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Resumo 

A tecnologia de criação de camarões em sistema fechado com bioflocos (BFT) vem se 

mostrando uma alternativa para evitar surtos recorrentes de doenças infecciosas 

exóticas.O papel imunoestimulante dele já foi comprovado em vários estudos, 

protegendo o camarão por meio da ativação de diversos fatores presentes em seu 

sistema imune e conferindo uma maior resistência à infecção. Dentre estes agentes, os 

vírus da Síndrome da mancha branca (WSSV) e da Mionecrose infecciosa (IMNV) 

historicamente já causaram perdas na casa dos bilhões de dólares e hoje estão 

difundidos em todo o mundo, incluindo os estados brasileiros produtores de camarão. 

Nosso objetivo foi avaliar o efeito do uso da tecnologia de bioflocos em camarão 

marinho infectado experimentalmente pelo WSSV e IMNV. Os animais foram 

distribuídos em três tratamentos, sendo um com infecção por imersão pelo WSSV (W), 

um segundo com infecção via ingestão pelo IMNV (I), um terceiro pelas duas vias 

anteriores (IW), além do controle negativo (C), sem desafio viral. Ao final do 

experimento (dia 20), a taxa de mortalidade não diferiu estatisticamente entre nenhum 

grupo. A análise por PCR não acusou positividade para WSSV em nenhuma amostra, 

porém houve animais positivos para IMNV nos tratamentos C (23,8%) e W (8,7%). No 

entanto, nenhum animal apresentou alterações macro e microscópicas, o que indica o 

não desenvolvimento da infecção. Estes resultados apontam uma resistência à infecção 

por parte dos animais, sugerindo que os bioflocos podem agir como barreira contra a 

infecção. 

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei; bioflocos; co-infecção. 
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Abstract 

Shrimp farming on no water exchange systems with bioflocs (BFT) has been shown an 

alternative to avoid recurrent outbreaks of exotic infectious diseases. Its 

immunostimulatory role has already been proven in several studies, protecting shrimp 

by activating several factors present in its immune system and conferring greater 

resistance to infection. Among these agents, White spot syndrome (WSSV) and 

Infectious myonecrosis (IMNV) viruses have historically already caused billionaire 

losses and are still widespread worldwide, including Brazilian shrimp-producing states. 

Our objective was to evaluate the effect of the use of biofloc technology on 

experimentally infected marine shrimp by WSSV and IMNV. The animals were divided 

into three treatments, one with WSSV (W) immersion infection, another with infection 

by IMNV contaminated tissue (I), a third by the two anterior (IW) and the negative 

control (C), without viral challenge. At the end of the experiment (day 20), the mortality 

rate did not differ statistically between any groups. PCR analysis showed no positivity 

for WSSV in any sample, but there were positive animals for IMNV in treatments C 

(23.8%) and W (8.7%). However, no animal presented macro and microscopic 

alterations, indicating the non-development of the infection. These results point to a 

resistance to infection by the animals, suggesting that bioflocs can act as a barrier 

against infection. 

Keywords: Litopenaeus vannamei; biofloc; co-infection. 
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1. Introdução 

Com 73,8 milhões de toneladas produzidas em 2014, a aquicultura vem se 

aproximando do volume total da pesca, sendo a carcinicultura responsável por quase 7% 

desta produção, a qual deteve em 2015 o faturamento de 25 bilhões de dólares (FAO, 

2017).Contudo, o aparecimento de surtos de doenças – principalmente àquelas de 

etiologia viral – vêm sendo um fator determinante para a queda de produção destas 

espécies.  

Dentre as principais espécies, destacam-se o Litopenaeus vannamei(3,8 milhões 

de toneladas em 2015) – conhecido como camarão branco do pacífico – e o camarão 

tigre asiático, o Penaeus monodon (713 mil toneladas no mesmo ano) (FAO, 2017).No 

Brasil, predomina o cultivo do L. vannamei que registrou recorde de produção no ano 

de 2003, momento em que o país atingiu 90.190 toneladas, tornando-se assim o líder 

das Américas (ROCHA, 2005). No entanto, o surgimento da doença de origem exótica, 

causada pelo vírus da Mionecrose infecciosa (InfecctiousMyonecrosisVirus – IMNV), 

foi determinante para a redução nas taxas de sobrevivência e consequente queda na 

produção nacional (SILVA, 2010).O primeiro registro de surto de IMNVocorreu no 

estado do Piauí, em 2002, em L. vannameicultivado (LIGHTNER et al, 2004). 

Além do IMNV, a carcinicultura brasileira vem sofrendo com constantes surtos 

de outra enfermidade viral, conhecida por Síndrome da mancha branca (WSD), causada 

pelo vírus da Síndrome da mancha branca (White Spot SyndromeVirus- WSSV).  

