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IDENTIFICA(;AO E GENOTIPAGEM DO VIRUS DA SINDROME DA
MANCHA BRANCA (WSSV) ISOLADO DE Litopenaeus vannamei NO ESTADO
DO RIO GRANDE DO NORTE

PEIXOTO, Emanuelly Cristina Rodrigues. Identificacdo e genotipagem do virus da
sindrome da mancha branca (WSSV) isolado de Litopenaeus vannamei no estado do
Rio Grande do Norte. 2016. 38f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia Animal: Sanidade
Animal) - Universidade Federal Rural do Semi arido (UFERSA), Mossoro- RN, 2016.

RESUMO: A sindrome da mancha branca é uma doenca notificAvel cujo agente
etioldgico é o Virus da Sindrome da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus -
WSSV) responsavel por graves perdas econdmicas na carcinicultura mundial. Desde
2012, tém sido verificados registros oficiais da presenca do virus no estado do Rio
Grande do Norte - RN , regido de extensa producdo camaroneira. Apesar da
importancia, pouca informacéo tem sido produzida quanto as origens e biodiversidade
dos virus circulantes. Diante disso, objetivou-se investigar a presenga do virus em
criagdes de Litopenaues vannamei oriundos de fazendas do RN, bem como realizar a
genotipagem dos isolados. Um total de cinco fazendas foram submetidas ao estudo, das
quais foram coletadas 10 amostras de cada. Foram selecionados dois viveiros de cada
uma das fazendas, escolhidos mediante suspeita clinica de WSSV. O DNA gendmico
foi extraido para investigacdo da presenca ou auséncia do virus através da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR). Posteriormente, foi realizada por PCR a genotipagem dos
isolados utilizando as repeticdes em tandem de nimero varidvel — VNTR (ORFs 75, 94
e 125). Os resultados revelaram a presenca do virus em apenas uma das 5 fazendas
analisadas. As regides (ORF 75 e ORF 94) foram identificadas nos isolados da fazenda
positiva e ndo houve amplificacdo para 0 ORF 125. O numero de unidades repetidas
(RUs) foi calculado, sendo verificado 9 repeti¢fes para 0 ORF 75 e 10 para o ORF 94,
um padrdo que ainda ndo havia sido descrito, alertando para a necessidade de mais
isolados caracterizados geneticamente para o rastreamento e vigilancia epidemiologica
da doenca.

PALAVRAS-CHAVES: WSSV, ORF 75, ORF 94, ORF 125, VNTR.



IDENTIFICATION AND GENOTYPING OF WHITE SPOT SYNDROME
VIRUS (WSSV ) ISOLATED FROM Litopenaeus vannamei IN THE STATE RIO
GRANDE DO NORTE

PEIXOTO, Emanuelly Cristina Rodrigues. Identification and genotyping of white
spot syndrome virus ( WSSV ) isolated from Litopenaeus vannamei in the state Rio
Grande do Norte. 2016. 38 f . Dissertation (Masters in Animal Science : Animal
Health ) - Universidade Federal Rural do Semi-Arido ( UFERSA ) Mossor6- RN, 2016

ABSTRACT: White spot syndrome is an acute conatgious disease whose etiologic
agent is the White Spot Syndrome Virus (WSSV) responsible for serious economic
losses in world acquaculture. Since 2012, it has been notified WSSV occurrence in the
state of Rio Grande do Norte - RN, one of most important shrimp production region.
Despite its importance, there is a lack of information about the origins and biodiversity
of circulating virus. The aim of investigation was to detect WSSV in Litopenaeus
vannamei from farms in the RN as well as perform genotyping of the isolates. A total of
five farms were surveyed, from which 10 samples were collected each one. We selected
two ponds of each of the farms, chosen because clinical suspicion of WSSV. Genomic
DNA was extracted to detect the virus by polymerase chain reaction (PCR).
Subsequently, was performed by PCR genotyping of the positive DNA samples
analysing variable number of tandem repeats - VNTR in three molecular markers (ORFs
75, 94 and 125). The results revealed the presence of virus in only one of the 5 analyzed
farms. The loci ORF 75 and ORF 94 were identified in isolates from positive farm and
no amplification failure for ORF 125. The number of repeating units (RUs) was
calculated, and found to 9 repetitions ORF 75 and 10 RUs to ORF 94, a pattern that had
not been described, stressing the need for more strain typing for screening and
surveillance of the disease.

KEYWORDS: WSSV, ORF 75, ORF 94, ORF 125, VNTR.
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1 INTRODUCAO

A carcinicultura € a principal responsavel pelo abastecimento de camardo ao
mercado consumidor, fornecendo 55% de toda producdo desse crustaceo (FAO, 2012).
O Brasil estar entre os 25 paises mais produtores de camardo, contribuindo com 65.100
toneladas no ano de 2014 (FAO, 2016). Associada a importancia na oferta desse
crustaceo, também € observada a geracdo de impactos sociais e econémicos nas regides
onde se desenvolve essa atividade. (FAO, 2014). Todavia, a carcinocultura e seus
progressos podem estar comprometidos devido a manifestacdo de doencas que
oferecerem risco a producdo (STENTIFORD et al., 2012)

Na China, maior produtor aquicola, foi registrado perda de 295.000 toneladas de
camardo devido doencas no ano de 2010 e, em Mogambique 0s surtos praticamente
exterminaram a carcinocultura no pais em 2011 (FAO, 2012). No continente americano
Lightner et al. (2012), calcula perdas de 1 a 2 bilhGes de dolares relacionadas ao
aparecimento do WSSV na producdo camaroneira no ano de 1999, periodo que houve
uma pandemia do virus no setor.

