ANA CRISTINA DE AGUIAR SALDANHA PINHEIRO

INVESTIGACAO DOS VIRUS DA SINDROME DE TAURA E
DA MIONECROSE INFECCIOSA EM CULTIVOS DE
CAMARAO MARINHO Litopenaeus vannamei EM

PERNAMBUCO

RECIFE-PE
2006



ANA CRISTINA DE AGUIAR SALDANHA PINHEIRO

INVESTIGACAO DOS VIRUS DA SINDROME DE TAURA E
DA MIONECROSE INFECCIOSA EM FAZENDAS DE
CAMARAO MARINHO Litopenaeus vannamei EM
PERNAMBUCO

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s-Graduacdo em Recursos Pesqueiros
e Aquicultura da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, como parte dos requisitos
necessarios para a obtencdo do grau de
Mestre em Recursos Pesqueiros e

Aqduicultura.

Orientadora: Dra. Maria Raquel Moura
Coimbra, Depto. de Pesca e Aquicultura, da
UFRPE.

RECIFE-PE
Fevereiro, 2006.



Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de P6s-Graduacdo em Recursos Pesqueiros e Aquicultura
Parecer da comissao examinadora da defesa de dissertacdo de mestrado de
Ana Cristina de Aguiar Saldanha Pinheiro
INVESTIGAQAO DOS VIRUS DA STNDRQME DE TAURA E DA MIONECROSE
INFECCIOSA EM CULTIVOS DE CAMARAO MARINHO Litopenaeus vannamei
EM PERNAMBUCO
Area de concentragio: Aqiiicultura
A comissdo examinadora, composta pelos professores abaixo, sob a presidéncia
do primeiro, considera a candidata Ana Cristina de Aguiar Saldanha Pinheiro

como aprovada.

Recife, 20 de Fevereiro de 2006.

Profa. Dra. Maria Raquel Moura Coimbra (UFRPE)
Orientador

Prof. Dr Roberto Soares de Castro (UFRPE)
Membro externo

Prof. Dr. Fernando Leandro dos Santos (UFRPE)
Membro interno

Prof. Dr. Alfredo Olivera Gélvez (UFRPE)
Membro interno



A minha Familia, pelo grande amor
gue sempre me dedicaram.
A Alfredo Freire, por todo amor e

companheirismo.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof* Maria Raquel Moura Coimbra, por toda paciéncia,

amizade e orientacdo dedicada.
Ao Laboratorio de Genética Aplicada — LAGA, do Departamento de Pesca e
Aquicultura da Universidade Rural de Pernambuco, pelo apoio técnico e material

na realizacéo de todas as etapas envolvidas neste trabalho.

Ao Prof Manoel Adrido, coordenador do Laboratorio de Fisiologia Animal Molecular

Aplicada — FAMA, pelo livre acesso as instalacées e ajuda proporcionada.

Ao Prof. Reginaldo, do Laboratério Genoma pelo suporte e ajuda prestada.

Ao Prof Victor Goncalvez da UNB, pela grande ajuda na avaliagdo dos resultados

deste trabalho.

Aos proprietarios, gerentes e funcionarios das fazendas de camardo, nas quais

realizei coletas, pela receptividade e colaboracao.
Aos Amigos e companheiros de laboratério, Ana Patricia, Marilia Espindola,
Suzianny, Andréa, Karine, Edvaldo Lima, Henrique, Samuel e a todos aqueles que

me ajudaram direta ou indiretamente na realiza¢do deste trabalho.

A Deus por mais um sonho realizado.



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

SUMARIO

Lista de Tabelas

Lista de Figuras

Resumo

Abstract

1.Introducéo

2.0bjetivos

3. Reviséo da literatura

3.1 Cenério Mundial da Carcinicultura Marinha
3.2 Carcinicultura Brasileira

3.3 Enfermidades dos camardes marinhos
3.4 Métodos de diagnadstico

3.4.1 Diagndstico molecular

3.4.2 RT-PCR

3.5 Sindrome de Taura

3.5.1 Impacto econdémico

3.5.2 Susceptibilidade

3.5.3 Distribuicdo Geografica e Disseminacéo
3.5.4 Atributos Clinicos e Patologia

3.6 Mionecrose infecciosa

3.7 Analise da Prevaléncia

3.8 Biosseguridade

4. Artigo Cientifico

4.1. Artigo | — Investigacéo dos virus da sindrome de taura e da mionecrose

infecciosa em fazendas de camardo marinho Litopenaeus vannamei em

Pernambuco
5. Conclusbes
6. Referéncias bibliogréficas

7. Anexos

vii

N o~ M oW R

11
11
12
14
16
16
17
17
21
25
26
28

28
43
44
56



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Principais produtores mundias de camarao cultivado.

Tabela 2. Distribuigcdo da carcinicultura marinha por regides do Brasil em 2004.
7
Tabela 3. Prejuizos estimados da industria de cultivo de camardes marinhos
causados por enfermidades virais desde sua primeira deteccao.
10

Tabela 4. Métodos de diagnéstico e detecgdo de patdgenos virais que atingem
camardes Peneideos e estdo listados na OIE.
12

Tabela 5. Sorotipos do virus da Sindrome de Taura, origem e viruléncia.
15

Artigo |

Tabela 1. Localizagdo por municipio e numeros de camardes coletados das

fazendas amostradas.
34



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para deteccdo do virus da sindrome de
Taura e da Mionecrose infecciosa por RT-PCR.
36

Tabela 3. Ciclos de temperatura utilizados na PCR para detec¢ado dos virus TSV e
IMNV.
36

Tabela 4. Prevaléncia do virus da Mionecrose infecciosa nas 11 fazendas de

camarao analisadas em Pernambuco.
39



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Circulos que mostram intercessfes que representam a interacdo entre o

hospedeiro, o patégeno e o meio ambiente.

Figura 2. Reacao de RT-PCR, conversao do RNAm para cDNA.
14

Figura 3. virions do TSV, icosaédricos, tamanho 31-32nm e densidade de 1,338
g/ml medida com cloreto de césio.
16

Figura 4. Les@es histopatologicas do tipo “buckshot”, (aparéncia de pimenta em po)
no epitélio cuticular de um camarao Litopenaeus vannamei com infec¢do aguda de
TSV.

18

Figura 5. Ciclo da Sindrome de Taura em juvenis de L. vannamei.
19

Figura 6. (a) e (b) Camardes infectados com TSV, exibindo carapaca com lesdes
melanizadas multifocais, (c) Camardo saudavel e camardo com urdpodos
avermelhados.

20



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

Figura 7. Lesdes ocasionadas pelo virus da sindrome de Taura, (a) e (b) uropodos
avermelhados.
21

Figura 8. Juvenis de Litopenaeus vannamei que exibem sinais clinicos de IMN,
mostrando areas extensas de necrose esbranquicadas do masculo esquelético, na
cauda e abdémen.

23

Figura 9. Necrose muscular coagulativa liquefativa, causada pelo virus IMN.
23

Figura 10. Particulas virais de 40nm de diametro isoladas de camarao

naturalmente infetado com IMNV.
24

Artigo |

Figura 1. Mapa do Litoral do Estado de Pernambuco-Brasil e os seis municipios de

coleta.

33
Figura 2. Gel de agarose 2% corado com Brometo de etidio (TSV).

37
Figura 3. Gel de agarose a 2% corado com Brometo de etidio (IMNV).

38
Figura 4. Gel de agarose a 2% corado com Brometo de etidio (IMNV).

39



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

RESUMO

A carcinicultura cresceu rapidamente em todo o mundo e hoje constitui uma
grande industria, proporcionando emprego para milhares de trabalhadores e
milhdes em receita. Como toda atividade de aquicultura, a passagem do ambiente
selvagem para o cativeiro, é acompanhada de mudancas, que propiciam o
surgimento de doencas. Surtos de diversas doencas foram reconhecidos como
uma ameaca a sustentabilidade da industria do camaréo, e alguns deles causaram
sérias perdas econbmicas para o0s produtores de varios paises. O virus da
Sindrome de Taura é considerado um dos mais perigosos, com mortalidade
cumulativa de 60 a 90%, sendo responsavel por grandes prejuizos na América
Latina. O virus da mionecrose infecciosa - IMNV (Infectious Myonecrosis Virus),
ainda nao registrado em outros paises, foi identificado no Nordeste brasileiro e
apontado como uma das causas para a diminuicdo da producéo nacional em 2004.
O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia dos virus Taura e IMN, a partir
do diagnodstico molecular de Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
(RT-PCR), no estado de Pernambuco a fim de subsidiar informacfes importantes
para a construgcdo de um plano de biosseguridade. Onze fazendas pertencentes a
seis municipios diferentes, localizados no litoral norte e sul do Estado de
Pernambuco, foram amostradas aleatoriamente no periodo de agosto a dezembro
de 2004. Dos 530 camardes analisados, nenhum apresentou diagndstico positivo
para o TSV, o que significa que a prevaléncia deste patdgeno no estado de
Pernambuco € inferior a uma prevaléncia minima por fazenda de 0.06%, mesmo
diante dos surtos recentes em paises proximos. Em nove das onze fazendas
analisadas foram encontrados casos positivos para o IMNV. O virus IMN
apresentou uma prevaléncia que variou de 0,00% a 35,56%, por fazenda, o que é
considerado preocupante, e desperta a necessidade de um monitoramento em

Vi
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nivel nacional. Este resultado constitui o primeiro levantamento de virus de

camarao realizado no pais, conduzido em uma amostragem néo dirigida.

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei, TSV, IMNV, Prevaléncia, RT-PCR.

ABSTRACT |

Shrimp culture has grown rapidly worldwide and nowadays constitutes a
solid industry generating jobs for thousand people. In any aquatic species, the
transition from life in a wild environment to aquaculture systems is usually followed
by several changes, such as culture densities, frequent degradation of
environmental quality, mixing of populations of different origin and manipulations,
etc. These facts increase the probability of outbreaks of serious diseases. Several
virus diseases have occurred, threatening the sustainability of shrimp industry
worldwide. Taura virus is considered one of the most harmful pathogens in the
Americas, with cumulative mortality between 40 and 95%. Another virus, named
Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) was first identified in Litopenaeus vannamei
reared in Northern Brazil and it is pointed as one of the main causes of the crash in
shrimp production in 2004. The objective of this study was to investigate the
prevalence of TSV and IMNV by Reverse Transcriptase-Polymerase Chain
Reaction (RT-PCR) in Pernambuco state, in order to provide important information
for the construction of a biosecurity plan. Eleven commercial farms, located in six
different cities of the north and south coast, were randomly sampled between
August and December of 2004. Among the 530 animals analyzed, none were virus
positive for Taura, suggesting that the prevalence of this pathogen is lower than
0,06%, even with recent outbreaks in nearby countries. The IMN virus prevalence
lied between 0 and 35,56% among the farms, which is considered alarming and
requires monitoring mechanisms at the national level. These results constitute the
first survey of these shrimp virus carried out in the Americas using a total

randomized sample.