A WSD é caracterizada pela presença de manchas brancas na cutícula e alta 

mortalidade, chegando a 100% do lote dentro de três a 10 dias após a infecção 

(DURAND et al, 1997; NAKANO et al, 1994; WANG et al, 1995). A doença está 

disseminada em todo território brasileiro. O episódio mais recenteocorreu no Ceará em 

2017, estado responsável por 58% da produção nacional de camarão (ROCHA, 2016; 

IBGE, 2017).  

Os camarões, bem como outros invertebrados, possuem apenas a imunidade 

inata, ou seja, não possuem memória imunológica e a consequente produção de 

anticorpos específicos para combate à infecção (WU et al., 2002 apud SILVA, 2010). 

Como não é viável a vacinação dos plantéis, o desenvolvimento de ferramentas para 
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diagnóstico precoce e de linhagens resistentes ao patógeno específico 

(SpecificPatogenResistant– SPR), além de implantação de programas de 

biosseguridade, são as medidas que podem ser tomadas para atenuação do problema 

(SILVA, 2010).  

Uma outra alternativa à limitação imunológica do camarão,é o cultivo em 

circuito fechado com bioflocos (BioflocTechnology– BFT)que vem se mostrando viável 

para controle das afecções na aquicultura(AVNIMELECH, 2012). O princípio básico é 

transformar nutrientes residuais, especialmente o nitrogênio, em biomassa microbial que 

pode ser usada no próprio sistema. Este método contribui principalmente para a 

manutenção da boa qualidade da água – tendo em vista a necessidade de controlar os 

níveis de compostos nitrogenados – bem como para a nutrição dos animais cultivados 

(AVNIMELECH, 1999).  

Além disso, já vem sendo demonstrada a ação estimulante do BFT sobre o 

sistema imune do camarão. Em experimento realizado com L. vannamei, foi 

demonstrado que os níveis da profenoloxidase (proPO) – principal mecanismo de defesa 

de camarões – foram maiores em animais produzidos em BFT quando comparados ao 

grupo controle (EKASARI, 2014). Kim et al. (2013) comprovaram um acréscimo na 

expressão de seis genes envolvidos na cascata da proPO, sendo significativamente mais 

alta no tratamento com bioflocos. Entretanto, não há trabalhos que avaliem o efeito do 

cultivo em BFTquando há co-infecção viral.  

Objetivou-se avaliar o efeito do uso da tecnologia de bioflocos sobre a 

sobrevivência de Litopenaeus vannamei infectados experimentalmente pelo vírus da 

Síndrome da mancha branca, vírus da Mionecrose infecciosa e co-infecção entre estes 

dois agentes. 

1.1. Contextualização da pesquisa 

1.1.1. Panorama da carcinicultura marinha mundial 

 A carcinicultura corresponde a 59,8% (8,3 milhões de toneladas) do total de 

crustáceos produzidos, sendo o continente Asiático responsável por 85,36% de todo 

camarão marinho cultivado no planeta, seguido pelas Américas (14,25%) e o resto do 

mundo (0,4%), em 2014 (FAO, 2017). 
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 As espécies mais cultivadas mundialmente são o Litopenaeus vannamei, 

conhecido como camarão branco do pacífico, com um total de 3,8 milhões de toneladas 

em 2015; e o Penaeus monodon, o camarão tigre asiático, com 950 mil toneladas de 

animais despescados no mesmo ano (FAO, 2017). 

 Atualmente, a China é o maior produtor de camarões do mundo (38,2%). Nas 

Américas, o Equador lidera o ranking, já que em 2015 produziu um total de 412 mil 

toneladas de camarão. ; seguido por México e Estados Unidos, com 223 e 150 mil 

toneladas, respectivamente. O Brasil produziuaproximadamente 70103 mil toneladas no 

mesmo ano, o que corresponde a 5,5% do total produzido nas Américas (FAO, 2017). 

 Dentre os estados brasileiros, destacam-se Ceará e Rio Grande do Norte, 

detentores da maior parte da produção nacional, que juntos produziram 83,8% dos 

camarões cultivados em 2015 (IBGE, 2017). Além destes estados, Piauí, Bahia, Sergipe, 

Pernambuco, Paraíba e Alagoas constituem outros produtores nacionais, com menor 

expressão em relação aos dois maiores. Em comum, todos estes estados se localizam 

nonordesteNordeste, região que dispõe de grandes laboratórios de produção de larvas e 

unidades de beneficiamento (ABCC, 2013). Além disso,as características 

edafoclimáticas, topográficas e hidrobiológicas permitem que a produção de camarão 

ocorra durante o ano todo (FIGUEIREDO et al., 2003; CAMPOS e CAMPOS, 2006 

apud BANDEIRA, 2016). 

  

1.1.2. Mionecrose infecciosa 

Inicialmente conhecida como Mionecrose idiopática, a Mionecrose infecciosa é 

causada pelo IMNV (Infectious myonecrosis virusou vírus da Mionecrose infecciosa). A 

doença, na fase aguda, é caracterizada por vastas áreas de necrose nos tecidos dos 

músculos estriados, principalmente, no terço final do corpo do camarão (últimos 

segmentos abdominais, telso e urópodos) (Figura 1). Na fase crônica, as áreas afetadas 

apresentam aspecto de “camarão cozido”, assumindo uma coloração avermelhada 

(LIGHTNER et al., 2004; NUNES et al., 2004). 