A sindrome da mancha branca é uma doenca que provoca altas mortalidades nos
camardes criados em cativeiro, podendo atingir até 100% entre 2 e 7 dias (CHOU et al.,
1995). Seu agente etioldgico é o Virus da Sindrome da Mancha Branca (WSSV), o qual
possui DNA fita dupla e um dos maiores genomas conhecidos entre 0s Vvirus,
aproximadamente 290 kb (YANG et al., 1997). Algumas regides do seu material
genético podem servir como marcadores moleculares em estudos evolutivos e
epidemioldgicos. Dessas, 0s minissatélites ORF75, ORF 94 e ORF125 apresentam
polimorfismo do tipo VNTR (variable Number of Tandem Repeats) e ja foram
estudadas no rastreamento de surtos, pois os padrdes moleculares encontrados
apresentam assinaturas geograficas do WSSV (DIEU, et al., 2004; MARKS et al.,
2004).

Perdas acentuadas na producdo de camardo devido ao surgimento da mancha
branca bem como heterogeneidade na manifestacdo clinica da doenca nos diferentes
polos produtores no estado do Rio Grande do Norte foram verificadas no periodo de
2010 a 2013 pelo Programa de Salde nas Fazendas de Camardo (PSF-camardo),
trabalho de extensdo desenvolvido pelo Centro de Saude de Animais Aquaticos (CSAQ)
da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Este fato, associado a falta

de dados publicados sobre o RN, segundo maior produtor nacional (ABCC, 2013),



reitera a importancia de estudos sobre a epidemiologia do WSSV na regido, sendo
necessaria a realizacdo de pesquisas que busquem compreender a dindmica da doenca
nas fazendas de cultivo, como forma de fornecer subsidios que possibilitem ajudar na

prevencdo do seu aparecimento e disseminacao.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL
Identificar e realizar a genotipagem do virus da sindrome da macha branca
(WSSV) isolado de camardes (Litopenaeus vannamei) cultivados no Estado do Rio

Grande do Norte.

2.2 ESPECIFICOS
Verificar as propriedades positivas para 0 WSSV,

Realizar a genotipagem dos isolados a partir dos padroes VNTR encontrados.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PANORAMA DA PRODUCAO DE CAMARAO

A carcinicultura teve inicio no Sudeste da Asia, regifo que continua lider nessa
atividade, e desde a década de 70 teve grande expansdo (ABREU et al., 2011). Parte
desse crescimento ocorreu a partir de 1980 e foi causado pela consolidacdo das
larviculturas e fabricas de racdo (SHANG et al., 1998). Esse aumento continuo e
gradual, com taxas de crescimento de 5.3% (2006 a 2011) (ABCC, 2013) levou a uma
producdo de quase 7 milhdes de toneladas em 2014 (FAO, 2016)

No cenério mundial a China € o lider desse agronegdcio, contribuindo com 57%
de producdo anual (cerca de quase 4 milhdes de toneladas), acompanhando a tendéncia
de seu continente Asiatico, de maior produtor aquicola. No continente Americano, além
do Equador e os Estados Unidos (EUA), o Brasil tem destaque no setor camaroneiro,
produzindo no ano de 2014 65.100 toneladas de camardo (FAO, 2016).

Esse agronegocio passou por mudanca na exploracdo das espécies cultivadas. No
inicio dos anos 2000 o setor era dominado pelo camardo Penaeus monodon e uma
pequena parcela do Macrobrachium rosemberguii, Penaeus chinensis e Penaeus
japobnicos, que juntos produziam cerca de 730.000 toneladas. Ao longo dos 15 anos
seguintes houve um salto na producéo global causado pelo incremento médio de 298%
na criacdo do Litopenaeus vannamei, espécie que mais cresceu e domina o setor, é

responsavel por 78% de todo camardo produzindo mundialmente (ROCHA, I. 2016).

3.2 Litopenaeus vannameli

A espécie Litopenaeus vannamei € um camardo marinho, nativo do Oceano
Pacifico, com ocorréncia natural entre a regido costeira do México e Peru (DALL et al,
1990). Sua classificacdo taxonémica foi descrita por Pérez-Farfane e Kensley (1997) e
se apresenta da seguinte forma:

Filo: Artropdda
Classe: Malacostraca
Ordem: Decapoda
Subordem: Dendobranchiata
Superfamilia: Penaeoidea



Familia: Penaidae
Género: Litopenaeus

Espécie: L. vannamei

O ciclo de vida da espécie ocorre com a reproducdo dos machos e fémeas
maduras sexualmente, a partir de 20 g e 28 g, respectivamente 0 que acontece entre 6 ou
7 meses de vida, em mar aberto. Posteriormente a migragdo das pds larvas para a regido
estuarina, onde passam toda a fase juvenil e adulta, quando, entdo, retornam ao mar
novamente para finalizarem o ciclo de vida (DALL et al, 1990)

Caracteristicas zootécnicas favoraveis ao cultivo, como crescimento acelerado,
baixa converséo alimentar, rusticidade e elevada taxa de sobrevivéncia sdo notadas
nesse crustaceo (PIERRI, 2012). A elevada capacidade de adaptacdo a variadas
condicdes hidroguimicas que a espécie possui (LOEBMANN, 2010) também colabora

para 0 bom desempenho na atividade.

3.3 CARCINOCULTURA NO BRASIL

3.3.1 Historico

A carcinicultura no Brasil teve inicio nos anos 70, no estado do Rio Grande do
Norte com o projeto “Projeto Camarao” criado pelo Governo do Estado, com o objetivo
de substituir a atividade de extracdo de sal, que entrava em crise. Dando suporte a nova
pratica aquicola, o Estado de Santa Catarina desenvolveu pesquisas relacionadas as
larvicultura de camardo e conseguiu produzir as primeiras pés-larvas em laboratério da
Ameérica Latina. Apesar do éxito, a pratica se desenvolveu devido a importacdo de
Penaeus japonicus, e era caracterizada por cultivos de baixa densidade e utilizagdo de
pouca tecnologia (ABCC, 2016).

A Empresa de Pesquisas Agropecudrias do Rio Grande do Norte (EMPARN)
contribuiu para os resultados favoraveis nos primeiros trés anos de trabalhos, o que
estimulou incentivos financeiros da iniciativa privada da época. Porém nos anos
seguintes os problemas ambientais, falta de organizacdo do setor e insucesso com
domesticagdo de espécies nativas (Farfantepenaeus subtilis, Farfantepenaeus paulensis
e Litopenaeus schimitti) comprometeu o desenvolvimento da atividade. (ABCC, 2016).

