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Relato de Caso/Case Report

Sedimento e 4gua podem atuar como reservatorios para o virus da mancha branca em criacéo de

camaroes

Lissandra Souto Cavalli'", Carolina Reyes Batista?, Bruna F.S. Nornbergz, Luis Fernando Marins?, Paulo
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Resumo - Agua e sedimento de viveiros podem atuar como reservatorios virais naturais, além de outros
organismos aquaticos, contribuindo para a disseminagcdo e transmissao de virus como o virus da mancha
branca (WSSV). O objetivo deste trabalho foi identificar a presenca de &cidos nucleicos/material genético
DNA de WSSV no sedimento e dgua em viveiros de criagdo do camardo branco Litopenaeus vannamei.
DNA total foi extraido a partir de amostras de sedimento e 4gua em quatro viveiros de criagdo. A presenca
de DNA viral foi verificada por uma reacdo de amplificacdo - nested PCR. As amplificacbes revelaram a
presenca de DNA de WSSV nas amostras de sedimento e de &4gua de dois diferentes viveiros. Os resultados
demonstram que 0 WSSV pode estar presente no sedimento e agua de viveiros de criacdo de camarao,
atuando como potenciais reservatorios para a disseminacdo deste patogeno. Medidas sanitarias e de
profilaxia devem ser eficientemente empregadas para se evitar futuros casos da doenga. O monitoramento da
presenca de WSSV na agua e solo dos locais de criagcdo pode representar uma importante ferramenta de

avaliagdo do potencial de infeccéo viral.
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Sediment and water can act as reservoirs for White spot syndrome virus in shrimp farming
Abstract - Natural viral reservoirs such as water and sediment, in addition to other aquatic organisms may

represent an extra route of transmission of the white spot syndrome virus (WSSV). The aim of the present

work was to verify the presence of WSSV DNA in the sediment and water in ponds of the white shrimp
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Litopenaeus vannamei. DNA from sediment and water samples were obtained from four ponds in the same
shrimp farm. The presence of viral DNA was tested by nested PCR with WSSV -specific primers. The data
revealed the presence of WSSV DNA in the sediment and water samples from two different ponds. The
results demonstrate that WSSV can be present in the sediment and water of shrimp farms, acting as
important reservoirs for the dissemination of this pathogen. Sanitary measures and prophylaxis should be
efficiently employed to avoid future cases of the disease. Monitoring the presence of WSSV in the water and
soil of breeding sites can represent an important tool for assessing the potential of viral infection.

Keywords: WSSV. Aquaculture. Virus infection.

Introducéo

Desde o surgimento da doenca da mancha branca em 1992, causada pelo White spot syndrome virus
(WSSV), perdas significativas foram registradas na criacdo de camardo ao redor do mundo (LIGHTNER et
al., 2012). A patogenia provoca grandes perdas econdmicas devido a alta mortalidade e sua transmisséo pode
ocorrer por via vertical ou horizontal (SOTO; SHERVETTE; LOTZ, 2001). A presenca de inclusdes virais
nos 6érgdos reprodutores de Penaeus Monodon sugere fortemente a transmissao vertical do virus (MOHAN et
al., 1997), enquanto que a transmissao horizontal pode acontecer através de larvas ou reprodutores infectados
(FLEGEL, 2006), ou pela ingestdo de animais infectados (SOTO; SHERVETTE; LOTZ, 2001). Particulas
virais presentes na agua, sedimento e vetores podem representar importantes reservatorios e fontes de
contaminacdo, re-introduzindo a doenca e inviabilizando futuras criacGes. Segundo a OIE (2018) todas as
espécies de crustaceos sdo hospedeiras em potencial para WSSV. Além disso, insetos (LO et al., 1996b),
rotiferos (Yan et al., 2004) e poliquetos (VIJAYAN et al., 2005) também atuam como vetores da doenca. A
transmissdo de viroses pela dgua ou sedimento depende do tipo de virus (caracteristicas morfoldgicas e
adaptativas) e sua capacidade de se manter vidvel no meio abidtico (NATIVIDAD; NOMURA;
MATSUMURA, 2008). Além disso, diferentes fatores como pH (HURST; GERBA; CECH, 1980),
propriedades da matéria organica (ZHUANG; JIN, 2003), e a presenca de DNAses e RNAses (ENGLAND;
HOLMES; TREVORS, 1998) podem afetar a permanéncia particulas virais infectivas/material genético no
ambiente.