O agente causal é um Totivirus, cujas partículas têm formato icosaédrico com 

cerca de 40 nm de diâmetro e densidade de 1,366 g/ml em cloreto de césio. Seu genoma 
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consiste de uma molécula de RNA de fita dupla (dsRNA) com 7560 pares de base de 

tamanho, com duas regiões de leitura aberta: ORF 1 (59 ORF) e ORF 2 (39 ORF). A 

primeira codifica principalmente uma proteína de capsídeo com uma massa molecular 

de 106 kDa, enquanto que a ORF 2 codifica uma enzima RNA-polimerase RNA-

dependente (OIE, 2007).  

Em infecções experimentais foi demonstrado que o IMNV possui uma menor 

virulência quando comparado a outros vírus, como o da Síndrome de Taura (Taura 

Syndrome Virus – TSV), da Síndrome da mancha branca (WSSV) e da Cabeça amarela 

(Yellow Head Virus – YHV). Em termos de hospedeiros, foi demonstrado que, além do 

L. vannamei, espécies como P.monodon e L. stylirostris são também susceptíveis a 

infecção por IMNV, além de outros camarões peneídeos (TANG et al., 2005). 

No Brasil, os primeiros surtos para a doença apareceram em uma fazenda no 

município de Parnaíba, localizado no estado do Piauí, em setembro de 2002 

(LIGHTNER et al., 2004), cujos prejuízos foram estimados em cerca de US$20 milhões 

(NUNES et al., 2004). Entre 2003 e 2005, período em que ocorreu a maior propagação 

do vírus nas fazendas do Nordeste, tendo sido estimada uma queda de 150.000 

toneladas na produção (NUNES, 2005 apud SILVA, 2010).  

No continente asiático, os primeiros registros de surtos de IMN ocorreram em 

2006, na Indonésia (SENAPIN et al., 2007), tendo o vírus apresentado uma identidade 

de 99,6% com o IMNV primeiramente reportado no Brasil (FLEGEL, 2009). 

Quanto ao diagnóstico, a Organização Mundial de Saúde Animal (World 

Organisation for Animal Health – OIE) (2007) recomenda: 1) a observação de sinais 

clínicos externos característicos; 2) a histopatologia utilizando secções de tecido em 

parafina corados com hematoxilina e eosina (BELL e LIGHTNER, 1988), para a 

observação de necrose muscular coagulativa, infiltração hemocítica, fibrose muscular e 

o aparecimento de esferoides do órgão linfoide (TANG et al., 2005 apud SILVA, 2010); 

e 3) métodos de biologia molecular, principalmente a Reação em Cadeia da Polimerase 

com Transcriptase Reversa (Reverse Transcriptase – Polimerase Chain Reaction ou 

RT-PCR) descrito por Poulos et al. 2006). 
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1.1.3. Síndrome da mancha branca  

 Estima-se que desde o primeiro relato de casos de mortalidade pela Síndrome da 

mancha branca (White Spot Disease - WSD) em camarões em 1992 na China, houve 

perdas de aproximadamente um bilhão de dólares por ano associadas ao vírus. O vírus 

da Síndrome da mancha branca (White Spot SyndromeVirus – WSSV) se tornou o 

agente infeccioso mais danoso, em termos econômicos, para a carcinicultura marinha 

mundial (FLEGEL et al., 2008; ESCOBEDO-BONILLA et al., 2008).  

Pertencente à família Nimaviridae e gênero Whispovirus, este vírus envelopado é 

formado por DNA de fita dupla e um genoma com cerca de 305.000 pares de bases. 

Suas partículas virais têm formato ovóide ou elipsoides (formato de anzol), com uma 

simetria regular, além de possuir envelope e medir de 80 a 120 nm de diâmetro e de 250 

a 380 nm de comprimento. Atualmente, embora vários isolados geográficos com 

variabilidade genética tenham sido identificados, todos ainda são classificados como 

uma única espécie do gênero Whispovirus (LO et al., 2012). 

 Em termos biológicos, o agente é viável por até30 dias a 30ºC em água do mar 

sob condições de laboratório (MOMOYAMA et al., 1998) e, em tanques e viveiros, por 

cerca de 4 dias (NAKANO et al., 1998). Outros estudos in vitro mostraram que o ciclo 

de replicação é de aproximadamente 20 horas a 25ºC (CHANG et al., 1996; CHEN et 

al., 2011; WANG et al., 2000). 