Keywords: Litopenaeus vannamei, TSV, IMNV, Prevalence, RT-PCR.
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| 1. INTRODUCAO

A carcinicultura marinha brasileira fundamentou-se na introducdo do
camarao Litopenaeus vannamei, gracas ao completo dominio do ciclo reprodutivo,
ao aperfeicoamento da tecnologia de manejo operacional, a disponibilidade de
alimentos balanceados e a crescente demanda dos mercados interno e externo
por camarao cultivado (Rocha, 1999).

A carcinicultura cresceu rapidamente em todo o0 mundo e hoje constitui uma
grande industria, proporcionando emprego para milhares de trabalhadores e
milhdes em receita. Entretanto, como toda atividade de aquicultura, a passagem
do ambiente selvagem para o cativeiro, € acompanhada por mudancas, tais como
aumento da densidade, baixa qualidade ambiental e a mistura de populacdes com
diferentes origens genéticas, que propiciam o surgimento de doencas.

Depois de crescer a uma média de 50% ao ano, desde o inicio da
exploracdo comercial da atividade no Brasil em 1996, a carcinicultura viveu um
ano atipico em 2004. Em relacdo ao ano de 2003, a producdo de camardo
registrou uma queda de 15,84%, caindo de 90.190 para 75.904 toneladas e a
produtividade passou de 6.084 kg/ha/ano para 4.573 kg/ha/ano. As exportacdes
foram reduzidas em 12,5%, caindo de US$ 225,9 milhdes para US$ 198,6 milhGes
(Madrid, 2005).

Surtos de diversas doencas foram reconhecidos como uma ameaga a
sustentabilidade da industria do camaréo, e alguns deles causaram sérias perdas
econdmicas para os produtores mundiais (Bachére, 2000, Lightner et al., 1998b).
Atribui-se a estes surtos uma queda na producdo anual de camardes de cultivo de
11% desde 1996 (Aquatic Stock Improvement Company, 2006).

As doencas virais, em especial, podem causar mortalidades macicas,
destacando-se a Sindrome de Taura (TSV-Taura Syndrome Virus), a Mancha
Branca (WSSV-White Spot Syndrome Virus) e a IHHNV (Infectious Hypodermal
and Haematopoietic Necrosis Virus) como as enfermidades de maior importancia
para a carcinicultura na América Latina (Shellfish Diseases, 1996).
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O virus da Sindrome de Taura é membro da familia Discitroviridae (Pantoja
et al., 2004) e disseminou-se rapidamente por diversos paises da América latina,
provocando mortalidades cumulativas entre 60 e 90% (Lightner, 1999b),
despontando como uma das maiores ameagas ao cultivo de camardo nas
Ameéricas, com surtos recentes na Venezuela (Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento, 2005). Estima-se que o virus Taura tenha causado perdas
econdmicas diretas nas Américas de 1 a 1.3 bilhdes de délares (Lightner, 2003).

O virus da IMN (Infectious Myonecrosis) foi recentemente identificado no
Nordeste brasileiro (Lightner e Pantoja, 2004), pertencente a familia Totiviridae
(Tang et al., 2005a), ndo tendo sido registrado em outros paises. O IMNV é
apontado como uma das causas da diminuicdo da producé&o nacional em 2004,
por provocar queda na sobrevivéncia do camardo em fazendas afetadas e
reducdo na densidade de povoamento como medida de prevengdo contra o
estresse, indicado como um dos fatores de intensificacdo da doenca (Madrid,
2005).

A sustentabilidade da industria de camardes depende em grande parte do
controle de doencas e do estado de saude do camardo e para controlar
eficazmente uma enfermidade, é necessario antes de tudo, compreender a
distribuicdo do patdégeno, se ele realmente existe e onde se encontra.

Este trabalho tem como objetivo estimar a prevaléncia dos virus da
sindrome de Taura e da mionecrose infecciosa, a partir do diagnéstico molecular
de RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction), no estado de
Pernambuco a fim de subsidiar informacdes importantes para a constru¢do de um
plano de biosseguridade. Este trabalho representa a primeira iniciativa nacional
em estimar a prevaléncia de dois patégenos que pode ameacar a sustentabilidade

da carcinicultura brasileira.
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| 2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:

Avaliar o status sanitario do camardo marinho Litopenaeus vannamei
cultivado em fazendas do estado de Pernambuco, na fase de engorda, quanto a
presenca do virus Taura (TSV) e o virus da mionecrose infecciosa (IMNV)
baseado em diagndstico molecular de RT-PCR (Reverse Transcriptase-

Polymerase Chain Reaction).

Objetivos Especificos:

e Desenvolver uma metodologia de deteccdo sem a utilizacdo de “kits”
importados;

e Detectar a presenca de TSV e IMNV nos viveiros de fazendas de engorda

do litoral Norte e Sul do Estado de Pernambuco;

e Estimar a prevaléncia dos virus da Sindrome de Taura e da Mionecrose

Infecciosa em fazendas de camardo, no estado de Pernambuco.
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| 3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Cenéario Mundial da Carcinicultura Marinha

O cultivo de camardo marinho teve sua origem no sudoeste da Asia, para
fins de subsisténcia. A atividade se manteve por séculos com caracteristicas
artesanais até a década de 30, quando no Japdao, foi obtida em laboratério a
primeira desova de fémeas capturadas do mar para a produg¢éo comercial de pos-
larvas. O crescimento mundial do cultivo do camardao marinho, em termos
comerciais sO se evidenciou a partir da década de 80, e teve como base de
sustentacdo, o0 avanco de novas tecnologias na reproducdo em cativeiro e
larvicultura, além da crescente demanda do produto no mercado internacional, a
boa rentabilidade do agronegécio e sua capacidade de gerar renda, empregos e
divisas (Rocha e Rodrigues, 2004).

No ano de 2003, a producdo mundial de camarao cultivado em mais de 50
paises em desenvolvimento, chegou a 1.703.957 toneladas, cujo volume anual
envolvendo captura e cultivo foi de 3.024.808 toneladas, o que indica que o
camardo obtido por captura, continua sendo o principal responsavel pela oferta
global do produto (Rocha et al., 2004).

O hemisfério oriental é responsavel pela maior parte da producdo mundial
do camaréo cultivado, com 1.422.292 toneladas em 2003, que correspondem a
83,47% do total, tendo China, Tailandia, Vietna, Indonésia, india, Bangladesh e
Filipinas como os principais paises produtores (Tabela 1). No hemisfério ocidental,
0 volume produzido em 2003 chegou a 281.665 toneladas, o que significou
16,53% da producao mundial. Os principais paises produtores sédo Brasil, Equador
e México (Rocha, 2005). Duas espécies cultivadas predominam no mercado
internacional com cerca de 70% do volume ofertado, sdo elas o camarao tigre
asiatico, Penaeus monodon, e o camardo branco do Pacifico, Litopenaeus

vannamei.
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Tabela 1. Principais produtores mundias de camarao cultivado (Rocha, 2005).

Principais 2004
paises Produgé&o em Area em Produtividade
produtores Toneladas producéo (ha) (Kg/ha/ano)
China 312.000 223.00 1.397
Tailandia 325.000 64.000 5.078
Vietna 220.000 500.000 440
Indonésia 222.540 504.000 441
india 160.000 200.000 800
Brasil 75.904 16.598 4573
Equador 71.938 130.000 553
Bangladesh 58.000 145.000 400
México 47.000 39.000 1.205
Filipinas 38.000 30.000 1.267
Outros 377.618 199.390 1.894
Total 1.703.957 2.051.788 930

3.2 Carcinicultura Brasileira

O camardo Litopenaeus vannamei, foi introduzido no Brasil na década de
80, mas somente a partir da primeira metade dos anos 90, a partir do momento
que os laboratérios brasileiros dominaram a reproducdo e larvicultura do
Litopenaeus vannamei, e iniciaram a distribuicdo comercial de pés-larvas e que as
validacdes tecnoldgicas nas fazendas de camardo foram intensificadas, € que
demonstraram a supremacia desta espécie em relacdo as espécies nativas.
Somente entre 1995 e 1996 ficou realmente demonstrada a viabilidade comercial
da producéo de camardo marinho no Brasil (Rocha, 2001).

O cultivo de camardo no Brasil cresceu de forma consistente de 1997 até

2003, onde a area cultivada teve um aumento de 317% e um incremento na
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produtividade de 499%, o que indica o intenso processo tecnolégico a que a
atividade foi submetida (Rocha e Rodrigues, 2004).

O Brasil produziu 90.160 toneladas de camardao em 2003, um crescimento
de 50% da producdo em relagdo ao ano anterior, consolidando a posi¢cao do Pais
como sexto produtor mundial. O Estado de Pernambuco contribuiu com 6,5% da
producdo de camardo total do Brasil, produzindo 5.831 toneladas de camardo no
ano de 2003 (Rocha et al., 2004).

Em 2004, contudo, a carcinicultura viveu um ano atipico, quando a
producdo de camarao registrou uma queda de 15,84%, caindo de 90.190 para
75.904 toneladas e a produtividade passou de 6.084 kg/ha/ano para 4.573
kg/ha/ano. As exportacfes foram reduzidas em 12,5%, reduzindo de US$ 225,9
milhdes para US$ 198,6 milhdes (Madrid, 2005). Uma série de fatores foram
apontados como responsaveis por esta reducao, entre eles a acao “antidumping”
movida por pescadores norte americanos contra o camarao brasileiro, que causou
uma reducdo de 50% nas exportacdes nacionais para os Estados Unidos, os
precos baixos do camardo no mercado internacional, a desvalorizagdo do ddlar e
0 surto da Mionecrose infecciosa, que provocou queda na sobrevivéncia do
camarao cultivado e reducao na densidade de povoamento, adotada como medida
preventiva (Madrid, 2005). A regido Nordeste é responsavel por 93.1% da
producdo de camardes cultivados (Tabela 2). Na distribuicdo da estrutura
produtiva por estado, o Rio Grande do Norte € o lider em produgdo, com mais de
30.000 toneladas produzidas em 2004. O Estado de Pernambuco contribuiu com
6,0% da producdo de camardo total do Brasil, produzindo 4.531 toneladas de
camardo no ano de 2004, ocupando o quarto lugar no ranking nacional
(Rodrigues, 2005).
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Tabela 2. Distribuicdo da carcinicultura marinha por regides do Brasil em 2004
(Rodrigues, 2005).