O objetivo do presente estudo foi verificar a presenga de DNA viral na agua e sedimento em viveiros

de fazenda de criacdo afetada pela doenga da mancha branca.

Material e Métodos
Amostras
Foram coletados sedimento e agua (triplicata) de quatro viveiros localizados em uma fazenda de

criacdo do camardo branco Litopenaeus vannamei. As amostras foram obtidas no periodo de janeiro a margo
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de 2008 em viveiros de criagdo de S&o José do Norte (SIN), RS. Alguns viveiros estavam em processo de
despesca, com pouca agua, e ja se observava sinais clinicos de doenga nos camardes. Apds a coleta o
material coletado foi levado imediatamente ao laboratério e processado.

Extracdo do DNA

A extracdo de DNA de sedimento e &gua foi realizada utilizando o kit Ultraclean™ Soil DNA
Isolation (MoBio) de acordo com as instru¢fes do fabricante. Apos extracdo, o0 DNA foi ressuspendido em
80 ul de TE-RNAse (10mM Tris, ImM EDTA, 10 mg mL-1 RNAse) e usado posteriormente como molde
para reacOes de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) com a finalidade de detectar DNA de WSSV nas

amostras.

Reacéo em cadeia Polimerase (PCR)

Os testes de PCR para WSSV das amostras de agua e sedimento foram conduzidos usando os
primers 146F1 (5“-ACT ACT AAC TTC AGC CTA TCT AG-3“) e 146R1 (5“-TAA TGC GGG TGT AAT
GTT CTT ACG A-3) para a primeira reagdo. E os seguintes primers para a segunda reacao (nested): 146F2
(5“-GTA ACT GCC CCT TCC ATC TCC A-3) e 146R2 (5“-TAC GGC AGC TGC TGC ACC TTG T-3%)
descritos por Lo et al. (1996a). O tamanho do fragmento gerado é de 1447 bp para a primeira reacéo e 941 bp
para a nested. Controles negativos e positivos foram incluidos em cada reacao.

O mix da reacdo de PCR inclui 10 mM dNTP, 1.5 mM 95 MgCL2, 1 M cada primer, 0.02 U Taq
DNA polymerase (Invitrogen) na solucdo tampédo de PCR (Tris-HCL, 10 mM; KCI, 50 mM; pH 8.3). A
amplificacdo foi feita em um termociclador (Techne TC-312) usando 0s seguintes parametros: desnaturagdo
inicial a 95 °C por 1 minuto, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C
por 1 minuto, e com extensdo final de 72 °C por 2 minutos (CROCKFORD, 2001). O produto da
amplificacdo foi separado em gel de agarose a 1 % corado com brometo de etidio e visualizados usando
transiluminador UV. O marcador 1 Kb DNA ladder (Invitrogen) foi usado como marcador de peso

molecular. Amostras positivas foram enviadas para sequenciamento.

Resultados e Discussao

As amostras de sedimento do viveiro 3 e de agua do viveiro 4 foram positivas para DNA de WSSV
(Tabela 1). Sedimento (NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA, 2008), 4gua (HOSSAIN et al., 2004;
QUANG et al., 2008) e outros vetores podem representar importantes fontes de disseminacédo de virus.

Os resultados da presenca de DNA viral em &gua e sedimento representam uma via extra de
armazenamento, disseminagdo e transmissdo do virus da mancha branca em viveiros de camardo. DNA de
WSSV j4 foi detectado em amostras de agua coletadas de viveiros e no ambiente (HOSSAIN et al., 2004),

mesmo ap6s um ano do surto da doenca (QUANG et al., 2008). Momoyama et al. (1998) relataram que
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WSSV pode permanecer viavel por no minimo 30 dias a 30 °C em agua do mar sob condi¢des de laboratdrio.
A presenga de DNA viral na 4gua pode também estar associada a vetores naturais (QUANG et al., 2008).
Todavia, a deteccdo de virus na dgua é um desafio, uma vez que suas contagens geralmente sdo muito baixas
para serem detectadas pelos métodos disponiveis, como a PCR (ALAVANDI et al. 2015).

Devido a grande patogenicidade deste virus e ao potencial de permanecer viavel por um grande
periodo, € necessario um monitoramento ndo s6 dos camardes de criacdo, mas também dos possiveis vetores

e reservatorios.