 Todos os crustáceos da ordem Decapoda, seja de água doce ou marinha, são 

susceptíveis ao WSSV (FLEGEL, 1997; LIGHTNER, 1996; LO e KOU, 1998; 

MAEDA et al., 2000; STENTIFORD et al., 2009), independentemente do estágio de 

Figura 1. Camarões L. vannamei com sinais clínicos de Mionecrose infecciosa. 

Há uma coloração leitosa nos últimos segmentos dos animais, evidenciando a 

fase aguda da infecção (pontas das setas). Fonte: Melena et al., 2012. 
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desenvolvimento, de ovos a reprodutores (LIGHTNER, 1996; VENEGAS et al., 1999). 

Porém, a probabilidade de detecção é maior quando em estágios mais avançados de 

desenvolvimento, isto é, pós-larvas, juvenis e adultos, provavelmente como 

consequência da exposição a fatores estressantes, tais como mudas, alterações de 

salinidade, de temperatura e de pH, além da desova e ablação do pedúnculo ocular. O 

agente pode ser transmitido verticalmente, por via transovariana, e horizontalmente, por 

meio daingestão de tecido infectado (como canibalismo, predação, etc.) e por imersão 

(carreado pela água) (OIE, 2016). 

 Já foi comprovado que vários vetores podem carrear o WSSV, tais como rotíferos, 

moluscos marinhos, poliquetas, crustáceos não decápodas, entre outros. Todas estas 

espécies podem acumular maiores concentrações de vírus viável (OIE, 2016). 

 O WSSV está presente em todos os continentes (GLANVILLE, NEVILLE e 

WALKER, 2017). No Brasil, a primeira notificação de WSSV ocorreu em 2005 em 

Laguna, no estado de Santa Catarina. Na ocasião, a doença afetou mais de 1400 ha de 

viveiros, causando um declínio na produção de quase 98% nos três anos seguintes 

(SEIFFERT et al., 2006; MULLER et al., 2010). Atualmente, todos os estados 

brasileiros produtores de camarão já registraram casos de WSD, podendo haver variação 

de cepas do vírus entre os estados (MULLER et al., 2010).  

 A infecção pode ou não levar à doença a depender de fatores não muito bem 

esclarecidos relacionados à espécie e/ou ambiente. Em pouco tempo os animais 

infectados apresentam grandes quantidades de partículas virais na hemolinfa, porém isto 

não significa que a WSD irá ocorrer. Caso a doença inicie seu curso, o aparecimento de 

pontos brancos aderidos à carapaça é o sinal clínico mais comum. No entanto, isto não é 

patognomônico, visto que infecções bacterianas e fatores de estresse como alta 

alcalinidade também podem gerar estas manchas. O comportamento do animal pode 

alterar e este se apresentar letárgico, com inapetência, migrar para as bordas do viveiro 

ou subir à superfície, podendo haver também mudança de sua coloração para rosa ou 

marrom avermelhada. Estes sinais geralmente evoluem para uma mortalidade massiva, 

podendo chegar a 100% do plantel em poucas horas ou dias (OIE, 2016). 
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 Em caso de suspeita de infecção, os camarões podem ser investigados quanto 

aos sinais clínicos de WSD, além de submetidos a histopatologia e às análises 

moleculares como PCR; Loop-mediated Isothermal Amplification (ou Amplificação 

Isotérmica Mediada por Loop – LAMP) e hibridização in situ (OIE, 2016). Em regiões 

livres do vírus, o sequenciamento deve ser utilizado comoconfirmatório (LIGHTNER, 

2011). 

 

1.1.4. Cultivo de camarões em sistema de bioflocos 

 Com a rápida expansão e intensificação do cultivo de camarão, o impacto 

ambiental de compostos nitrogenados inorgânicos se tornou uma grande preocupação 

(COWEY e CHO, 1991).  

 A piora na qualidade da água é alvo de críticas de órgãos voltados à conservação 

do meio ambiente que, em conjunto com agências governamentais estabeleceram 

regulamentos com valores limitantes para despejo de dejetos e qualidade de água, além 

de resultar em surto de doença e prejuízo econômico (HOPKINS e VILLALON, 1992; 

BOYD e YOO, 1994; SAMOCHA et al., 2004). 

 Assim, há necessidade de cultura de camarões produtiva, eficiente e sustentável 

que minimize o impacto ambiental, além de possuir biosseguridade que impossibilite ou 

reduza a ocorrência de surtos de doenças. Deste modo, criar os animais em um ambiente 

sob mínima/limitada troca de água tem se demonstrado uma alternativa viável 

(HOROWITZ e HOROWITZ, 2003). 