N° de fazendas Area Producéo Produtividade
Regiao N° % ha % Ton % Kg/ha/ano
Norte 5 0.5 38 0.2 242 0.3 6.368
Nordeste 883 88.6 15.039 90.6 70.694 93.1 4.701
Sudeste 12 1.2 103 0.6 370 0.5 3.592
Sul 97 9.7 1.418 8.5 4.598 6.1 3.243
Total 997  100.00 16.598 100.00 75.904 100.00 4.573

3.3 Enfermidades dos camardes marinhos

Snieszko (1973) afirma que o termo “doenca” aplicado a aquicultura € o
resultado final de uma complexa interacdo entre o hospedeiro, o0 ambiente, e o
patégeno. Em alguns casos, o hospedeiro e seu patdégeno em potencial podem co-
existir com um pequeno ou nenhum efeito adverso. O autor utiliza trés circulos
com intercessdes para ilustrar este conceito (Figura 1). De acordo este esquema,
o resultado esperado da interacdo entre o hospedeiro, patégeno, e o ambiente
pode mudar de acordo com alteracées em qualquer um dos fatores, quando a
intercessdo entre os circulos aumenta a incidéncia ou severidade da doenca
também aumenta. O hospedeiro pode variar em relacdo a espécie, idade, fase de
vida, estado nutricional, entre outras coisas. O patdégeno ou agente etiolégico da
doenca pode ser bidtico ou abidtico e pode variar em relacdo a viruléncia e a
concentragdo, enquanto o ambiente pode variar de condigbes ideais até
desfavoraveis para o hospedeiro.

As doencas de camarfes peneideos cultivados incluem sindromes com
etiologias infecciosas e né&o infecciosas. As doencas nédo infecciosas de
importancia econdmica para o camarao de cultivo, estdo ligadas aos extremos

ambientais, ao desequilibrio nutricional, a produtos toxicos e a fatores genéticos.
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(Lightner e Redman, 1998a). Embora o cultivo de camardo seja atingido por
muitos patdgenos, os mais sérios em relacdo a perdas econémicas sao causados

por patdgenos virais (Flegel, 2001).

Organismos

Lok Organismos
Patogénicos

Patogénicos

Organismos
Patogénicos

Organismos
Patogénicos

Figura 1. Na figura os circulos mostram as interacées entre o hospedeiro, o
patdgeno e o meio ambiente. (1a) Efeito de uma situacéo de equilibrio, (1b) llustra
0 exemplo para um patdégeno altamente virulento, (1c) efeito de um patdégeno de
baixa viruléncia, (1d) ilustra um organismo “Specific Pathogen Free” (SPF),
condicdo em que o patdogeno foi excluido (Snieszko, 1973 modificado por Lightner
e Redman, 1998a).
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As doencas ocasionadas por patégenos virais ja provocam perdas
consideraveis de produtividade e producdo, tais como as que ocorreram nos
paises do sudoeste asiatico, principalmente na China, Taiwan, Tailandia, e
Indonésia a partir da década de 80 e, posteriormente, na segunda metade dos
anos 90, nos paises da costa sul-americana do pacifico, notadamente no Equador,
Peru e Panama (Galli, 2001).

Desde a primeira descricdo de uma doenca viral em camaréo, realizada por
Couch em 1974, mais de vinte virus ja foram descritos para camardes peneideos
(Lightner, 1996a). No Codigo de Saude de Animais Aquaticos (Code Aquatic) da
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), oito doencas de crustaceos estéao
listadas atualmente, sete das quais sdo doencas virais de grande importancia para

camardes peneideos na aquicultura mundial:

Sindrome de Taura (TSV)

Doenca da Mancha Branca (WSSV)

Doenga da Cabeca Amarela (YHV)

Baculovirose Tetraédrica (BP)

Baculovirose Esférica (MBV)

Infeccdo da hipoderme e Necrose Hematopoiética (IHHNV)
Doenca “Spawner-isolated mortality” (SMV)

A Sindrome de Taura (TSV - Taura Syndrome Virus), a Mancha Branca
(WSSV - White Spot Syndrome Virus) e a IHHNV (Infectious Hypodermal and
Haematopoietic Necrosis Virus) destacam-se como as enfermidades virais de
maior importancia para a carcinicultura na América Latina. Estima-se que até
2001, os prejuizos causados por este grupo de virus ultrapassaram US$ 10
bilhdes (Tabela 3), (Lightner, 2003).

No Brasil ja foi detectado o TSV, o IHHNV presente em todas as regifes
de cultivo no Brasil, o IMNV, que atualmente causa sérios prejuizos ao setor da

carcinicultura nordestina e mas recentemente o WSSV, diagnosticado em Santa
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Catarina em janeiro de 2005 e notificado a Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE), (Seiffeert et al., 2005).

Tabela 3 Prejuizos estimados da industria de cultivo de camardes marinhos
causados por enfermidades virais desde sua primeira deteccdo até 2001(Lightner,
2003).

Virus Ano Perdas (US$bilhdes)
WSSV-Asia 1992 4-6
WSSV-Américas 1999 >1
TSV 1991-1992 1-2
YHV 1992 0,1-0,5
IHHNV 2 1981 0,5-1,0

®Incluindo as perdas na pesca do Golfo da Califérnia em 1989-1994.

Lotz et al. (1995) categorizaram 0s patdogenos de camardo em trés tipos,
baseado na patogenicidade e no perigo que representam para a carcinicultura: a
categoria trés (C-3) inclui patégenos que possuem um impacto minimo sobre os
camardes; categoria dois (C-2) representa 0s patdbgenos que causam ameaca €
podem afetar a produtividade reduzindo o crescimento ou sobrevivéncia dos
camardes de cultivo; categoria um (C-1) representa os patdbgenos mais perigosos,
que causam mortalidades em massa e podem ser uma ameaca a sobrevivéncia
da atividade em uma regido. Quatro virus que atacam camardes peneideos sédo
reconhecidos como patdgenos do tipo C-1: IHHNV, TSV, YHV e WSSV (Lotz,
1997). A disseminacdo destes patdgenos na aquicultura foi efetuada por
transporte de camaréo vivo e por produtos congelados que carregavam patdégenos
infecciosos (Lightner 1996a).
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3.4 Métodos de diagnostico

Os diagnésticos que podem ser selecionados para deteccdo de doencas
infecciosas de crustaceos listadas pela OIE ou para deteccdo de seus agentes

etiol6gicos baseiam-se em:

e Sinais clinicos totais
e Microscopia direta ou de contraste
e Microscopia eletronica
e Histologia
e Bioensaios
e Testes baseados em anticorpos policlonais (PAbs) ou em anticorpos
monoclonais (MAbs)
e Métodos moleculares:
e Sondas de DNA
e Hibridizagao in situ
e Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e Transcriptase Reversa

acoplada a reagcdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

3.4.1 Diagndéstico molecular

Métodos de diagndstico molecular tém sido muito importantes para a industria
de camardes nos ultimos anos, assim como 0os métodos classicos de rotina como
histopatologia e microbiologia (Lightner, 1999a).

O primeiro teste de diagnéstico usando tecnologia baseada em DNA, foi
realizado ha menos de 15 anos para detectar IHHNV, utilizando uma sonda
genética (Lightner et al., 1992; Mari et al., 1993). A aplicacdo de tecnologias
moleculares em diagnésticos na aquicultura avancou rapidamente, pois essa

ferramenta prové resultados rapidos, com alta sensibilidade e especificidade, e

11
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sao particularmente necessarios para infec¢des de dificil diagnostico na histologia
tradicional (Bondad-Reantaso et al., 2005).

Dos métodos de diagnosticos usados atualmente, os métodos moleculares de
PCR e RT-PCR, sao os mais eficientes para os patdgenos virais, pois possuem
grande sensibilidade e especificidade (Lightner, 2005) comparando-0s com outros

métodos de diagndstico existentes (Tabela 4).

Tabela 4. Métodos de diagnéstico e deteccdo de patdgenos virais que atingem

camardes peneideos (Lightner, 2005).

Método WSSV IHHNV BP MBV SMV YHV-group TSV
Microscopia + - +++ 4+ - ++ +
Direta/Contraste
Histopatologia ++ ++ ++ ++ + +++ +++
Bioensaio + + + - - + +
Microscopia + + + + + + +
Eletrénica
Testes baseados ++ - + - - - ++

em Anticorpos

(PAb/MAD)
Sondas de +++ +++ ++ ++ + +++ +++
DNA(DBH/IHS)
PCR/RTPCR +++ +++ +++ 4+ + +++ +++

PAb, anticorpos policlonais; MAb, anticorpos policlonais; DBH, hibidizacéo
dot-blot; ISH, hibridizagéo in situ.

- =Técnica ndo conhecida ou ndo publicada.

+ =Técnica conhecida ou publicada, mas ndo comumente utilizada.
++=Técnica considerada suficientemente precisa na maioria das aplicacdes.

+++ =técnica com alta sensibilidade na detec¢éo do patégeno.

12
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3.4.2 RT-PCR

A Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica in vitro que
permite a amplificacdo de uma regido especifica da sequéncia de DNA. A
amplificacdo €é obtida a partir da utilizacdo da enzima DNA polimerase
termorresistente, co-fatores, desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs) e
oligonucleotideos (primers), pequenas moléculas de DNA unifilamentar com
sequéncia complementar as regides que flanqueiam a regido-alvo. A amplificacéo
por PCR ocorrera quando os primers reconhecerem 0s sitios complementares e
forem estendidos pela DNA polimerase na presenca de dNTPs. A mistura é
aguecida a 90-95°C, para desnaturacdo do DNA molde, sofre um resfriamento
entre 36 e 60°C para permitr o anelamento dos primers aos sitios
complementares e um novo aquecimento de 70-75°C para que a DNA polimerase
sintetize novas fitas de DNA, completando-se assim o primeiro ciclo de
amplificagéo.