O setor retomou seu crescimento e se consolidou a partir de 1995 com a

excelente adaptacdo do Litopenaues vannamei, 0 dominio da reproducdo dessa espécie e
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aquisicdo do pacote tecnologico do mesmo (ABCC, 2016). Contudo a partir de 2004, a
atividade sofreu nova crise com o aparecimento de doengas. No primeiro momento a
mionecrose infecciosa no Nordeste e, em seguida com a mancha branca (NATORI et
al., 2011).

3.3.2 Perfil da carcinocultura brasileira

A criacdo de camardo brasileira é uma atividade com predominio na regido
Nordeste, onde sdo localizadas 1.429 fazendas engorda de camardo, das 1.545 (em sua
maioria micro produtores), distribuidas no pais e, a producdo de mais de 90% de
camardo nacional. O Cearé e Rio Grande do Norte sdo os estados de maior destaque no
setor, produzindo juntos cerca de 50 mil toneladas (ABCC, 2013).

A atividade é bastante heterogénea com relacdo ao uso de tecnologias no
processo de engorda de camardes (TAHIM et al., 2015). A ABCC (2013) em seu Ultimo
levantamento do setor verificou o uso de comedouros fixos em 82% das fazendas,
utilizacdo de probioticos por 33% das propriedades, emprego de aeradores em 42% dos
empreendimentos e realizacdo de andlises hidrolégicas periodicas por 24% das
empresas. Mostrando uma falta de uniformidade na aplicacdo de ferramentas para
otimizar a producéo.

Essa atividade apesar de consolidada no setor aquicola brasileiro, apresenta
problemas que afetam o seu progresso. Entre eles os que estdo relacionados as
enfermidades sdo citados como principal desafio a ser superado (ROCHA, 1. 2011).
Martins (2006) alerta sobre o impacto negativo gerado no fluxo de caixa da fazenda,
devido ao comprometimento do desempenho zootécnico nos animais criados nas
propriedades. No cenario nacional, as principais doencgas registradas no pais de origem
bacteriana sdo as vibrioses e a hepatopancreatite necrosante, e as de origem virais € a
necrose hematopoiética e hipodermal infecciosa, mionecrose infecciosa e a macha
branca (GESTEIRA, 2006).



3.4 SINDROME DA MANCHA BRANCA

A sindrome da mancha branca teve seus primeiros registros de surgimento em
1992, quando foi verificado quadros de mortalidade em massa nos cultivos de camardes
Penaeus japonicus no Norte de Taiwan (CHOU et al., 1995). No ano seguinte foi
registrado cenario semelhante no Japdo (TAKAHASHI et al., 1994 ) e em 1994 nos
cultivos de camarbes da Tailandia, india e Malasia (WONGTEERASUPAYA et al.,
1996). Essas caracteristicas de gravidade da doenca e do risco de disseminacao
transfronteira fizeram com que fosse incluida na lista de doencas notificaveis da OIE —
Office Internacional dés Epizooties — Organizacdo Mundial de Salde Animal
(OIDTMANN; STENTIFORD, 2011). Até os dias atuais, surtos ou focos da doenca
foram relatados em quase todos os paises produtores, sendo considerados livres dessa
doenca a Australia e algumas zonas da Africa, de acordo com as diretrizes estabelecidas
pelo Cddigo de Saude de Animal aquatico do OIE (LIGHTNER et al., 2012).

A primeira notificagdo dessa doenga no Brasil ocorreu em 2005 em camardes
marinhos Litopenaeus vannamei criados no estado de Santa Catarina. O relato foi
referente a um surto no ano anterior, que provocou mortalidade de 95%. Ainda em
2005, foi registado outro surto no Ceara, regido Nordeste do pais, porém, com
mortalidade menor em relacdo ao caso anterior, 40% e o relatorio completo desses dois
episddios estd disponivel na base de dados mundial de saide animal WAHID (OIE,
2005). No Rio Grande do Norte, ndo havia registro oficial da presenca do WSSV até o
ano de 2011, mas existia grande evidéncia (quadro clinico caracteristico) da presenca da
enfermidade na regido do Litoral Sul do estado. Em 2012 a doenca foi confirmada na
regido descrita nas fazendas do Rio Grande do Norte por Guerrelhas & Teixeira (2012).

A mancha branca é uma doenca conhecida por provocar altas mortalidades em
cultivos de camardes, podendo comprometer toda producdo em 2 a 7 dias. O animal
doente apresenta pontos brancos na carapaca, coloracdo avermelhada / rosada e torna-se
moribundo (CHOU et al., 1995; WONGTEERASUPAYA et al., 1996). A enfermidade
pode ocorrer em todas as fases de vida do camardo, porém é com um ou dois meses de
povoamento em  viveiro de engorda que sd0 mais  susceptiveis
(WONGTEERASUPAYA et al., 1996). O agente etioldgico dessa doenca € nomeado de

virus da sindrome da mancha branca (WSSV).



3.5 VIRUS DA SINDROME DA MANCHA BRANCA (WSSV)

O WSSV é um virus pertencente a familia Nimarividae (ICTV, 2015), que
infecta diversos crustaceos como variadas espécies de camardo, caranguejos e lagosta
(RAJENDRAN et al.,, 1999). Organismos formadores do plancton, como rotiferas,
também sdo hospedeiros desse agente (ZHANG et al., 2006).

Esse virus possui forma eliptica, tamanho médio entre 110 — 130 nm de didmetro
e 260 — 350 nm de comprimento e, com cauda longa semelhante a um flagelo bacteriano
(HUANG et al., 2001). Seu material genético € DNA fita dupla circular constituido por
cerca de 300 kpb (VAN HULTEN et al., 2001; YANG et al., 2001).