 Nos últimos anos, fontes de carbono têm sido utilizadas para reciclar os 

compostos nitrogenados (AVNIMELECH, 2009). Várias fontes já foram testadas para 

este fim tais como melaço, farinha de tapioca, farinha de arroz, açúcar, acetato e glicerol 

Figura 2. Camarão P. monodon com sinais de infecção por 

WSSV, evidenciada pela presença de pontos brancos aderidos à 

carapaça do animal. Fonte: Gopalakrishman et al., 2013. 
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(ANAND et al., 2013; ASADUZZAMAN et al., 2010; CRAB et al., 2010; EKASARI et 

al., 2010; GAO et al., 2012; MAIA et al., 2012; MEGAHED et al., 2010). Estes 

compostos contribuem para a formação de agregados com densas comunidades 

microbianas ideais para a nutrição dos camarões: o biofloco (AVNIMELECH, 2007). O 

melaço da cana-de-açúcar é o mais utilizado no nordeste brasileiro por ser menos 

oneroso e bastante efetivo. 

 A tecnologia de bioflocos (Biofloc technology – BFT) é uma técnica 

ambientalmente “amigável” baseada na produção de microrganismos in situ. Em linhas 

gerais, a amônia é absorvida por microalgas e bactérias heterotróficas ou pode ser 

transformada por bactérias nitrificantes (EBELING et al., 2006). Ocorre crescimento 

desses microrganismos principalmente na forma de flocos microbianos (bioflocos) que 

podem servir de alimento para diversos tipos de animais (SCHRYVER et al., 2008). O 

BFT é, portanto, uma fonte natural rica em proteínas e lipídeos disponível in situ 24 

horas por dia por sua complexa interação entre matéria orgânica, substrato e a diferentes 

microrganismos. Esta produtividade natural desempenha papel importante na 

manutenção da boa qualidade da água (EMERENCIANO et al., 2012). 

 Com a adoção deste método de cultivo também é possível aumentar a densidade 

de estocagem significantemente, sendo recomendados, 300 gramas de biomassa por 

metro quadrado, o que permite maior produção em áreas menores (EMERENCIANO et 

al., 2012). Estudos realizados indicam que estocagens de até 450 camarões/m² ainda 

resultam em boa sobrevivência e produtividade ao final do ciclo (SILVA et al., 2013). 

 Além disso, já foi comprovado que o consumo do bioflocos pelos animais traz 

benefícios nutricionais e/ou imunológicos. Foi evidenciado que a parede celular das 

bactérias formada por lipopolissacarídeos, peptidoglicanos e β-1,3-glicanos, ativam o 

sistema imune de peixes e crustáceos e aumentam a resistência a infecções bacterinas e 

virais em camarões peneídeos (ITAMIet al., 1994; SONG et al., 1997; CHANG et al., 

1999). Kim et al. (2014) provaram que o BFT confere proteção contra doenças em 

camarões cultivados, já que os bioflocos induzem ao desenvolvimento e manutenção do 

sistema imune do animal, construindo uma barreira de defesa para a população. 
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1.2. Objetivos  

1.2.1. Geral 

Avaliar o efeito do uso da tecnologia de bioflocos sobre a sobrevivência de 

Litopenaeus vannamei infectados experimentalmente pelo vírus da Síndrome da mancha 

branca, vírus da Mionecrose infecciosa e co-infecção. 

1.2.2. Específicos 

 Sugerir um protocolo de infecção experimental com WSSV e IMNV para 

juvenis de L. vannamei cultivados em sistema de bioflocos; 

 Determinar, por meio de PCR, o percentual de camarões infectados; 

 Avaliar a sobrevivência dos animais infectados. 
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3. Artigo Científico 

Efeitos do uso da tecnologia de bioflocos em camarão marinho infectado 

experimentalmente pelos vírus da Mancha branca e Mionecrose infecciosa 
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Resumo 

A tecnologia de criação de camarões em sistema fechado com bioflocos (BFT) vem se 

mostrando uma alternativa para evitar surtos recorrentes de doenças infecciosas 

exóticas. O papel imunoestimulante dele já foi comprovado em vários estudos, 

protegendo o camarão por meio da ativação de diversos fatores presentes em seu 

sistema imune e conferindo uma maior resistência à infecção. Dentre estes agentes, os 

vírus da Síndrome da mancha branca (WSSV) e da Mionecrose infecciosa (IMNV) 

historicamente já causaram perdas na casa dos bilhões de dólares e hoje estão 

difundidos em todo o mundo, incluindo os estados brasileiros produtores de camarão. 

Nosso objetivo foi avaliar o efeito do uso da tecnologia de bioflocos em camarão 

marinho infectado experimentalmente pelo WSSV e IMNV. Os animais foram 

distribuídos em três tratamentos, sendo um com infecção por imersão pelo WSSV (W), 

um segundo com infecção via ingestão pelo IMNV (I), um terceiro pelas duas vias 

anteriores (IW), além do controle negativo (C), sem desafio viral. Ao final do 

experimento (dia 20), a taxa de mortalidade não diferiu estatisticamente entre nenhum 

grupo. A análise por PCR não acusou positividade para WSSV em nenhuma amostra, 

porém houve animais positivos para IMNV nos tratamentos C (23,8%) e W (8,7%). No 

entanto, nenhum animal apresentou alterações macro e microscópicas, o que indica o 

não desenvolvimento da infecção. Estes resultados apontam uma resistência à infecção 

por parte dos animais, sugerindo que os bioflocos podem agir como barreira contra a 

infecção. 