A RT-PCR é igualmente uma técnica in vitro que combina a acdo da enzima
transcriptase reversa a uma PCR convencional. Seu principal diferencial é que
esta reacdo parte de um molde de DNA diretamente extraido da amostra; a
amostra fornece o RNA mensageiro, que é convertido em DNA complementar
(cDNA). O primeiro passo da reagcdo consiste na sintese de uma fita de DNA
utiizando como molde uma fita de RNA numa reacdo catalisada por uma
transcriptase reversa. Além disso, também sao utilizados primers, mas
inespecificos e nunca em pares. Sdo oligonucleotideos compostos por varias
timinas consecutivas (de 6 a 35), que sdo anelados as regides Poly-A (ou A-Rich)
do RNA, ricas em adeninas (Figura 2). Apos este ciclo, obtém-se o cDNA que sera
utilizado na PCR (Newton e Graham, 1994).

13
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Conversao do mRNA para cDNA por Transcriptase Reversa

Figura 2. Reacdo de RT-PCR, converséo do RNAmM em cDNA. Fonte:

(http://www.pathmicro.med.sc.edu/pcr/realtime.home.htm).

3.5 Sindrome de Taura

A Sindrome de Taura surgiu em 1992 nas proximidades do rio Taura no
golfo de Guayaquil no Equador (Jimenez, 1992). Inicialmente a causa da sindrome
foi atribuida a exposicdes dos camarbes aos fungicidas Benlate™ (benomyl;
DuPont), Tilt™ (propiconazole; Ciba-Geigy) e Calixin™ (tridemorph; BASF). Em
1994, contudo, foi identificado o novo virus chamado de TSV como agente

etiologico direto da sindrome de Taura (Brock et al., 1995). O virus foi classificado
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por Bonami et al. (1997) como sendo da familia Picornaviridae baseado em suas
caracteristicas fisicas e quimicas, entretanto Mari et al. (2002) sugeriu que sua
sequéncia de nucleotideos pertencia a um membro ainda ndo classificado do
Género Cricket Paralysis virus. Atualmente este virus é classificado como membro
da familia Discitroviridae e do Género Cripavirus (Mayo 2002; Pantoja et al.,
2004).

Virions de TSV tém morfologia icosaedral, ndo sdo envelopados, com
didmetro de 31 a 32 nm e densidade de 1,338g/ml (CsClI). Replicam-se no
citoplasma de células hospedeiras e seu genoma consiste de uma fita Unica de
RNA (ssRNA), linear, com 10.205 nucleotideos e contém ainda dois grandes
quadros abertos de leitura (ORFs). A ORF 1 contém as sequéncias para proteinas
nao estruturais como a helicase, protease e RNA polimerase. A ORF 2 contém as
sequéncias para proteinas estruturais como as do capsideo, VP1, VP2 e VP3
(Hasson et al., 1995). Até o momento ja foram identificados trés sorotipos do virus
da Sindrome de Taura, TSV-A, TSV-B e TSV-C (Erickson et al., 2002), (Tabela 5).

Tabela 5: Sorotipos do virus da sindrome de Taura, origem e viruléncia (Erickson
et al. 2002).

Tipo Referéncia Origem Ano Viruléncia
A HI94 Havai 1994 Baixa
Equador
B SIN98 México 1998 Média
C BLZ02 Belize 2002 Alta

15



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

Figura 3. virions do TSV, icosaédricos, tamanho 31-32nm e densidade de 1,338

g/ml medida com cloreto de césio (Brock, 1997)

3.5.1 Impacto econémico

A producdo equatoriana de camardao marinho cultivado sofreu perdas da
ordem de 30%, 0 que representou um prejuizo de aproximadamente US$ 400
milhdes de dolares para a industria local. Similarmente, a producdo de camardo
em Honduras diminuiu em 60% depois de um surto de TSV na regido (Lightner,
1996b). Estima-se que o virus Taura tenha causado perdas econ6micas diretas
nas Américas de US$ 1 a 1,3 bilhdes (Lightner, 2003).

3.5.2 Susceptibilidade

Espécies de camardes diferem em sua susceptibilidade ao TSV (Brock et

al., 1995). Em Litopenaeus vannamei, TSV nao causa impacto a saude de
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nauplios e larvas até o estagio de misis, mas de pdés-larvas até adultos eles séo
altamente susceptiveis a doenca. Pés-larvas de L. vannamei silvestres sdo menos
resistentes ao virus do que pos-larvas provenientes de laboratério (Stern, 1995).
Penaeus setiferus, Penaeus stylirostris sdo menos sensiveis a doencga, P.
monodom, P. japonicus, P. duorarum e P. aztetecus sdo altamente resistentes
(Brock, 1997).

3.5.3 Distribuicdo Geografica e Disseminacao

Desde 1996, a distribuicdo do virus da Sindrome de Taura parecia estar
limitada as Ameéricas, contudo, o virus foi encontrado em Taiwan, onde foram
observadas altas mortalidades em L. vannamei, provenientes das Américas (Tu et
al., 1999, Yu e Song, 2000) e mais recentemente foi confirmada a presenca do
virus na Tailandia (Nielsen et al., 2005).

Os provaveis meios de disseminacdo da doenca entre diferentes regides
geograficas sdo a transferéncia de reprodutores e camardes congelados
infectados. Transferéncias entre curtas distancias sdo normalmente ocasionadas
por insetos e aves (Lightner, 1995).

O TSV pode permanecer infeccioso nas fezes de gaivotas e garcas que se
alimentaram de camardes infectados, implicando que as aves desempenham um

papel importante na transmissao do virus (Vanpatten et al., 2004).

3.5.4 Atributos clinicos e Patologia

A Sindrome de Taura apresenta duas fases distintas: fase aguda e fase
cronica. LesBes histolégicas associadas a sindrome de Taura em camardes na
fase aguda da doenca mostram areas de necroses multi-focais no epitélio cuticular
e sub-cuticular e freqientemente no tecido conectivo sub-cuticular (Figura 4). Na
fase cronica, no entanto, pode ndo haver lesbes macro e microscopicamente
detectaveis. Suspeita-se que o0s sobreviventes de Taura podem portar o0 virus por
toda a vida (Lightner et al., 1995, Brock, 1997).
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Macroscopicamente 0s juvenis de Litopenaeus vannamei na fase aguda
sdo frageis, moribundos, possuem carapaca mole, trato digestivo vazio,
expansOes difusas dos cromatoforos e os urépodos mostram-se com coloragédo
avermelhada (Figura 6 c e Figura 7, a e b ). Camarfes com sinais tipicos da fase
aguda normalmente encontram-se na fase D do ciclo da muda (Figura 5) e
geralmente ndo sobrevivem ao processo de muda. Durante a fase crbnica os
camardes podem ou ndo apresentar os sintomas da doencga, quando camardes
demonstram sintomas da doenca, apresentam mortalidades moderadas nos
viveiros e lesBes multifocais melanizadas na carapaca (Figura 6, a e b).
Entretanto, geralmente os camardes sdo assintomaticos nesta fase, continuam

comportando-se e alimentando-se normalmente (Lightner, 1996a).

Figura 4. Les0Oes histopatolégicas do tipo “buckshot”, (aparéncia de pimenta em
pd) no epitélio cuticular de um camardo Litopenaeus vannamei com infeccéo
aguda de TSV. Corada com H&E (Vanpatten et al., 2004).
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TSV?

MORTE

Figura 5. Ciclo da Sindrome de Taura em juvenis de L. vannamei. A infeccéo
aguda inicia-se sete dias ap0s a infeccdo inicial e segue até o estidgio de muda
(E). Aparentemente nesta fase o ciclo da muda é temporariamente inibido,
portanto muitos camardes com TS morrem durante o processo de muda. Os
camardes gque sobrevivem a muda entram na fase cronica ou fase de recuperacao
da doenca e podem voltar a apresentar comportamento normal (Hasson et al.,
1999).
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Figura 6. (a) e (b) Camardes infectados com TSV, exibindo carapaca com lesdes
melanizadas multifocais, (c) Camardo saudavel e camardo com urépodos

avermelhados (Gusman e Lightner, 1999).
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(@) (b)

Figura 7. LesBes ocasionadas pelo virus da sindrome de Taura, (a) e (b) urépodos
avermelhados (Lightner, 1996a).

3.6 Mionecrose infecciosa

O primeiro caso da Mionecrose infecciosa (IMN) no Brasil, foi detectado em
Agosto de 2002, no Piaui, e depois se disseminou no Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco. Entretanto existem alguns relatos de enfermidades com
sintomatologias idénticas as da Mionecrose muscular identificadas em camardes
da espécie Farfantepenaeus subtilis no Brasil, na costa piauiense na década de 80
e em Penaeus Aztecus na década de 70 na Baia de Galveston, E.U.A. (Rigdon e
Baxter, 1970).

Recentemente detectou-se o agente etiolégico da doenca, o Virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV), foi identificado em Litopenaeus vannamei cultivado
no nordeste do Brasil (Lightner e Pantoja, 2004), € um virus que possui RNA de

fita dupla (dsRNA) e pertencente a familia Totiviridae (Tang et al., 2005a).
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O IMNV causa mortalidades significativas de 40 a 60% em juvenis e sub-
adultos de L.vannamei cultivados em cativeiro e as perdas econémicas no Brasil
devido a doenga foram estimadas em US$ 20 milhdes em 2003 (Nunes et al.,
2004). Surtos da doenca parecem estar associados a certos tipos de ambientes e
tensdes fisicas como, por exemplo, extremos de salinidade e temperatura,
manuseio na despesca e possivelmente com o uso de alimentos de baixa
qualidade nutricional (Lightner et al., 2005).

A Mionecrose Infecciosa apresenta-se como uma doenga com sintomas
agudos e mortalidades elevadas, mas progride para uma situacdo crbnica
acompanhada de uma persistente baixa mortalidade. Atualmente, a IMN parece
estar limitada ao nordeste brasileiro, mas camarbes com sinais clinicos
semelhantes também foram encontrados em outros paises onde L.vannamei é
cultivado (Lightner et al., 2005). Os camarfes afetados apresentam extensas
areas de necroses esbranquicadas no musculo estriado, especialmente nos
segmentos abdominais e na cauda (Figura 8). Alguns camardes apresentam
coloracéo avermelhada nas &reas necrosadas (Lightner et al., 2005).