O sequenciamento do seu genoma revelou 184 fases abertas de leitura (Open
Reading Frames) ORFs e, nove regides com sequéncias de repeticdo em Tandem (VAN
HULTEN et al., 2001). Dieu et al. (2004) e Marks et al. (2004) analisando 0s genomas
dos trés isolados disponiveis (China, Taiwan e Tailandia) identificaram que algumas
dessas regibes podem ser utilizadas como marcadores moleculares em estudos

evolutivos e epidemiologicos.

3.6 DIAGOSTICO MOLECULAR DO WSSV

O Manual de Testes de Diagnostico para Animais Aquaticos (OIE, 2015)
recomenda o exame de PCR proposto por Lo et al.,(1996a) e Lo et al., (1996b) como
ferramenta para diagnostico da presenca de WSSV. Nesse teste € identificado um
fragmento DNA-Sall do DNA do WSSV, que ao ser reconhecido pelos conjuntos dos
iniciadores originam produtos de amplificacdo de 1447 pb. Segundo Marques et al
(2006) essa é uma regido conservada do virus, que pode ser detectada facilmente
quando os animais apresentam sintomatologia, sendo Util no diagndstico de auséncia ou
presenga do virus.

Para investigagcdes que necessitem o monitoramento da presenca do camardo
como hospedeiro, na reagdo de PCR, é utilizada a regido da proteina viral 26 (VP26)
como triagem, para aplicagdo de testes posteriores. O par de primers amplifica parte da
VP26 do WSSV, e seu produto, em seguida, pode analisado por outros testes
moleculares (XIE e YANG, 2005).

Devido as poucas diferencgas existentes entre os isolados, repeticbes em tandem
de namero variavel (VNTR) associadas com 3 regides minissatélites (ORF 94, 75 e
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125), tém sido sugeridas para estudos epidemiologicos (WONGTEERASUPAYA et al.,
2003, MARKS et al., 2005, PRADEEP et al. 2008) pois apresentam padrdes
moleculares que servem de assinaturas geograficas e com isso auxiliam o na
identificacdo de surtos (DIEU et al, e MARKS et al, 2004).

Diante do exposto, este estudo objetivou detectar a presenca do virus em
fazendas localizadas no estado do Rio Grande do Norte e avaliar o genétipo dos isolado
de WSSV em relacdo a isolados de outras origens geogréaficas a partir dos marcadores
ORF75, ORF94 e ORF 125.



4  MATERIAIS E METODOS

41  COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Foram coletados um total de 50 amostras de camarfes da espécie Litopenaeus
vannamei de cinco fazendas de engorda dos municipios de Sdo Goncalo do Amarante,
Macaiba, Extremoz e Aréz no estado do Rio Grande do Norte, nos anos de 2015 e 2016
(Tabela 1).

Dez camardes foram coletados de cada propriedade trabalhada divididos em
cinco de cada viveiro escolhidos de acordo com 0s seguintes critérios: presenca de
problemas relacionados a mortalidade, diminuicdo no ganho de peso dos animais
cultivados e/ou alimentacéo reduzida.

A coleta das amostras foi realizada com o auxilio de tarrafas diretamente das
bordas dos viveiros e encaminhadas em caixas isotérmicas para o Laboratorio de
Biologia Molecular da Universidade Federal Rural do Semi-arido — UFERSA, onde as
analises foram realizadas. Destes camardes retiraram-se as branquias e pledpodos com
auxilio de pincas individuais previamente esterilizadas com alcool 70% e luz
ultravioleta — UV. Posteriormente, estas amostras foram transferidas para microtubos de
2 ml adicionados de alcool absoluto (100 %) em quantidade suficiente para sua
submersdo e mantidas em freezer a -20°C até o momento da realizacdo das analises

moleculares.
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Tabela 1. Descricdo das amostras de camardes Litopenaeus vannamei coletadas no
estado do Rio Grande do Norte.

Fazendas Municinios Periodo de Peso (g) Tempo de Densidade
b coleta g cultivo (dias) (cam/m2)
Sao Gongalo do 1,5 31 6
A Setembro/2015
Amarante 1,5 31 6
Sdo Gongalo do 15 77 3
B Setembro/2015
Amarante 7 29 8
6 N.I. 15
C Macaiba Maio/2016
8 N.I. 15
2 15 5
D Extremoz Maio/2016
2 15 5
3,6 N.I 51
E Aréz Maio/2016
13,5 N.I. 30

N. I.- Ndo Informado

4.2 DETECCAO E GENOTIPAGEM DO WSSV POR PCR

4.2.1 Extracdo do DNA gendmico

Apos a lavagem em etanol, o DNA das amostras foi o purificado utilizando o kit
de extracdo QIAmp DNA mini kit (Qiagen) de acordo com o protocolo estabelecido

pelo fabricante.
4.2.2 PCR para deteccdo do WSSV

Para investigacdo da presenca do virus nas amostras coletadas foi utilizado o
primer denominado VP26, descrito na Tabela 2. As condi¢des da PCR foram adaptadas
de acordo com a metodologia descrita por (DEIU et al., 2004). No protocolo

recomendado pela OIE (Lo et al, 1996 a e b) foram detectados resultados falsos
positivos com Cherax quadricarinatus (CLAYDON et al, 2004).

4.2.3 Genotipagem do WSSV através da analise de VNTRS
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Foram avaliadas trés regides minissatélites do genoma do WSSV com primers
validados em publicacGes anteriores (ORF75, ORF94 e ORF125) (PRADEEP et al.,
2008), conforme apresentado na Tabela 2. O numero de unidades repetidas (Rus)
presente em ORF 94 foi calculado como [amplicon tamanho - (171 + 12)] / 54. No caso
do ORF 75, que tem repeticGes de tamanhos diferentes, o tamanho do amplicon foi
usado para as comparacdes e 0 ORF 125 né&o foi calculado. Os VNTR (ORFs 75, 94 e
125) foram utilizados para comparagdo com outros isolados geograficos do WSSV.

Tabela 2 - Iniciadores utilizados na PCR para deteccéo e genotipagem do WSSV.