Palavras-chave: Litopenaeus vannamei; bioflocos; co-infecção. 
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Introdução 

A emergência de novas doenças virais no Brasiltem sido a principal causa de 

perdas da produção na carcinicultura nos últimos anos (CUÉLLAR-ANJEL et al., 2012, 

LIGHTNER et al., 2012). Dentre estas, podemos citar a infecção causada pelo vírus da 

Mionecrose infecciosa (Infecctious myonecrosis virus – IMNV), que foi apontado como 

um dos principais fatores para a redução nas taxas de sobrevivência e consequente 

queda na produção no Brasilem meados de 2003, com perdas estimadas em 20 milhões 

de dólares naquele ano. (SILVA, 2010). 

Outro vírus e também o de maior impacto para carcinicultura mundial é o 

responsável pela Síndrome da mancha branca (White spot syndrome virus ou WSSV). , 

que pode causar mortalidade de até 100% dentro de 7 a 10 dias em indivíduos 

susceptíveis (LIGHTNER, 1996).No Brasil, a primeira notificação de WSSV ocorreu 

em 2005 em Laguna, no estado de Santa Catarina. Na ocasião, a doença afetou mais de 

1400 ha de viveiros, causando um declínio na produção de quase 98% em três anos 

(SEIFFERT et al., 2006; MULLER et al., 2010). Estas doenças estão disseminadas em 

todo o Brasil, tendo ocorrênciasrecentes registradas nos maiores estados brasileiros 

produtores de camarão (ROCHA, 2016; IBGE, 2017).  

Os camarões, bem como outros invertebrados, possuem apenas a imunidade 

inata, ou seja, não possuem memória imunológica e a consequente produção de 

anticorpos específicos para combate à infecção (WU et al., 2002 apud SILVA, 2010). 

Como não é viável a vacinação dos plantéis, o desenvolvimento de ferramentas para 

diagnóstico precoce e de linhagens resistentes ao patógeno específico 

(SpecificPatogenResistant– SPR), além de implantação de programas de 

biosseguridade, são as medidas que podem ser tomadas para atenuação do problema 

(SILVA, 2010).  

Dentre esses programas, Uuma alternativa que vem se mostrando interessante 

para o controle das infecções virais na aquicultura é o cultivo em sistema fechado com 

bioflocos (BioFLOC technology – BFT) (AVNIMELECH, 2012). Seu princípio básico 

é transformar nutrientes residuais, especialmente o nitrogênio, em biomassa microbial 

que pode ser usada no próprio sistema (AVNIMELECH, 1999). Já foi demonstrado que 

o cultivo de camarões L. vannamei em sistema de bioflocos pode induzir a uma 
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expressão de genes responsáveis pela cascata de profenoloxidase (proPO), uma das 

principais respostas imunes inatas dos crustáceos (KIM et al., 2013). Assim, o cultivo 

em sistemas de bioflocos pode estar relacionado com uma melhor eficiência da 

imunidade inata do camarão, ou até mesmo com uma atenuação das características 

patogênicas do agente causador de uma determinada doença (KIM et al., 2014). 

Objetivou-se avaliar o efeito do uso da tecnologia de bioflocos sobre a 

sobrevivência de Litopenaeus vannamei infectados experimentalmente pelo vírus da 

Síndrome da mancha branca, vírus da Mionecrose infecciosa e co-infecção entre estes 

dois agentes. 

Material e métodos 

a)  Aquisição dos animais: 

 Foram utilizados 1200 indivíduos juvenis de L. vannamei com peso médio de 2,15 

g, coletados em tanques com bioflocos de fazenda comercial de engorda, localizada no 

município de Canguaretama, no estado do Rio Grande do Norte, Brasil (l6°18’06” S; 

35°02’26" W).Por ocasião da coleta, os animais foram avaliados quanto a possíveis 

alterações macroscópicas, segundo Cuéllar-Anjel (2008), sendo selecionados apenas os 

aparentemente hígidos. 

 Cerca de 1000 L de água com bioflocos também foram coletados da mesma 

propriedade, e apresentava-se com sólidos sedimentáveis de 5 ml/L e salinidade de 16 

g/L. Os camarões e a água foram transferidos para o Laboratório de Maricultura 

Sustentável (LAMARSU) e mantidos em tanque de fibra de vidro com capacidade de 

1000 L (800 L de volume útil) até a realização dos desafios. 

 No intuito de detectar a presença de WSSV, análises de PCR foram conduzidas, 

considerando uma prevalência mínima estimada de 10% (CANNON e ROE, 1982), 

segundo protocolo de Lo et al. (1996). Todas as amostras analisadas foram negativas e 

os animais usados nos desafios. Estas mesmas amostras não foram submetidas à análise 

prévia para IMNV, devido à inexistência de histórico de infecção por este vírus na 

propriedade.  

b) Inóculos virais 
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 A preparação do inóculo para infecção experimental por WSSV foi realizada no 

Instituto de Ciências do Mar (LABOMAR) na Universidade Federal do Ceará, seguindo 

o protocolo descrito por Pérez et al. (2005), com algumas modificações. 