Histopatologicamente, camardes na fase aguda da doenca, apresentam
necrose muscular coagulativa, frequentemente com edema (Figura 9). Esta
progressao da mionecrose € acompanhada de infiltracdo hemocitica e fibrose. O
aparecimento de esferdides do 6rgéo linféide é um dos sinais tipicos da presenca
da doenca (Tang et al., 2005b). Sdo encontrados freqlientemente esferdides
ectopicos no o6rgédo linféide, no tecido conectivo esponjoso, especialmente no
limen do coracédo e tubulos adjacentes da glandula de antenal em camardes que
estdo se recuperando da fase aguda da doenca ou que estdo na fase cronica da
doenca (Lightner et al., 2005).
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Figura 8. Juvenis de Litopenaeus vannamei com sinais clinicos de IMN, mostrando
areas extensas de necrose esbranquigadas do musculo esquelético, na cauda e
abddémen. Em alguns camardes, a necrose muscular pode apresentar-se de cor

avermelhada (Lightner et al., 2005).

Figura 9. Necrose muscular coagulativa liquefativa, causada pelo virus IMN
(Lightner et al., 2005).
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A natureza infecciosa da doenca foi demonstrada por transmissdo da
doenca em camardes SPF. Um virus esférico de 40 nm de didmetro foi isolado de
um camardo naturalmente infectado com a doenca. O virus foi caracterizado
parcialmente e por¢cdes do seu genoma foram clonadas e sequenciadas (Lightner
et al., 2005).

Figura 10. Particulas virais de IMNV com 40nm de didmetro isoladas de camar&o

naturalmente infetado com IMNV (Lightner et al., 2005).

As espécies de camardes peneideos Litopenaeus vannamei, L. stylirostris e
Penaeus monodon séo suceptiveis ao IMNV e dentre estas espécies L. vannamei
€ a mais susceptivel (Tang et al., 2005b).

Foram desenvolvidos métodos de RT-PCR e hibridacdo in situ para

diagnostico da doenca e deteccdo do IMNV (Tang et al., 2005a).
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3.7 Anélise da Prevaléncia

Epidemiologia é o estudo da frequéncia, dos determinantes e da
distribuicdo de uma doenca e tem como objetivo principal, solucionar problemas
de saude animal (Thursfield, 1995). Epidemiologia para saude de animais
aquéticos € um novo conceito introduzido em 1996 e vem sendo aplicado em
varias investigacdes de diagnosticos de doencas (Lilley et al., 2002; Corsin et al.,
2001; Mohan et al., 2002).

Para controlar eficazmente uma enfermidade, € necessario antes de tudo,
compreender a distribuicdo da enfermidade, descobrir qual enfermidade existe,
qguantos animais estdo doentes e onde se encontram. Os dados sobre as
enfermidades estdo baseados na deteccdo de animais saudaveis e de animais
doentes. A partir destes dados pode-se calcular diferentes parametros descritivos
sobre o0 estado e avaliacdo da enfermidade e dentre estes parametros um dos
mais importantes € a prevaléncia (Cameron, 1999).

A prevaléncia baseia-se no numero de animais doentes dentro de uma
populacdo conhecida, em um tempo designado, sem distingéo entre casos velhos
e novos. A Prevaléncia € expressa comumente como prevaléncia pontual, quer
dizer, a quantidade de animais doentes em uma populacdo em um periodo de
tempo especifico (Thursfield, 1995). Ou ainda, a prevaléncia é o numero de
animais enfermos em um momento determinado e que se expressa como a
proporcdo da populacdo total submetida ao risco de uma enfermidade neste

mesmo momento (Cameron, 1999).

Prevaléncia = n° de casos de uma doenca presente em uma pop.

n° deind. da pop. Naquele mesmo tempo.

(Science fair projects encyclopedia, 2004).
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3.8 Biosseguridade

A biosseguridade se refere a um conjunto de medidas proativas
direcionadas a prevencao e (ou) diminuicdo do risco de transmissdo de doencas
infecciosas (virais ou bacterianas) e parasitarias as populacdes de animais
saudaveis (Moss et al.,, 1998). Na industria de aves, biosseguridade é definida
como um grupo de agdes essenciais na prevencdo, controle e erradicacdo de
doencas infecciosas economicamente importantes (Zavala, 1999).

Biosseguridade, aplicada a carcinicultura, pode ser definida como a pratica
da exclusdo de patdégenos especificos em estoques de organismos aquaticos
cultivados em instalacBes de reproducdo, laboratérios, e fazendas, ou de regides
inteiras ou paises, com o propdsito de prevencao da doenca (Lightner, 2003).

Para realizacédo de programas de biosseguridade eficazes, as enfermidades
devem ser bem monitoradas. Para isto é necesséario conhecimento das doencas
gue ocorrem, assim como € indispensavel ter acesso a eficientes métodos de
diagnéstico e a laboratérios apropriados (Lightner, 2003).

Programas de Biosseguridade geralmente tém uma base cientifica forte
para avaliacdo de risco das doencas mais significantes, suas possiveis rotas de
entrada, a probabilidade de estabelecimento delas e suas possibilidades de
expansdo para assegurar protecdo apropriada aos produtores aquicolas. Deve
possuir informacéo cientifica e técnica como base para o desenvolvimento de
politicas e decisfes, priorizando o desenvolvimento de pesquisas que envolvam
principios epidemioldgicos. Os estudos epidemiolégicos geram dados essenciais
para as analises de risco e para medidas de biosseguridade, permitindo através
das informacdes realizar uma avaliacdo precisa, com o objetivo de administrar de
maneira eficaz as decisfes. Assim, biosseguridade e epidemiologia estdo
altamente relacionadas, pois é extremamente necessario utilizar pesquisa
cientifica para prevencao, controle e administracdo de doencas (Bondad-Reantaso
et al., 2005).
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Uma das maneiras de estabelecer medidas de controle sanitario € através
da implementacado de “codigos de biosseguridade”, que sdo uma série de medidas
que devem ser sistematizadas para prevenir 0 ingresso ou disseminagéo de uma
enfermidade em um determinado territorio (Galli, 2001).

Diagnostico e a vigilancia das doencas em estoques de producdo sao
componentes essenciais em um programa de biosseguridade na carcinicultura. A
funcéo do diagndstico em um programa de biosseguridade em sistemas de cultivo
€ determinar a causa do surto de uma doenca, assim como as causas de um
baixo crescimento, elevada taxa de conversao alimentar, redu¢cdo no niamero de
desovas, etc. (Lightner, 2005). Na producdo de camarbes 0s componentes
basicos de um programa de biosseguridade devem ser: conhecimento das
patologias existentes; relacdo das doencas e patdgenos que devem ser excluidos;
Apropriados métodos de diagndstico; controle dos vetores no ambiente; boas
praticas de manejo e planos de desinfeccdo, contencdo e erradicacdo das
doencas nas fazendas e laboratério de producéo de pos-larvas (Pruder, 2004).

Varias estratégias sdo empregadas para minimizar o risco de entrada das
doencas nas unidades de producdo da aquicultura de camardes, entre elas, 0 uso
de animais livres de um ou mais patdégenos especifico ou SPF (specific patogens
free), sistemas com zero troca de agua, utilizacao de probidticos e monitoramento
dos efluentes (Pruder, 2004), quarentena, controle do trafego de pessoas, veiculos
e equipamentos e testes de diagndéstico.

A aplicacdo de vigilancia das doencas e informacdo da saude animal na
aquicultura é complicada por varios fatores como, alto custo, a falta de
desenvolvimento sécio-econdmico e tecnolégico em muitos paises, a diversidade
das espécies cultivadas, a grande complexidade dos ambientes e a variedade dos

sistemas de cultivo e dos tipos de manejo (Reantaso et al., 2000).
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| 4. ARTIGO CIENTIFICO

Abstract

Shrimp culture has grown rapidly worldwide and nowadays constitutes a
solid industry generating jobs for thousand people. In any aquatic species, the
transition from life in a wild environment to aquaculture systems is usually followed
by several changes, such as culture densities, frequent degradation of
environmental quality, mixing of populations of different origin and manipulations,
etc. These facts increase the probability of outbreaks of serious diseases. Several
virus diseases have occurred, threatening the sustainability of shrimp industry
worldwide. Taura virus (TSV) is considered one of the most harmful pathogens in
the Americas, with cumulative mortality between 40 and 60%. Another virus,
named Infectious Myonecrosis Virus (IMNV) was first identified in Litopenaeus
vannamei reared in Northern Brazil and it is pointed as one of the main causes of
the crash in shrimp production in 2004. The objective of this study was to
investigate the prevalence of TSV and IMNV by Reverse Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) in Pernambuco state, in order to provide
important information for the construction of a biosecurity plan. Eleven commercial
farms, located in six different cities of the north and south coast, were randomly
sampled between August and December of 2004. Among the 530 animals
analyzed, none were positive for Taura, suggesting that the prevalence of this
pathogen is lower than 0,06%, even with recent outbreaks in nearby countries. The
IMN virus prevalence lied between 0 and 35,56% among the farms, which is
considered alarming and requires monitoring mechanisms at the national level.
These results constitute the first survey of these shrimp viruses carried out in the

Americas using a total randomized sample.

Keywords: Litopenaeus vannamei, TSV, IMNV, Prevalence, RT-PCR
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1. Introducéo

A carcinicultura cresceu rapidamente em todo o mundo e hoje representa
uma grande industria, proporcionando emprego para milhares de trabalhadores e
milhdes em receita. Entretanto, como toda atividade de aquicultura, a passagem
do ambiente selvagem para o cativeiro, € acompanhada de mudancgas, tais como
aumento da densidade, baixa qualidade ambiental e a mistura de populagdes com
diferentes origens genéticas, propiciam o surgimento de doencas.

Surtos de diversas doencas foram reconhecidos como uma ameaca a
sustentabilidade da industria do camaréo, e algumas delas, em especial aquelas
de etiologia viral (Bachere, 2000, Lightner e Redman, 1998b), causaram sérias
perdas econdmicas para os produtores de varios paises. Dentre as doencas virais,
destacam-se a Sindrome de Taura (TSV-Taura Syndrome Virus), a Mancha
Branca (WSSV-White Spot Syndrome Virus), e a IHHNV (Infectious Hypodermal
and Haematopoietic Necrosis Virus) como as enfermidades de maior importancia
para a carcinicultura na América Latina (Shellfish Diseases, 1996).