Produto Posicéo
Gene Primer Sequéncia de Nucleotideos (5°-3°)  Amplificado no
(Pb) Genoma
Vp26 Vp26-F ATGGAATTTGGCAACCTAACAAACCTG 304
Vp26-R GGGCTGTGACGGTAGAGATGAC
ORF94 ORF94-F TCTACTCGAGGAGGTGACGAC Variavel
ORF94-R AGCAGGTGTGTACACATTTCAT
ORF125 ORF125-F TGGAAACAGAGTGAGGGTCA Variavel
ORF125-R CATGTCGACTATACGTTGAATCC
ORF75 ORF75-F GCCAGATTTCTTCCCCTACC Variavel
ORF75-R CTCCATGTAGAGGCAAAGCA

4.2.4 Visualizacdo dos produtos da PCR

Os fragmentos de DNA amplificados, foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5% corado com brometo de etidio. Os fragmentos foram visualizados em um
transluminador ultravioleta (UV), e o gel foi fotografado para analise.

43 APLICACAO DE QUESTIONARIO PARA CARACTERIZACAO
TECNOLOGICA DAS FAZENDAS POSITIVAS

Nas fazendas positivas para o WSSV foi aplicado um questionario com
perguntas abertas para serem respondidas pelo responsavel, buscando uma melhor
avaliacdo das causas da infecgdo pelo virus. Nesse caso, foi importante incluir no
questionario perguntas que possibilitassem a caracterizacdo tecnoldgica das fazendas

positivas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 5 fazendas investigadas, apenas a fazenda B foi positiva para 0 WSSV. Os
resultados da amplificacdo das amostras positivas estdo expressos na Figura 1. A
presenca do virus da macha branca (WSSV) foi confirmada em 90% dos animais
amostrados da fazenda B. Essa propriedade possui historico de elevadas mortalidades
nos ciclos de cultivo desde o ano de 2013, associado a quadro clinico caracteristico

dessa doenca, como camardo de coloracéo rosada e depoésitos de célcio na carapaca.

304pb

L 14 15 16 17 18 19 20

304pb

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose para pesquisa do WSSV por PCR. L: Ladder
100pb; CN: Controle Negativo; Amostras positivas: 11 —15e 17 - 20.

As demais fazendas foram negativas para o0 agente WSSV. Dessas, a propriedade
A foi diagnosticada com mancha branca no ano de 2012, por exame histopatologico
realizado pelo CSAg/DOL/UFRN. Na ocasido, foi verificado quadro clinico semelhante
ao da fazenda B. Estudos para investigar a presenga do WSSV em camardes,
comumente utilizam a PCR e histopatologia em conjunto associado a sintomatologia da
doenca como ferramentas de diagnostico. Cavalli et al. (2011) e Feijo et al. (2013)
identificaram a presenca do virus em cria¢fes no estado do Rio Grande do Sul e Cear3,
respectivamente fazendo uso simultaneo das técnicas citadas. Neste trabalho ndo foi
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adotada a técnica histologica, o que poderia ajudar na identificacdo de mais amostras
positivas.

As fazendas citadas encontram-se localizadas lado a lado, compartilhando a
mesma fonte de agua. Hoa et al. (2011); Hoa et al. (2012); Walker et al. (2011a);
Walker et al. (2011b); Walker et al. (2011c); relatam a transmissdo da doenca tanque a
tanque por meio de vetores, como crusticeos nativos e, agua contaminada. Esse fato
pode justificar as mortalidades atribuidas possivelmente a mancha branca em anos
consecutivos (2012 e 2013), sugerindo uma contaminacéo entre propriedades.

Diante dos resultados positivos, foi aplicado um questionario para o responsavel
da fazenda B, localizada no municipio de Sdo Gongalo do Amarante, municipio inserido
em um pdlo produtor do estado do Rio Grande do Norte, que corresponde a 10% da
producdo do estado (ABCC, 2013).

Essa propriedade possui 30 hectares (ha) divididos em 14 viveiros retangulares
de 2 ha, em média, operante desde 1999 para criacdo de camarbGes da espécie
Litopenaeus vannamei. Conforme levantamento do MAPA (2001) o desenho da fazenda
é caracteristico das propriedades construidas na década de noventa e inicio dos anos
2000.

As seguintes informacdes foram obtidas através do questionario aplicado: a
captacdo de agua da fazenda B € realizada a partir do estuario do rio Potengi,
aproveitando o nivel da maré quando sobe, a semelhanca de 61% dos produtores
potiguares que também utilizam estuarios como fonte de agua para cultivar (ABCC,
2013). Esse ecossistema aquatico sofre grande variacdo na salinidade de suas aguas
(SCHIMIEGELOW, 2004), sendo o habitat natural do L. vannamei. A espécie, portanto,
é adaptada a diferentes faixas de salinidade, tendo sido descrito 6timo desempenho entre
15 e 25 partes por mil (VINATEA, 1997).

Na coleta de agua é utilizada uma rede com malha de 200 micrédmetros, com a
finalidade de impedir a entrada de copépodas para o interior da fazenda. Tal pratica é
justificada pelo responsavel como uma alternativa para minimizar a introdugdo do
WSSV por esse organismo hospedeiro. Copépodas sdo pequenos crustaceos formadores
do plancton, encontrados em todos os ambientes aquaticos, de tamanhos que variam de
0,5 mm a 25 cm, (ROCHA, C. et. al., 2011), comprovadamente incluidos entre os
diversos hospedeiros do WSSV (PRADEEP, et al., 2012). Apesar da maioria das
espécies possuirem tamanho para retencdo na rede, as espécies menores e 0S OVOS

desses microcrustaceos ndo sdo filtrados nesse tamanho de malha. Além desse fato, ha
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outros hospedeiros desse virus, tais como rotiferas, siris e caranguejos (ZHANG et al.,
2006) sem controle de entrada na propriedade.

