAGEPA, 09/11/2015), diminuindo assim a produtividade de uma atividade

altamente rentavel.

Além disso, pouco se sabe sobre agentes patdgenos aos camardes cultivados, que estejam
presentes nesses novos ecossistemas explorados, o que pode influenciar diretamente nas
medidas de biosseguridade a serem tomadas. Espera-se que com a mudancga de habitat, a
incidéncia de doencas no cultivo de L. vannamei diminua (ARANEDA et al, 2008). Todavia,
carcinicultures de diversos paises, estdo sofrendo prejuizos por causa do Vibrio cholerae,
mesmo que ainda ndo reportada no Brasil, essa vibriose tornou-se o maior problema atual em
criacBes de L. vannamei em agua doce (CAO et al, 2015; WANG et al, 2013).
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Produtores do Vale do Paraiba relataram o surgimento de uma doencga cuja caracteristicas
epidemiologicas se assemelham a WSSD. Em ambientes de &gua salubre ja se detectou a
presenca do WSSV em camardes (CHAKRABARTY et al, 2014; PENA et al, 2007) e outros
crustaceos (MARQUES et al, 2011; POWELL et al, 2015). Desse modo, ainda que nao se tenha

estudo anterior na regido, a hipdtese deste trabalho quanto a ocorréncia se confirmou.

Ao se detectar o WSSV em crustaceo e moluscos silvestres do rio Paraiba (Palaemon
pandaliformis, Pomacea lineatae Melanoides tuberculatus), reforca a preocupacao quanto as
criaces considerando que os locais de coleta coincidem com os pontos de captacdo de agua
para os criatorios e estando o virus presente, o risco aumenta. Neste sentido, 0 monitoramento

dos possiveis reservatorios na natureza é crucial, como citam Martorelli et al (2010).

E para tanto, a escolha do exame LAMP, seguindo as recomendagdes da OIE, torna-se o
mais viavel (OIE, 2012), mesmo sendo uma teécnica relativamente recente (NOTOMI et al,
2000) esta sendo amplamente explorada no ambito da patologia de animais aquéticos, como
estudos buscando desenvolver iniciadores para doenca mais recente que a WSSD
(KONGRUENG et al, 2015), bem como usada em consorcio com outras técnicas, buscando
identificar e quantificar agentes (ZHONG, et al, 2016). E em alguns momentos, quando
comparada a PCR, a LAMP mostrou resultados melhores, como evidenciado por Yingkajorn et
al (2015).

Diante dos resultados obtidos pela LAMP, constatou-se que ao longo do curso do rio, onde
ha criacbes com o relato de doenca semelhante a Sindrome da Mancha Branca, foram
encontrados camardes nativos (P. pandaliformes) portadores do Virus da Sindrome da Mancha
Branca. Isso comprova que o WSSV pode afetar qualquer membro da ordem Decapoda,
independente da salinidade de seu ambiente e de seu estagio de desenvolvimento (FLEGEL,
1997; HOSSAIN et al, 2001; LIGHTNER, 1996; MAEDA et al., 2000; STENTIFORD et al,
2009).

Portanto, os camardes positivos encontrados, podem ter surgido devido ao contato destas
espécies nativas com os efluentes dos produtores locais. Entretanto, a ndo deteccéo da presenca
do virus no P7, e a baixa incidéncia no P5, ndo elimina a presenca do WSSV, uma vez que este

foi encontrado a montante e a jusante destes locais.
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No P1, que corresponde a Barragem de Acaud (Argemiro de Figueiredo), encontrou-se nove
amostras positivas (quatro Palaemon pandaliformis, uma Pomacea lineata e quatro Melanoides
tuberculatus). Devido ao registro de somente um produtor a montante, no municipio de
Boqueirdo, em que ndo ha relatos de problemas em seu cultivo, esse achado revela que ha algum
problema ainda ndo detectado que pode ter levado a contaminacéo do rio, e assim, infeccdo dos

animais estudados.

Embora ndo haja caracteristicas de infeccdo aparente, o despejo de animais e restos
possivelmente contaminados com WSSV no rio, pode ser a causa de infeccdo dos animais
silvestres, mesmo que estes ndo manifestassem a doenca. Pois a infeccdo de animais selvagens
para animais de cultivo ja foi comprovada por Kanchanaphum et al (1998) e Momoyama

(2003), podendo o inverso também ocorrer.

A hipoétese do virus ser carreado por grandes distancias, foi levantada por Martorelli et al
(2010), quando defenderam a possibilidade do WSSV ter sido carreado por animais, incluindo
plancton e copépodes parasitas, infectados no Brasil e levados por correntes maritimas até o
estuario da Bahia Blanca— Argentina. Os mesmos autores também especulam que animais com
infeccdo aguda por WSSV podem ter morrido e os demais terem se alimentado de seus restos,

perpetuando a infec¢do e permanecendo vivo aqueles crustdceos com infecgédo crénica.