A Sindrome de Taura Surgiu em 1992 nas proximidades do rio Taura no
golfo de Guayaquil no Equador (Jimenez, 1992). Camardes Litopenaeus vannamei
atingidos pela sindrome de Taura apresentam-se frageis, moribundos, possuem
carapaga mole, trato digestivo vazio, expansfes difusas dos cromatéforos e os
urépodos mostram-se avermelhados (Lightner, 1996a).

Inicialmente a causa da sindrome de Taura foi atribuida a exposicées dos
camardes a fungicidas. Entretanto, em 1994 foi identificado o novo virus chamado
de Virus da Sindrome de Taura ou TSV como agente etiolégico direto da doenca
(Brock et al., 1995, Hasson et al., 1995), classificado como pertencente ao Género

Cripavirus e a familia Discitroviridae (Mayo, 2002).
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O TSV espalhou-se rapidamente por diversos paises da América Latina,
provocando mortalidades cumulativas entre 60 e 90% (Lightner, 1999b),
despontando como uma das maiores ameagas ao cultivo de camardo nas
Américas, inclusive com surtos em 2005 na Venezuela (OIE, 2005). Estima-se que
o virus Taura tenha causado perdas econdmicas diretas nas Américas de 1 a 1,3
bilhdes de délares (Lightner, 2003).

A distribuicdo do virus da sindrome de Taura parecia estar limitada as
Ameéricas, contudo, o virus foi encontrado em Taiwan, onde foram observadas
altas mortalidades em L. vannamei, provenientes das Américas (Tu et al., 1999,
Yu e Song, 2000) e mais recentemente foi confirmada a presenca do virus na
Tailandia (Nielsen et al., 2005).

Os provaveis meios de disseminacdo da doenca entre diferentes regides
geograficas sdo a transferéncia de reprodutores e camardes congelados
infectados. Transferéncias entre curtas distancias sdo normalmente ocasionadas
por insetos e aves (Lightner, 1995).

Trés sorotipos foram identificados para o virus da sindrome de Taura, TSV-
A, TSV-B e TSV-C, que possuem como pais (es) de origem respectivamente
Havai e Equador, México e Belize (Erickson et al., 2002).

Outro virus, denominado de Virus da Mionecrose infecciosa (IMNV), foi
recentemente identificado em camardes Litopenaeus vannamei cultivados no
nordeste do Brasil (Lightner e Pantoja, 2004). O virus da IMNV (Infectious
Myonecrosis Virus) pertence a familia Totiviridae, ndo tendo sido registrado em
outros paises (Tang et al., 2005a). O primeiro caso da doenca foi detectado em
Agosto de 2002, no estado do Piaui, e depois se disseminou nos estados do
Ceard, Rio Grande do Norte, Paraiba e Pernambuco.

A Mionecrose infecciosa caracteriza-se como uma doenga com sintomas
agudos, na qual os camardes afetados apresentam extensas areas de necroses
esbranquicadas no musculo estriado, especialmente nos segmentos abdominais e
na cauda. Alguns camarfes apresentam coloracdo avermelhada nas areas

necrosadas (Lightner et al., 2005). Mortalidades entre 40 e 60% e perdas
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econdmicas da ordem de US$ 20 milhdes, foram registradas no Brasil no ano de
2003 ocasionadas pelo IMNV (Nunes et al., 2004).

Os Métodos de diagnédstico disponiveis para deteccdo de doencgas
infecciosas que atingem os camardes peneideos, incluem métodos tradicionais de
patologia morfoloégica (microscopia direta, histopatologia, e microscopia
eletrénica), bioensaios e métodos moleculares (sondas genéticas e Reacdo em
Cadeia da Polimerase/ PCR) (OIE, 2003).

A aplicacdo de tecnologias moleculares em diagndsticos na aquicultura
avancou rapidamente, fornecendo resultados rapidos, com alta sensibilidade e
especificidade, e tornam-se particularmente necessarios para infec¢cdes de dificil
diagnéstico na histologia tradicional (Bondad-Reantaso et al., 2005).

Este trabalho tem como objetivo estimar a prevaléncia dos virus da
Sindrome de Taura e da Mionecrose Infecciosa em fazendas de camardo L.
vannamei no estado de Pernambuco (Nordeste do Brasil), a partir do diagnéstico
molecular de RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction). Estes
resultados serdo extremamente importantes na construcdo de um plano de
biosseguridade e representa a primeira iniciativa nacional em estimar a
prevaléncia de dois patdégenos, que podem ameacar a sustentabilidade da

carcinicultura brasileira.

2. Material e métodos

2.1 Coleta das amostras

O periodo de amostragem foi de agosto a dezembro de 2004, em uma area
do litoral composta por seis municipios (Figura 1), que incluem onze fazendas
comerciais de camarédo de diferentes portes, pequena, média e grande. O namero
total de individuos coletados foi calculado com base no programa WinEpiscope
versao 2.0, com nivel de confianca de 95% e sensibilidade do teste de 95%. Um

total de 530 animais em fase juvenil foi coletado de 11 fazendas do estado de
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Pernambuco, o que permitiu detectar a presenca dos virus Taura e da Mionecrose
infecciosa para uma prevaléncia minima estimada de 0.6%. A prevaléncia minima
detectavel de cada fazenda foi calculada segundo Cannon e Roe (1982), (Anexo
1) em funcéo da diferenca no ndmero de individuos coletados em cada uma
(Tabela 1).

Cerca de 50 a 100 mg de tecido branquial foram retirados de camardes com
aproximadamente 90 dias de estocagem e peso médio de 5 gramas,
Imediatamente apdés a remoc¢édo, os tecidos foram acondicionados em tubos de
criopreservacdo, contendo Trizol (Invitrogen, Califérnia USA) e rapidamente

acondicionados em nitrogénio liquido.
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Fig. 1. Mapa do Litoral do Estado de Pernambuco-Brasil e os seis municipios de
coleta.
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Tabela 1.
Localizacdo por municipio e numeros de camarfes coletados das fazendas
amostradas.
Fazendas Municipio N° de amostras

1 Sirinhaém (Litoral Sul) n =40

2 Rio Formoso (Litoral Sul) n=30

3 Itapissuma (Litoral Norte) n =90

4 Itamaraca (Litoral Norte) n=30

5 Igarassu (Litoral Norte) n=>55

6 Goiana (Litoral Norte) n=90

7 Goiana (Litoral Norte) n =40

8 Goiana (Litoral Norte) n=30

9 Goiana (Litoral Norte) n =40

10 Sirinhaém (Litoral Sul) n =40

11 Goiana (Litoral Norte) n=45

TOTAL 530

2.2 Extracdo do RNA

O processo de extragao do RNA total foi iniciado retirando-se os tecidos dos
tubos de criopreservacdo e macerando-os, individualmente, em nitrogénio liquido.
Em seguida, os tecidos foram transferidos para novo microtubo, no qual
acrescentou-se novo Trizol e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente.
Apoés a digestdo com Trizol, a fase aquosa foi extraida com Cloroféormio e a
precipitacdo do RNA foi feita utilizando-se alcool isopropilico em um volume de
1:1. O precipitado foi lavado com etanol a 75%, secado a temperatura ambiente
por cerca de 15 minutos, resuspendido em agua com DEPC (Dietilpirocarbonato) e
imediatamente armazenado a —80°C até a sua utilizacdo. A presenca do RNA foi

avaliada ap6s as extracdes através de eletroforese em gel de agarose a 1%,
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contendo 5% de formaldeido e 10% MOPS (MOPS 200mM, pH 7,0, Acetato de
Sodio 80mM e EDTA 10mM, pH 8,0).

2.3 RT-PCR

2.3.1 cDNA

A sintese de cDNA foi conduzida em um volume final de 15ul contendo
aproximadamente 1,0 ug de RNA, 200U da enzima RT Superscript™ 1, 1X
tampao da enzima Superscript Il (50 mM Tris-HCI (pH 8.3), 75 mM KCI, 3 mM
MgCl,), 0,02M de Oligo(dT) e 800uM de cada dNTP. Toda a mistura foi aquecida a
37°C por 5 minutos, seguida por 70°C por 50 minutos e finalmente a 42°C por 15

minutos.

2.3.2PCR

As amplificacbes por PCR foram conduzidas imediatamente apos a
construcdo do cDNA. Cada reacdo para deteccdo de Taura foi realizada
adicionando-se os 10 ul de cDNA em um volume final de 50 ul contendo 2U de
Taq polimerase, 100uM de cada dNTP, 3.0 mM de MgCl,, 10 pmol de cada
primer especificos para Taura (Tabela 2) e 1X Tampao de PCR (50mM KCL;
10mM Tris pH 9; Triton X-100 0,1%). A deteccao de IMNV foi conduzida em um
volume final de 25ul contendo 1U de Taq polimerase, 200uM de cada dNTP, 1.5
mM de MgCl,, 5 pmol dos primers especificos para IMNV (Tabela 2) e 1X Tampéo
de PCR (50mM KCL; 10mM Tris pH 9; Triton X-100 0,1%).

Controles positivos para Taura e IMNV foram utilizados desde a obtengao
de cDNA. Os controles negativos, utilizados para as amplificacbes de PCR

consistiram da substituicdo de cDNA por agua ultra-pura (Sigma, USA).
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Tabela 2.

Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

Sequéncia dos primers utilizados para deteccéo do virus da sindrome de Taura e

da Mionecrose infecciosa por RT-PCR.

Virus Primer Sequéncia do Primer Tamanho do
Amplicon
TSV-F
TSV 9195 5-TCA-ATG-AGA-GCT-TGG-TCC-3'
TSV-R 231pb
9992 5'-AAG-TAG-ACA-GCC-GCG-CTT-3' (Nunan et al.,
1998)
IMNV-F
IMNV  99372G09 5'-CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA-3' 372 pb

IMNV-R

99372G10
5-ACT-CGC-CTG-TTC-GAT-CAA-GT-3’

(Poulos et al., )

Um total de 40 ciclos de temperatura consistindo de uma temperatura inicial

de desnaturacéo, seguida de anelamento/extenséo e extensao final para cada um

dos virus foi utilizado na amplificacédo (Tabela 3).