Na engorda dos animais é adotada uma densidade de 5 camardes/m® com o
objetivo de aproveitar o alimento natural disponivel como principal fonte de nutrientes
dos animais cultivados e diminuir a oferta de racdo. Nessas condic6es, a fazenda produz
camardo para despesca de 7 a 9 g em 35 a 45 dias, com uma sobrevivéncia média entre
40 a 70%. Trabalhos que associam densidades de cultivo e desempenho dos camardes
cultivados apontam resultados positivos sobre ganho de peso e peso final em menores
densidades de cultivos, como também densidades mais elevadas produzem maiores
biomassa final e maiores custos, além de maiores riscos de perdas de estoque
(ARNOLD et al., 2006; SOOKYING, et al., 2011; MARQUEZ, et al., 2012).

Enfermidades virais, como a mionecrose infecciosa (NIM) e a sindrome da
mancha branca, sdo citadas no histérico da fazenda a partir de 2004 e 2013,
respectivamente. Costa et al. (2009) relata os primeiros surtos da NIM no ano de 2002
no estado do Piaui no Nordeste brasileiro. Nos anos seguintes o virus da mionecrose
infecciosa (IMNV) se disseminou por todos os estados da regido (GESTEIRA, 2006),
semelhante com a época em que o surgimento da NIM foi observado na fazenda. Feijo
et al. (2013) relata que a infeccdo do WSSV no Ceard, estado vizinho ao Rio Grande do
Norte, ocorreu no mesmo periodo em que a sindrome da mancha branca é registrada
nessa propriedade.

O histérico da sindrome da mancha branca nessa fazenda foi deduzido pelo
relato de sinais clinicos caracteristicos da doenca (coloracdo rosada e depdsitos de
calcio na carapaca) associado ao momento epidemioldgico que a regido passava. Além
disso, levou-se em consideracdo a alta mortalidade observada dentro do periodo de
poucos dias e a presenca de garcas proximas aos viveiros. Sinais semelhantes aos
verificados nessa fazenda foram citados por Martins et al. (2006), com diagndstico
confirmado para a doenga.

As nove amostras positivas para o WSSV foram submetidas a pesquisa de
VNTR (ORFs 75, 94 e 125). Houve amplificacdo em 7 (77,78%) das amostras para o
ORF75, 5 (55,56%) para 0 ORF94 e ndo houve amplificacdo de nenhuma das amostras

para 0 ORF 125. O numero RUs calculados estdo expressos na Tabela 3.

15



Tabela 3 — Variages no nimero de unidades repetidas nos ORF75, ORF94 e ORF125
do WSSV em diferentes regides geograficas.

Variedade de Rus em loci de VNTR

GSJE;ES;?C& ORF75 RUs (45, ORF94 RUs ORF125 RUs Referéncias
57 ph) (54 pb) (69 pb)

China NA 6-14 NA (TAN, et al., 2009)
Tailandia NA 6-20 NA (K'ATPATHZC(’)'B";CHA" el
Vietnam 5 (4, 1) - 14(10, 4)* 4-17 4-10 (DIEU, et al., 2010)

USA 9 ((51’1%)3;*14 5-8 10-11 (MULLER, et al., 2010)
india 6 (5, 1) - 13(10, 3) 2-16 2-14 (PRADEEP, et al., 2008)
México 14 19 7 (MULLER, et al., 2010)

Brasil

Santa

zo%%t?%g% . 10(7, 3)* 16 8 (MULLER, et al., 2010)
2008
Bahia 11(8,3)* 4 9 (MULLER, et al., 2010)

Séo Gongalo

do Amarante 9(?)** 10 falhou Este trabalho
-RN

*RUs calculados baseados em 45 e 102 pb. NA — ndo analisado.**baseado no tamanho do
fragmento amplificado (=700 pb).

Embora pouco provavel, ndo se pode descartar que a falha na PCR da ORF 125
em todas as amostras tenha sido causada por polimorfismo na regido de hibridizacédo
dos primers para este marcador, assim como ndo parece possivel a presenca de
inibidores da PCR ou de concentracdo de DNA abaixo do limiar de detec¢do posto que
houve amplificacdo para VP26 e as ORF’s 75 e 94.

Em Santa Catarina, os isolados virais de surtos nos anos de 2005, 2007 e 2008
(MULLER, et al., 2010) mantiveram o mesmo padrdo VNTR, demonstrando a
estabilidade dos marcadores propostos (ORF’s 75, 94 e 125). Tal estabilidade foi
demonstrada experimentalmente por Sindhupriya et al (2014) que realizaram multiplas
passagens de duas cepas de WSSV em trés espécies diferentes de camardo, sem que
tenha sido detectada diferenga no perfil VNTR para as ORF’s 75, 94 e 125. Assim, ¢
possivel realizar estudos filogeograficos do virus e, perfis VNTR idénticos ou muito
préximos oriundos de diferentes localidades, que sugerem conexao clonal e, portanto,
merecem investigacdo epidemioldgica, como, por exemplo, os isolados de Madagascar,
Mocambique e Arabia Saudita identificados por Tang et al (2013). Entretanto,
Waikhom et al (2006) observaram que a passagem por espécies diferentes de

hospedeiros causam pressédo seletiva para variagao do virus.
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O padrdo encontrado no foco de Sdo Gongalo do Amarante indica uma
assinatura geografica do virus, mas é necessario buscar mais isolados no campo e
acrescentar novos marcadores como a ORF 23/24 (DIEU et al, 2010) e um maior poder
de resolucéo, por exemplo por sequenciamento de DNA (SIMROUNI et al, 2014) para
que seja possivel o rastreamento da origem dos focos no tempo e no espaco pela
dindmica de evolucdo do virus (DIEU et al, 2010). A falta de informacdo anterior deixa
em duvida se este foco seria a introducdo de um novo gendtipo ou a reintrodugdo de um
mesmo tipo viral que se acreditava controlado. O primeiro caso implicaria em multiplas
rotas de contaminacdo, inclusive possibilitando infec¢bes mistas, com mais de um
genotipo (WALKER et al, 2011c). Por outro lado, reincidéncia de um geno6tipo viral no
criatério sugere a existéncia de reservatorios no ambiente — outras espécies
hospedeiras (CAVALI et al, 2008; COSTA et al, 2012) — ou formas latentes de
infecgdo (SANCHEZ-PAZ, 2010).