Tabela 1. Resultado dos testes de PCR para WSSV em amostras de sedimento e 4gua coletados em fazenda

de criagdo de camarédo.

Viveiros
Tipo de amostra 1 2 3 4
Sedimento Negativo Negativo Positivo Negativo
Agua Negativo Negativo Negativo Positivo

A OIE considera a &gua como importante via de contaminacdo. Entretanto, Fegan & Clifford (2001)
consideram o risco da agua transmitir WSSV inferior ao que se acredita, ja que as particulas virais se
diluiriam nas massas de agua. Porém, quando se descarta agua com alta carga viral em um corpo de agua
durante um surto, as chances de contaminagdo aumentam significativamente (FEGAN; CLIFFORD, 2001).

Estudos demonstram que DNA de WSSV permanece intacto por no minimo 10 meses a temperatura
ambiente (NATIVIDAD; NOMURA; MATSUMURA, 2008). Estes autores verificaram que o tratamento
térmico a 70 “C por 5 dias ndo degradou ou desnaturou o DNA viral de WSSV. O sedimento pode ainda
abrigar hospedeiros como rotiferos (YAN et al., 2004), que facilitam a permanéncia e disseminagéo do virus.
Dessa forma, a persisténcia do virus no solo pode também estar associada & presenca de hospedeiros que 0s
mantém vidveis por mais tempo. Embora outros estudos tenham detectado a presenca de DNA viral em
amostras de sedimento ap6s 19 dias de secagem ao sol e 40 dias sob condi¢Ges de dgua, os camardes ndo
desenvolveram a doenga, sugerindo que WSSV ndo era viavel (KUMAR et al., 2013).

Nesse estudo, ndo foi possivel determinar se a presenca de DNA viral esta relacionada apenas ao
sedimento, ou se é oriunda de hospedeiros de WSSV presentes no solo ou agua do viveiro. Igualmente, ndo
foi possivel verificar se 0 DNA de WSSV encontrado nas amostras é uma particula infectante viavel, devido
a impossibilidade momentanea de experimentos de desafio ou de viabilidade viral. Entretanto o
monitoramento da presenca de WSSV na agua e solo dos locais de criacdo pode representar uma importante
ferramenta de avaliacdo do potencial de infeccdo viral, antes do povoamento do viveiro com pos-larvas.

Além disso, a avaliacdo da presenca de particulas virais nos efluentes das criacdes, antes que sejam
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despejados em bacias de sedimentacdo ou no ambiente, podera evitar a disseminacdo da doenca para
crustaceos presentes no corpo de agua receptor dos efluentes. Dentre as medidas profilaticas para agua e solo
podemos sugerir uso de substancias que alterem o pH com o objetivo de inativar o virus. Chang et al. (1998)
inativaram particulas de WSSV reduzindo o pH para 1 por 3 minutos, pH 3 por uma hora e com adicéo de
NaOH, aumentando o pH para 12 por 10 minutos a temperatura ambiente (25 °C). Tratamentos com
hipoclorito de sodio a 100 ppm também parecem ser eficientes na desinfeccdo de viveiros de criagdo
(CHANG; CHEN; WANG, 1998; FEGAN; CLIFFORD, 2001).

Tendo em vista que, a presenca do virus pode estar fortemente associada a presenca de hospedeiros
na agua ou sedimento, as medidas profilaticas para eliminar os virus em &gua e sedimento devem ser
acompanhadas de acOes para eliminar possiveis vetores presente nesses meios (CAVALLI et al., 2013).
Estudos demonstraram que o tratamento com cloro é eficiente para eliminar larvas infectadas e hospedeiros
em potencial deste virus (CHANRATCHAKOOL,; LIMSUWAN, 1998; FEGAN; CLIFFORD, 2001).

Ressaltamos a importancia de medidas sanitarias e de profilaxia para se evitar futuros surtos da
doenca. Entretanto, nossos resultados também mostram a importancia do monitoramento de outras fontes de
contaminacdo de viveiros como agua e sedimento. Sendo assim, os esfor¢cos de controle de entrada de larvas
ou reprodutores infectados ndo séo eficazes quando a agua ou o sedimento estdo previamente contaminadas.
Consequentemente, o aperfeicoamento e adogdo de métodos de detec¢do do virus em &gua e sedimento

auxiliard a prevenir o surgimento de novos focos de infeccdo por WSSV oriundos do ambiente abiotico.
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