Tabela 3.
Ciclos de temperatura utilizados na PCR para detecc¢ao dos virus TSV e IMNV.,

Virus Temperatura (°C) Tempo N°de ciclos

94 2min. 1
TSV 94,60 45s, 45s 39

60 7min. 1

94 2min. 1
IMNV 94,65,72 45s, 45s, 45s 39

72 7 min. 1
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2.4 Eletroforese

As amplificacdes foram analisadas em gel de agarose (2%) corado com
Brometo de Etidio e tamp&o de corrida SB 1X (10 mM Hidréxido de Sodio -Acido
Badrico pH 8,5) sobre um transluminador de luz ultravioleta. Os produtos de PCR
foram avaliados utilizando-se um marcador molecular de 100 pb (Invitrogen, USA)

e fotografados em camera digital.

3. Resultados

3.1 TSV

Dos 530 camardes analisados, nenhum deles apresentou diagndéstico

positivo para o virus da Sindrome de Taura (Figura 1), o que significa que a

prevaléncia deste virus é inferior a 0.6% para as fazendas de camarao analisadas.

M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C- C+ M

300 pb
200 pb

100 pb

Fig. 2. Gel de Agarose a 2% corado com Brometo de etidio. M, corresponde ao
marcador molecular de 100bp (Invitrogen, USA); Coluna 1 a 13 amostras de
camardes negativas para o TSV; C - corresponde ao controle negativo (agua ultra-

pura/Sigma, USA); C+, controle positivo do TSV ( fragmento de 231pb).
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3.2 IMNV

Os resultados mostram que o virus IMNV esté presente em 9 das fazendas
11 fazendas analisadas e que nao houve variacédo entre o litoral norte e sul, uma
vez que ambos apresentaram fazendas infectadas. A prevaléncia do virus por
fazenda oscilou entre 0% e 35,56% e dentre os 530 individuos analisados, 76
mostraram-se positivos para o IMNV.

Das onze fazendas analisadas somente duas ndo apresentaram nenhum
caso positivo para o virus da mionecrose infecciosa, tais resultados demonstram,
com 95% de confiangca que a doenca ndo esta presente nestas duas fazendas,
assumindo que a prevaléncia minima detectavel para estes casos é de 5,56%
para a fazenda 5 e 7,60% para a fazenda 10, detectado com base no programa

WinEpiscope verséo 2.0 de acordo com a férmula de Cannon e Roe, 1982.

1 2 3 4 C- C+ M

372pb

~===300 pb
~a==200 pb

~g== 100 pb

Fig. 3. Gel de agarose a 2% corado com Brometo de Etidio. Amostras de
camardes 1 a 4 sao positivas para o IMNV; C-, corresponde ao controle negativo
(dgua ultra-pura/Sigma, USA); C+, controle positivo do IMNV ( fragmento de
372pb).
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 C- C+ M

372pb
== 300 pb
~s==200 pb

~e=100 pb

Fig. 3. Gel de agarose corado com Brometo de Etidio. Amostras 2 e 3,
correspondem a camardes positivos para IMNV; amostras 1 e amostras 4 a 13
correspondem a camardes negativos para IMNV; C-, corresponde ao controle
negativo (agua ultra-pura/Sigma, USA); C+, controle positivo do IMNV(fragmento
de 372pb).
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Tabela 4.
Prevaléncia do virus da Mionecrose infecciosa nas 11 fazendas de camarao

analisadas em Pernambuco.

N.de N. de Prevaléncia _
: positivos (%)
analisados
1 n=40 5 12,50% 419 26,8
2 n=30 8 26,67% 12,28 45,89
3 n=90 18 20,00% 12,31 29,75
4 n=30 8 26,67% 12,28 45,89
5 n=55 0 0,00% 0 6,49
6 n=90 3 3,33% 0,69 9,43
7 n=40 2 5,00% 0,61 16,92
8 n=30 8 26,67% 12,28 45,89
9 n=40 8 20,00% 9,05 35,65
10 n=40 0 0,00% 0 8,81
11 n=45 16 35,56% 21,87 51,22
TOTAL 530 76 -

4. Discussao

Desde 1992 quando foi descrita primeiramente (Jimenez, 1992), a
Sindrome de Taura vem se expandindo por diversos paises produtores de
camardo, tanto da América Latina como em paises do hemisfério Ocidental.

Um estudo sobre a distribuicdo geogréfica do virus da Sindrome de Taura
em 13 Paises das Américas, incluindo o Brasil, registrou sua presenca em todos
os locais. Neste estudo, os autores avaliaram 5 individuos no estado de
Pernambuco, através de hibridizacdo in situ e detectaram TSV em 4 deles
(Hasson et al., 1999). Apesar deste registro, nenhum surto de TSV foi relatado no

local ou mesmo em outras regides do pais até o0 momento.
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Em um outro estudo de prevaléncia do virus Taura em camarfes
Litopenaeus vannamei, realizado na regido de Sinaloa no México, apenas 0s
individuos com sinais clinicos foram coletados, 0 que gerou uma prevaléncia
superestimada entre 75 e 100% para a regido (Herzberg e Valle, 2001).
Contrastando com estes valores, nosso estudo mostrou que dos 530 camardes
analisados, nenhum apresentou diagndéstico positivo para o virus da Taura,
indicando que a prevaléncia deste patégeno no estado de Pernambuco é inferior a
0.6%. Este resultado € de extrema relevancia em se tratando dos prejuizos
recentes causados pelo virus Taura em paises proximos como a venezuela, com
26 surtos em 2005 (OIE,2005).

Estes resultados refletem os efeitos benéficos da Instrugcdo Normativa N°39,
instituida em 1997, que proibe a importacdo de crustaceos no Brasil como forma
de evitar a introducdo de patdégenos no pais. Na Tailandia o departamento de
Pesca permitiu a importacdo legal de L. vannamei em 2002 se as matrizes
importadas fossem certificadas como livres de TSV através de RT-PCR, entretanto
apesar desta acdo de protecdo, um surto de TSV foi confirmado por RT-PCR em
2003 (Nielsen et al., 2005).

A Mionecrose infecciosa (IMN) surgiu primeiramente no Brasil em Agosto
de 2002, no Piaui, e depois se disseminou no Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba e Pernambuco, entretanto apenas em 2004 a doenca foi reconhecida
oficialmente como de etiologia viral.

Os dados relativos a IMNV demandam medidas sanitarias de controle. Os
resultados revelaram que o virus da IMN estd presente em 81% das fazendas
analisadas e nao houve variagédo entre o litoral norte e sul, uma vez que ambos
apresentaram fazendas infectadas, a prevaléncia do IMNV por fazenda oscilou
entre 0% e 35,56%.

Existem fazendas vizinhas, alimentadas pelos mesmos efluentes, que
contrastam amplamente nas prevaléncias, como € o caso das fazendas 5 e 11
com prevaléncias de 0% e 25% respectivamente, implicando em diferentes

praticas de manejo como mitigadores efetivos (racéo, tratamento de solo, origem
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das larvas, etc) na disseminacdo do virus. Este fato inclusive desperta para a
necessidade de uma investigacdo sistematica sobre os fatores que acarretam
niveis diferentes de prevaléncia.

Segundo andlise realizada por Rodrigues (2005) a producédo de camardes
do Brasil foi seriamente afetada em 2004 devido a aspectos econdmicos e
biolégicos (Virus da Mionecrose Infecciosa) que reduziram a producdo nacional
em 15,84%.

A prevaléncia € um parametro usado para avaliar a prioridade de uma
enfermidade e para desenvolver estratégias de controle, estudos sobre
prevaléncia geram dados essenciais para as analises de risco e para realizacao
de medidas de biosseguridade.

Os resultados aqui apresentados constituem o primeiro levantamento de
dois virus de camaréo realizado no Brasil, conduzido em uma amostragem nao
dirigida e apontam para a necessidade de um plano de biosseguridade urgente
para a carcinicultura, onde possam ser estabelecidas barreiras sanitarias para a

movimentacédo interestadual e praticas de manejo apropriadas.
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| 5. CONCLUSOES

A prevencao constitui o elemento mais importante no manejo e tratamento
de enfermidades. Este estudo representou o primeiro monitoramento da
prevaléncia de dois virus de camardo no Brasil e identificou uma escala de
prioridades em relagéo ao seu controle.

O virus da Sindrome de Taura, néo foi encontrado em nenhuma das onze
fazendas de camardo do estado de Pernambuco que foram analisadas. O virus
Taura apresenta, por tanto, uma prevaléncia inferior a 0.6% nas fazendas
analisadas, o que demonstra um controle eficiente nas barreiras sanitéarias.

Tanto as fazendas do litoral norte como as do litoral sul apresentaram
camardes infectados com o virus da Mionecrose infecciosa.

A prevaléncia do IMNV nas fazendas de camardo em Pernambuco desperta
a necessidade de um monitoramento em nivel nacional e o estabelecimento de
medidas preventivas e de controle para eleboracdo de um plano de

biosseguridade eficiente.
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| ANEXOS

Anexo 1. Tabela do calculo do nUmero de amostras coletadas, de acordo com a

populacdo em risco e a prevaléncia minima detectavel (Cannon e Roe, 1982).

0,95 SENSIBILIDADE DO TESTE (¥) MGRAU DE CONFIANCA
PREVALENCIA MINIMA
POPULACAO 25,00% | 20,00% | 15,00% 10,00% | 5,00% | 1,00% 0,60%
EM RISCO 0,2500 0,2000 0,1500 0,1000 0,0500 0,0100 0,0060
5 5 5 5 5 5 5 5
10 7 8 9 10 10 10 10
15 8 9 11 13 15 15 15
20 8 10 12 16 19 20 20
25 9 11 13 17 23 25 25
30 9 11 14 19 26 30 30
40 10 12 15 21 31 40 40
50 10 12 16 23 35 50 50
60 10 13 17 24 38 60 60
70 10 13 17 24 41 69 70
80 10 13 17 25 43 79 80
90 10 13 18 25 45 87 90
100 11 13 18 26 46 96 100
120 11 13 18 27 48 111 119
140 11 14 18 27 50 125 137
160 11 14 18 27 51 137 154
180 11 14 18 28 52 148 170
200 11 14 19 28 53 158 185
225 11 14 19 28 54 169 203
250 11 14 19 28 55 179 219
275 11 14 19 28 55 187 234
300 11 14 19 29 56 195 248
350 11 14 19 29 56 207 272
400 11 14 19 29 57 217 292
450 11 14 19 29 58 226 310
500 11 14 19 29 58 233 325
750 11 14 19 29 59 256 377
1000 11 14 19 30 60 269 408
1500 11 14 19 30 60 283 442
2000 11 14 19 30 61 290 461
3000 11 14 19 30 61 298 481
4000 11 14 19 30 61 302 491
5000 11 14 19 30 61 304 498
7500 11 14 19 30 61 307 506
10000 11 14 20 30 61 309 511
15000 11 14 20 30 61 311 515
25000 11 14 20 30 61 312 519
50000 11 14 20 30 62 313 521
100000 11 14 20 30 62 313 523
300000 11 14 20 30 62 314 524 56
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very brief introduction to the problem and a statement about the methods used in the study.
This should generally be followed by a brief summary of results, including numerical data
(means and standard errors, for example). The abstract should end with an indication of the
significance of the results.

Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal.
Large tables should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the
dimensions a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or
more tables.

3. Drawn tables, from which prints need to be made, should not be folded.

4. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should
include references to all tables.

5. Each table should be typewritten on a separate page of the manuscript. Tables should
never be included in the text.

6. Each table should have a brief and self-explanatory title.

7. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of
units of measurement should be added between parentheses.

8. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between
the columns instead.

9. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote
at the bottom of the table.

Ilustrations

1. All illustrations (line drawings and photographs) should be submitted separately,
unmounted and not folded.

2. lllustrations should be numbered according to their sequence in the text. References
should made in the text to each illustration.

3. Each illustration should be identified on the reverse side (or — in the case of line
drawings — on the lower front side) by its number and the name of the author. An indication
of the top of the illustrations is required in photographs of profiles, thin sections, and other
cases where doubt can arise.

4. lllustrations should be designed with the format of the page of the journal in mind.
Illustrations should be of such a size as to allow a reduction of 50%.

5. Lettering should be clear and large enough to allow a reduction of 50% without
becoming illegible. The lettering should be in English. Use the same kind of lettering
throughout and follow the style of the journal.

6. If a scale should be given, use bar scales on all illustrations instead of numerical scales
that must be changed with reduction.

7. Each illustration should have a caption. The captions to all illustrations should be typed
on a separate sheet of the manuscript.
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8. Explanations should be given in the typewritten legend. Drawn text in the illustrations
should be kept to a minimum.

9. Photographs are only acceptable if they have good contrast and intensity. Sharp and
glossy copies are required. Reproductions of photographs already printed cannot be
accepted.

10. Colour illustrations can be included if the cost of their reproduction is paid for by the
author. For details of the costs involved, please contact the publisher at: nlinfo-
f@elsevier.com.

Colour illustrations

Submit colour illustrations as original photographs, high-quality computer prints or
transparencies, close to the size expected in publication, or as 35 mm slides. Polaroid
colour prints are not suitable. If, together with your accepted article, you submit usable
colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will
appear in colour on the web (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of whether or
not these illustrations are reproduced in colour in the printed version.

For colour reproduction in print, you will receive information regarding the costs from
Elsevier after receipt of your accepted article. For further information on the preparation of
electronic artwork, please see http://authors.elsevier.com/artwork.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting colour
figures to ?grey scale? (for the printed version should you opt to not pay for colour in print)
please submit in addition usable black and white prints corresponding to all the colour
illustrations.

As only one figure caption may be used for both colour and black and white versions of
figures, please ensure that the figure captions are meaningful for both versions, if
applicable.

References

1. All publications cited in the text should be presented in a list of references following the
text of the manuscript. The manuscript should be carefully checked to ensure that the
spelling of author's names and dates are exactly the same in the text as in the reference list.
2. In the text refer to the author's name (without initial) and year of publication, followed —
if necessary — by a short reference to appropriate pages. Examples: “Since Peterson (1993)
has shown that...” “This is in agreement with results obtained later (Kramer, 1994, pp. 12—
16)”.

3. If reference is made in the text to a publication written by more than two authors the
name of the first author should be used followed by “et al.”. This indication, however,
should never be used in the list of references. In this list names of first author and all co-
authors should be mentioned.

4. References cited together in the text should be arranged chronologically. The list of
references should be arranged alphabetically by authors' names,and chronologically per
author. If an author's name in the list is also mentioned with co-authors the following order
should be used: publications of the single author, arranged according to publication dates —
publications of the same author with one co-author — publications of the author with more

61



PINHEIRO, A.C.A.S. Investigacdo dos virus da Sindrome de Taura...

than one co-author. Publications by the same author(s) in the same year should be listed as
19944, 1994b, etc.

5. Use the following system for arranging your references:

a. For periodicals

Dame, R., Libes, S., 1993. Oyster reefs and nutrient retention in tidal creeks. J. Exp. Mar.
Biol. Ecol. 171, 251-258.

b. For edited symposia, special issues, etc. published in a periodical

Benzie, J.A.H., Ballment, E., Frusher, S., 1993. Genetic structure of Penaeus monodon in
Australia: concordant results from mtDNA and allozymes. In: Gall, G.A.E., Chen, H.
(Eds.), Genetics in Aquaculture IV. Proceedings of the Fourth International Symposium, 29
April-3 May 1991, Wuhan, China. Aquaculture 111, 89-93.

c. For books

Gaugh, Jr., H.G., 1992. Statistical Analysis of Regional Yield Trials. Elsevier, Amsterdam,
278 pp.

d. For multi-author books

Shigueno, K., 1992. Shrimp culture industry in Japan. In: Fast, A.W., Lester, L.J. (Eds.),
Marine Shrimp Culture: Principles and Practices. Elsevier, Amsterdam, pp. 641-652.

6. Titles of periodicals mentioned in the list of references should be abbreviated following
ISO 4 standard. The ISSN word abbreviations, for example, can be found at
http://www.issn.org/Istwa.html.

7. In the case of publications in any language other than English, the original title is to be
retained. However, the titles of publications in non-Latin alphabets should be transliterated,
and a notation such as “(in Russian)” or “(in Greek, with English abstract)” should be
added.

8. Papers accepted for publication but not yet published should be referred to as “in press”.
9. References concerning unpublished data and “personal communications” should not be
cited in the reference list but may be mentioned in the text.

Formulae

1. Formulae should be typewritten, if possible. Leave ample space around the formulae.

2. Subscripts and superscripts should be clear.

3. Greek letters and other non-Latin or handwritten symbols should be explained in the
margin where they are first used. Take special care to show clearly the difference between
zero (0) and the letter O, and between one (1) and the letter I.

4. Give the meaning of all symbols immediately after the equation in which they are first
used.

5. For simple fractions use the solidus (/) instead of a horizontal line.

6. Equations should be numbered serially at the right-hand side in parentheses. In general
only equations explicitly referred to in the text need be numbered.

7. The use of fractional powers instead of root signs is recommended. Also powers of e are
often more conveniently denoted by exp.

8. Levels of statistical significance which can be mentioned without further explanation are
" P<0.05,” P<0.01 and " P<0.001.

9. In chemical formulae, valence of ions should be given as, e.g. Ca** and not Ca**.

10. Isotope numbers should precede the symbols, e.g., 0.

11. The repeated writing of chemical formulae in the text is to be avoided where reasonably
possible; instead, the name of the compound should be given in full. Exceptions may be
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made in the case of a very long name occurring very frequently or in the case of a
compound being described as the end product of a gravimetric determination (e.g.,
phosphate as P,0s).

GenBank/DNA sequence linking

DNA sequences and GenBank Accession numbers Many Elsevier journals cite "gene
accession numbers™ in their running text and footnotes. Gene accession numbers refer to
genes or DNA sequences about which further information can be found in the databases at
the National Center for Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of
Medicine. Elsevier authors wishing to enable other scientists to use the accession numbers
cited in their papers via links to these sources, should type this information in the following
manner:

For each and every accession number cited in an article, authors should type the accession
number in bold, underlined text. Letters in the accession number should always be
capitalised. (See Example 1 below). This combination of letters and format will enable
Elsevier's typesetters to recognize the relevant texts as accession numbers and add the
required link to GenBank's sequences.

Example 1: "GenBank accession nos. A1631510, A1631511, Al632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error in a letter
or number can result in a dead link.

In the final version of the printed article, the accession number text will not appear bold or
underlined (see Example 2 below).

Example 2: "GenBank accession nos. A1631510, A1631511, Al632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

In the final version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that source
from the article (see Example 3 below).

Example 3: "GenBank accession nos. A1631510, A1631511, Al632198, and BF223228), a
B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession no. BE675048), and a
T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117)".

Footnotes

1. Footnotes should only be used if absolutely essential. In most cases it should be possible
to incorporate the information in normal text.

2. If used, they should be numbered in the text, indicated by superscript numbers, and kept
as short as possible.
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Nomenclature

1. Authors and editors are, by general agreement, obliged to accept the rules governing
biological nomenclature, as laid down in the International Code of Botanical
Nomenclature, the International Code of Nomenclature of Bacteria, and the International
Code of Zoological Nomenclature.

2. All biotica (crops, plants, insects, birds, mammals, etc.) should be identified by their
scientific names when the English term is first used, with the exception of common
domestic animals.

3. All biocides and other organic compounds must be identified by their Geneva names
when first used in the text. Active ingredients of all formulations should be likewise
identified.

4. For chemical nomenclature, the conventions of thelnternational Union of Pure and
Applied Chemistry and the official recommendations of the IUPAC IUB Combined
Commission on Biochemical Nomenclature should be followed.

Copyright

1. An author, when quoting from someone else's work or when considering reproducing an
illustration or table from a book or journal article, should make sure that he is not infringing
a copyright.

2. Although in general an author may quote from other published works, he should obtain
permission from the holder of the copyright if he wishes to make substantial extracts or to
reproduce tables,plates, or other illustrations. If the copyright-holder is not the author of the
quoted or reproduced material, it is recommended that the permission of the author should
also be sought.

3. Material in unpublished letters and manuscripts is also protected and must not be
published unless permission has been obtained.

4. A suitable acknowledgement of any borrowed material must always be made.

Proofs

One set of proofs will be sent to the corresponding author as given on the title page of the
manuscript. Only typesetter's errors may be corrected; no changes in, or additions to, the
edited manuscript will be allowed.

Offprints

1. Twenty-five offprints will be supplied free of charge.

2. Additional offprints can be ordered on an offprint order form, which is included with the
proofs.

3. UNESCO coupons are acceptable in payment of extra offprints.

Author Services

Authors can also keep a track on the progress of their accepted article, and set up e-mail
alerts informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper"
feature of Elsevier's Author Gateway.

Aquaculture has no page charges
Copyright © 2006 Elsevier B.V. All rights reserved.
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