Resumidamente, animais provenientes de uma fazenda de engorda de L. vannamei do 

Nordeste do Brasil foram coletados durante um surto de Síndrome da mancha branca, 

sendo estes triados por nested-PCR (Lo et al., 1996) para confirmação da presença deste 

patógeno. O tecido contaminado foi macerado e homogeneizado em PBS 1X em 

concentração de 95% (p:v) a 4°C e, em seguida, centrifugado a 10.000 rpm por 10 

minutos. O sobrenadante foi então removido e filtrado através de dois filtros com 

membrana polietersulfonica (PES) (0,45 e 0,22μm) (Biosystems). A carga viral do 

filtrado (inóculo viral - 10
4
 cópias virais/µg de DNA) foi quantificada via PCR em 

tempo real (FEIJÓ et al., 2013) e este material foi dividido em alíquotas de 1,5 ml para 

posterior armazenamento a -80°C até a sua utilização nos desafios virais.  

 Para o IMNV, foi utilizado músculo abdominal de reprodutores de L. vannamei 

previamente analisado por PCR em tempo real (Silva et al., 2015) com carga viral de 

10
6
 cópias por µg

-1
 de RNA total e armazenado a -80°C. 

c) Desafios virais: 

 Os animais selecionadosforam distribuídos aleatoriamente em unidades 

experimentais de policloreto de polivinila (PVC) opacas com 15 litros de água com 

bioflocos cada, submetido a aeração forte e constante. 

 Para a manutenção do BFT foi utilizada água do mar (16 g/L de salinidade) 

previamente clorada a 20 ppm por 24 horas, no intuito de repor perdas por evaporação 

ou diluir os sedimentos. Como fonte de carbono orgânico utilizou-se melaço de cana-

de-açúcar (40% de carbono), e de nitrogênio, ração comercial (40% de proteína bruta), 

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

et al. (2007) e Avnimelech et al. (2009). Para a manutenção do pH acima de 7,3 e 

alcalinidade acima de 100 mgL
-
¹, foi adicionada cal hidratada (Ca(OH)2) como sugerido 

por Furtado et al. (2011). 

 Os animais foram alimentados com ração comercial (40% de proteína bruta) 

quatro vezes ao dia (8h, 11h, 14h e 17h) e a quantidade de alimento ofertada era 
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ajustada de acordo com a estimativa de consumo, mortalidades e sobras, segundo a 

metodologia descrita por Van Wyk e Scarpa (1999). A cada semana, eram verificadas 

diversas variáveis de qualidade da água tais como: amônia total, amônia tóxica, nitrito, 

alcalinidade e pH (todos via testes colorimétricos); salinidade (via refratômetro) e a 

quantidade de sólidos (via cone de Imhoff). A temperatura foi aferida todos os dias, 

duas vezes ao dia, com termômetro de mercúrio. 

 O desafio viral foi dividido em três tratamentos mais um grupo controle: a) 

tratamento com animais submetidos à infecção experimental através da ingestão de 

tecido contaminado por IMNV (tratamento I); b) animais submetidos à infecção 

experimental através da imersão de inóculo viral de WSSV (tratamento W); e c) animais 

submetidos à co-infecção através dos dois métodos anteriores (tratamento IW). O grupo 

controle foi submetido à ingestão de tecido não contaminado (negativo para WSSV e 

IMNV). Para cada tratamento e controle foram usadas três repetições. Em cada unidade 

foram distribuídos 10 camarões, perfazendo uma densidade de 1 animal/1,5 L. 

 Para a infecção experimental com IMNV (tratamentos I e IW), utilizou-se o 

método de ingestão de tecido contaminado, conforme Silva et al. (2015). Segundo este 

protocolo, os animais foram alimentados com músculo abdominal a 10% da 

biomassa/dia através da oferta de 5% de biomassa por duas vezes ao dia, durante sete 

dias. Do 8º dia até o final do experimento (20º dia), os camarões foram alimentados com 

ração comercial à mesma biomassa, com observação diária para determinação de sinais 

clínicos de infecção por IMNV e de mortalidade.  

 O tratamento W (animais submetidos à infecção experimental através da imersão 

de inóculo viral de WSSV) foi efetuado via imersão, através da adição de inóculo viral 

preparado (carga viral de 10
4
 cópias virais/µg de DNA), segundo protocolo descrito por 

Pérez et al. (2005) para estudos de patogenicidade do vírus em L. vannamei cultivado 

em águas claras. 