O papel do ambiente na transmissao do WSSV por via indireta provou-se mais
eficiente do que por contato direto entre L. vannamei (TUYEN et al, 2014). Além disso,
temperaturas entre 22 e 30 °C aumentam a eficiéncia de replicacdo do WSSV (SUN et
al, 2014) nos estagios iniciais da infeccdo aguda, o que coincide com a faixa de
temperatura 6tima de camardes juvenis quando nao infectados (RAHMAN et al, 2006).
InteracBes moleculares entre o virus e atividades de genes constitutivos importantes no
desenvolvimento de Penaeus monodon, como por exemplo hsp70 e ATP sintetase
foram identificadas; sugere-se desta forma que o WSSV se beneficia da fase em que ha
maior desenvolvimento do hospedeiro (BIRADAR et al, 2013). O estudo destes fatores
torna-se importante para compreender os episodios ciclicos de infeccdo, seja pela

reincidéncia do mesmo genotipo, bem como pela introducéo de novas variantes virais.

6 CONCLUSAO

Os achados do virus da sindrome da mancha branca em amostras de camarfes da
espécie Litopenaeus vannamei em uma fazenda de carcinicultura do estado do Rio
Grande do Norte, ndo € representativo da presenca de uma epidemia no estado, mas
alerta para a possibilidade de transmissdo do mesmo. E necessario conhecer a
diversidade viral prevalente na regido para gerar hipOteses sobre quais sdo as
deficiéncias das medidas adotadas como os cuidados no manejo, despesca e transporte
que devem ser estabelecidos para evitar maiores contaminag0es pelo WSSV no estado.
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Questionario técnico e sanitario da fazenda infectada com WSSV

Nome da propriedade

Localizacdo

1. Qual o tamanho da propriedade? 2. Nimero de viveiros

3. Tamanho dos viveiros

4. Qual a data que comecou a operar?

5. Qual a fonte de dgqua? 6. Qual a forma de captacdo?
O Mar O Estuario
O Rio O Outra O Por bomba

(O Gravidade

7. Qual a densidade Ccamardes/m?)?

8. Qual o tamanho médio dos camardes para despesca?

9. Qual o tempo médio de cultive?

10. Como ocorre a renovagdo de agua?

11. Principal alimentacdo
O Artificial O Natural

12. Possui histérico de .
doengas? 13. Quais?

OSim (ONéo

14, Como foi realizado o diagnéstico?

15. Utiliza alguma medida para prevenir o surgimento de doengas? Quais?




700 pb

L — Lader 100pb; CN: controle negativo

ORF 94

700 pb

L — Lader 100pb; CN: controle negativo
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Short Communication

Identification and genotyping of white spot syndrome virus (WSSV) isolated from

Litopenaeus vannamei in the state Rio Grande do Norte

ABSTRACT: The aim of our investigation was to detect WSSV in Litopenaues
vannamei from farms in Rio Grande do Norte (RN) state, as well as perform genotyping
of the isolates. A total of five farms were surveyed, from which 10 samples were
collected in each one. We selected two ponds in each of the farms; these were chosen
because of clinical suspicion of WSSV. Genomic DNA was extracted to detect the virus
by polymerase chain reaction (PCR). Subsequently, we performed, through PCR,
genotyping of the positive DNA samples analyzing a variable number of tandem repeats
- VNTR in three molecular markers (ORFs 75, 94 and 125). The results revealed the
presence of the virus in only one of the 5 analyzed farms. The loci ORF 75 and ORF 94
were identified in isolates from the positive samples and no amplification failure for
ORF 125. The number of repeating units (RUs) was calculated, and found to 9
repetitions ORF 75 and 10 RUs to ORF 94, a pattern that had not been described,
stressing the need for more strain typing for screening and surveillance of the disease.

KEYWORDS: orf 75, orf 94, orf 125, vntr, wssv.

Introduction

The white spot syndrome is, characteristically, an acute contagious infection,
responsible for great economic losses in the global shrimp farming industry (Lightner,
1996). The causative agent is the White Spot Syndrome Virus (White Spot Syndrome
Virus - WSSV), which belongs to the genus Whispovirus, and is the sole representative

of the family Ninaviridae (ICTV, 2015).

Brazil is one of the 25 largest producers of shrimp in the world (FAO, 2016),

and we have to highlitght Rio Grande do Norte (RN), who is responsible for
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approximately 33% of the national production (IBGE, 2014). The WSSV combined
with other factors is responsible for a reduction in Rio Grande do Norte’s shrimp

production by 45%, from 37,400 tons in 2003 to 16,900 tons in 2013 (Araujo, 2015).

Given the importance of controlling this disease for the shrimp industry, we
aimed to investigate the presence of WSSV in Litopenaues vannamei shrimp coming
from farms in RN, as well as perform the genotyping of isolates using variable number
tandem repeats - VNTR (ORFs 75, 94 and 125) as markers. Intending to collaborate

with further epidemiological studies.

Material and Methods

In total, we collected 50 samples of shrimp Litopenaeus vannamei from five
farms in Rio Grande do Norte (Table 1). The farms were chosen because their shrimp
presented clinical symptoms for WSSV in the ponds. Shrimp sampled were desensitized
to collect gills and pleopods with the aid of properly sterilized tweezers; next, the
material was placed in 2mL micro tubes with alcohol and kept under refrigeration.
Samples were then transported to the Molecular Biology Laboratory of the Federal
Rural University of Semi-Arid - UFERSA, where we preceded with the extraction using
a kit from Quiagen - QIAmp DNA Mini Kit - according to the manufacturer’s

instructions.