Como dentre os camarBes silvestres coletados nenhum apresentava caracteristica
macroscopica de infeccdo por WSSV, pode-se inferir que estes apresentavam uma infec¢do
crbnica, ou que a carga viral presente naquele ambiente ndo era suficiente para desencadear a
doenca, pelo menos ndo sem que ocorresse um estresse maior a esses camaroes e, assim, sua
imunidade diminuisse. Esse achado colabora com o de Hill (2000), no qual crustaceos silvestres
infectados pelo WSSV, tiveram poucas indicacdes do desdobramento da WSSD. J& os
moluscos, como ainda ndo ha relatos desses animais sendo vetores para 0 WSSV, passa-se a ter

um novo alerta na forma de disseminagédo desse agente.

H& estudos comprovando a presengca do WSSV em animais marinhos capturados, como
camardes (PENA et al, 2007), caranguejos (MENG et al, 2009) e outros, porém sem que fosse
provado algum problema em decorréncia da presenca do virus nesses ambientes. Chapman et
al, (2004) justificaram que essa auséncia de infeccbes graves, pode ocorrer devido a nédo

sobrevivéncia dos animais doentes, uma vez que esses estariam mais vulneraveis a predacao ou
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a progresséo rapida da WSSD. Desta forma, torna-se aceitivel encontrar camardes infectados

com o virus da Sindrome da Mancha Branca, sem que 0s mesmos estivessem de fato doentes.

Os resultados obtidos por essa pesquisa, indicam o potencial disseminador que a espécie
Melanoides tuberculatus pode ter, ao albergar o WSSV, uma vez que a mesma é capaz de
sobreviver em ambientes com diferentes niveis de salinidade (BOLAJI et al, 2011; SILVA e
BARROS, 2015), podendo afetar ndo somente a criacdo de L. vannamei em agua interiores,
como também nas criacdes de areas costeiras. E estando disseminada por quase todas as regides
do pais (FERNANDEZ et al, 2003), especialmente em estados da regido Nordeste com maior
producdo de L. vannamei (FIGUEIREDO et al, 2003), podendo acarretar grandes perdas ao

setor de carcinicultura.

Embora ainda ndo se tenha bem mensurado os danos da carcinicultura ao ecossistema,
aponta-se como o principal a destruicdo do ambiente na qual é instalada (BAILEY, 1988;
FIGUEIREDO etal, 2006; PAEZ-OSUNA, 2001). Em &gua oligohalina, Martorelli et al (2010),
realizando monitoramento da Bahia Blanca — Argentina durante quatro anos (2003 —2007), ndo
encontraram evidéncias do WSSV, somente em 2008 e 2009 que esse virus foi detectado,
causando doenca nos animais silvestres, porém sem altas mortalidades registradas. Estudos
sobre a introducdo de patdgenos e, principalmente, sua consequéncia em habitats diferentes

ainda sdo insuficientes.

Briggs et al (2004) evidenciaram que algumas doengas somente tornam-se epidémicas
guando os animais estdo em condicGes intensivas de criacdo, colaborando com Lo et al (1996),
qgue observaram a morte de caranguejos e camardes selvagens infectados com WSSV e
assintomaticos, quando trazidos para condic6es de laboratdrio. Como o0s animais objeto desse
estudo ndo foram levados para confinamento em laboratdrio, ndo pode-se confirmar esta

afirmacéo.

O WSSV ¢ um virus com alta mortalidade, com replicacdo em 20h (a 15°C) e que pode
permanecer viavel por pelo menos 30 dias (a 30°C) em agua salgada (OIE, 2012), sua
introdugdo em habitats com espécies susceptiveis pode ser desastroso, uma vez que a
mortalidade pode chegar a 100% em poucos dias (HAMEED et al, 2001). Neste sentido, sugere-
se 0 monitoramento de espécies nativas que sofrem influéncia de cultivos de camardo, como

medida de controle de infeccéo por este virus. Este é o primeiro registro, da influéncia de um
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ambiente de cultivo de L. vannamei em agua doce, sobre a taxa de infeccdo por WSSV em

espécies nativas.
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6. Conclusao

Os resultados revelaram que nas espécies silvestres do rio Paraiba — PB, Palaemon
pandaliformis, Pomacea lineatae e Melanoides tuberculatus encontra-se o Virus da Sindrome
de Mancha Branca e que estes animais tornam-se uma peca importante na manutencdo deste
agente nas areas de producdo de camardo local, atuando com vetores e/ou reservatérios do
WSSV na natureza.
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