We extracted DNA and performed Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect
the virus using a pair of primers and following reaction conditions described by Dieu et
al. (2004). The positive samples were genotyped using the markers ORF 75, ORF 94
and ORF 125, according to Pradeep et al. (2008). From these, we calculated repeating

units (RUs) to compare with other geographical isolates of WSSV.
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Results and Discussion

From the farms investigated, only farm B was positive for WSSV. The presence
of white spot syndrome virus (WSSV) was confirmed in 90% of the sampled animals
from farm B. This property has a history of high mortalities in shrimp since the year
2013, associated to the characteristic clinic signs of this disease, such as pink color in
shrimp and calcium deposits on the carapace. In the other farms, we could not detect the

WSSV.

The nine samples positive for WSSV underwent VNTR essay (ORFs 75, 94 and
125). We observed amplification in 7 (77.78%) of the samples for the ORF75 marker;
in 5 (55.56%) samples for ORF94; and, no amplification from any of the samples for

the marker ORF 125. The number of RUs calculated is shown in Table 2.

The number of repeating units (RUs) was calculated, and we found 9 repetitions
for ORF 75 and 10 for ORF 94, a pattern that had not been previously described. This
highlights the need for more isolates to be genetically profiled, in order to better track

and surveil this disease.

Although unlikely, it can not be ruled out, that the failure in the PCR of ORF
125 in all the samples was caused by polymorphism in the hybridizing region of the
primers for this marker. It does not seem likely that these issues were due to the
presence of PCR inhibitors or to low concentrations of DNA — under the detection

threshold -, seeing as there was amplification for VP26 and ORF’s 75 and 94.

In Santa Catarina, the viral isolates from outbreaks in 2005, 2007 and 2008

(Muller et al., 2010) maintained the same VNTR pattern, demonstrating the stability of
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the proposed markers (ORF’s 75, 94 and 125). Such stability has been experimentally
demonstrated by Sindhupriya et al. (2014), who performed multiple essays on two
strains of WSSV in three different species of shrimp, and no difference in the VNTR
profile for ORF’s 75, 94 and 125 was detected. Thus, it is possible to perform studies
that associate the phylogeny and geography of the virus and observe identical or very
similar VNTR profiles from different locations, which suggests clonal connection and,
therefore, require an epidemiological essay, for example, isolates from Madagascar,
Mozambique and Saudi Arabia identified by Tang et al. (2013). However, Waikhom et
al. (2006) found that the passing through different host species causes selective pressure

for the variation of the virus.

The pattern found in the outbreak of S&o Gongalo do Amarante indicates a
geographical signature of the virus. Nevertheless, it is necessary to seek more isolates in
fieldwork and add new markers such as ORF 23/24 (Dieu et al., 2010) and a greater
power of resolution. For example, through DNA sequencing (Simrouni et al., 2014), to
be able to place the origin of outbreaks in time and space by observing the dynamics of
virus evolution (Dieu et al, 2010). The lack of this kind of information leaves doubt if
the origin of this outbreak is the introduction of a new genotype or the reintroduction of
the same virus type believed to be under control. The first case would imply several
routes of infection, including the possibility of mixed infections with more than one
genotype (Walker et al., 2011). On the other hand, the recurrence of a certain viral
genotype in the farm suggests the existence of reservoirs in the environment — other

host species (Costa et al., 2012) — or latent forms of infection (Sanchez-Paz, 2010).

The role of the environment in the transmission of WSSV through indirect route
proved to be more efficient than through direct contact between L. vannamei shrimp

(Tuyen et al., 2014). In addition, temperatures between 22 and 30°C increased the
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replication efficiency of WSSV (Sun et al., 2014) in the early stages of acute infection,
which coincides with the optimum temperature range for juvenile shrimp when
uninfected (Rahman et al., 2006). Molecular interactions between the virus and the
activity of constituent genes, important for the development of Penaeus monodon, such
as hsp70 and ATPsynthetase, were identified; thereby, it is suggested that the WSSV
benefits from the phase in which there is more development of the host (Biradar et al.,
2013). The study of these factors becomes important to understand the cyclic episodes
of infection, whether by the recurrence of the same genotype or by the introduction of

new viral variants.

Conclusions

Finding the white spot syndrome virus in samples of Litopenaeus vannamei
shrimp in farms of Rio Grande do Norte state is not representative of the presence of an
epidemic in the state, but alerts to the possibility of transmission. We must know the
prevalent viral diversity in the region to generate hypotheses about what are the
shortcomings of the measures we adopt to manage this disease, either during breeding,
harvesting or transportation; and what actions should be taken to prevent further

contamination by WSSV in the state.
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Table 4 — Description of the Litopenaeus vannamei shrimp samples collected in the

Farms Cities/ Towns Collection period Amount of shirmp
A S&o Gongalo do Amarante | September/2015 10
B S&o Gongalo do Amarante | September/2015 10
C Macaiba May/2016 10
D Extremoz May/2016 10
E Aréz May/2016 10

state of Rio Grande do Norte

Table 2 — Variation of the number of repeating units in ORF75, RF94 and ORF125 of

the WSSV in different geographical regions

Geographical

Variety of RUs in VNTR loci

oriain ORF75 RUs (45, ORF94 RUs ORF125 RUs References

g 57 bp) (54 bp) (69 bp)

China NA 6-14 NA (TAN, et al., 2009)

: (KIATPATHOMECHAI, et al.,
Thailand NA 6-20 NA 2005)
Vietnam 5 (4.1) - 14(10.4)* 4-17 4-10 (DIEU, et al., 2010)

6 (5.1)— 14
USA (113)* 5-8 10-11 (MULLER, et al., 2010)
India 6 (5.1) — 13(10.3) 2-16 2-14 (PRADEEP, et al., 2008)
Mexico 14 19 7 (MULLER, et al., 2010)
Brazil
Santa Catarina-
2005, 2007 e 10(7.3)* 16 8 (MULLER, et al., 2010)
2008
Bahia 11(8.3)* 4 9 (MULLER, et al., 2010)
Sao Gongcalo
do Amarante - g 10 failed This experiment
RN

*RUs calculated based in 45 and 102 bp. NA — non analyzed. **based on the size of the

amplified fragment (=700 bp).
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