 Inicialmente, o inóculo foi submetido a uma diluição de 1:100 e um volume de 30 

mL foi administrado em cada unidade experimental dos tratamentos com WSSV (W) e 

co-infecção (IW) duas vezes ao dia, com intervalo de três horas entre as inoculações, 

por um único dia. Após este período, os animais foram alimentados com ração 

comercial e observados por 20 dias para visualização de sinais clínicos e mortalidade.  
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 Para o tratamento controle administrou-se tecido negativo para IMNV e WSSV na 

mesma proporção e condições dos tratamentos I e IW. Durante todo o experimento, os 

animais mortos e sobreviventes (ao final do experimento) foram coletados, pesados, 

sacrificados em gelo e armazenados a -80°C para análise molecular via PCR. Vinte 

porcento dos animais sobreviventes foram destinados ao exame histopatológico. 

d) Extração do DNA 

O DNA foi extraído conforme o protocolo de Sambrook et al. (1989), com base 

em fenol/clorofórmio/álcool isoamílico, com algumas modificações. Em cada amostra 

foram adicionados 700µL de tampão de extração (10 mMNaCl; 10 mM Tris pH 8,0; 25 

mM EDTA pH 7,5) com uma concentração final de 1% de SDS e 10 µg/ml de 

Proteinase K. Em seguida, a purificação do DNA foi efetuada através da adição de 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1) e clorofórmio-álcool isoamílico (24:1). O 

sobrenadante foi então precipitado com etanol e o DNA ressuspendido em TE (Tris-HCl 

10 mM pH 8.0, EDTA 1 mM pH 8.0) e armazenado a -20ºC até a sua utilização, sendo 

quantificado em fluorômetroQuantus
TM

 através do QuantiFluor
TM

 ONE dsDNA System, 

da Promega (USA). 

e) Extração de RNA e síntese de cDNA 

 O RNA foi extraído segundo protocolo de Pinheiro et al. (2007). O tecido foi 

macerado e, posteriormente digerido em 1 mL de Trizol (Invitrogen).  O RNA foi 

precipitado com álcool isopropílico, na proporção de 1:1 e, lavado com etanol a 75%, 

para ser ressuspendido em água tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC) e armazenado 

a -80°C.  

 A síntese de cDNA foi realizado em um volume final de 20μL, conforme as 

instruções do fabricante Promega (USA). Inicialmente, para um volume final de 5μL 

foram adicionados 2μL de RNA total e 0,5μg de oligo(dT)15. Esta mistura foi aquecida a 

70°C por 5 minutos, e então, imediatamente resfriada em gelo por 5 minutos. 

Posteriormente foram acrescentados a cada 5μL desta mistura, um segundo mix 

composto por 1X tampão da enzima Improm-II, 3mM de MgCl2, 0,5mM de cada dNTP, 

e 1μL da enzima transcriptase reversa Improm-II (Promega, USA). Todo o volume foi 
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incubado a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e 70°C por 15 minutos. O cDNA 

foi diretamente usado na PCR ou armazenado a -20°C até posterior utilização. 

f)  PCR 

A detecção do IMNV foi realizada segundo o protocolo descrito por Pinheiro et al. 

(2007). As amplificações foram conduzidas em um volume final de 25 μL contendo 1 

μL de cDNA, 1U de Taqpolimerase, 200 μM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl2, 5 pmol 

dos primers específicos para IMNV (IMNV-F 5’-CGACGCTGCTAACCATACAA-3’ e 

IMNV-R 5’-ACTCGCCTGTTCGATCAAGT-3’) e 1X tampão de PCR (50 mM KCL; 

10 mM Tris pH 9; Triton X-100 0,1%). Para esta reação foram usados como amostra o 

cDNA sintetizado, sendo adicionado a cada reação um controle positivo para o vírus da 

Mionecrose infecciosa e um controle negativo contendo apenas água ultra-pura. O ciclo 

térmico consistiu de uma desnaturação inicial a 94°C por 2 minutos, seguido por 39 

ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, anelamento dos primers a 60°C por 45 

segundos e, extensão a 72°C por 45 segundos. Os produtos foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etídio e o tamanho do 

fragmento (328pb), determinado através de um marcador de peso molecular de 100pb 

(Invitrogen, USA), sendo foto-documentado e analisado através do KODAK Gel Logic 

100 Imaging System. 

 Para o WSSV, utilizou-se uma nested-PCR de acordo com Lo et al. (1996) para 

um volume final de 50 µl. Na primeira reação, utilizou-se 1 µl de DNA total com 

concentração aproximada de 50 ng e um mixcontendo 10 mM Tris-HCl, pH 9 a 25°C, 

50 mMKCl, 1,5 mM MgCl2e, 200 µM de cada primer (146F1 5'-

ACTACTAACTTCGCCTATCTAG-3' e146R1 5'-TAATGCGGG 

TGTAATGTTCTTACGA-3). Similarmente, as condições de amplificação da 2ª reação 

foram conduzidas, mas aplicando-se 1 µl do produto da 1ª reação e os primers 146F2 5'- 

GTAACTGCCCCTTCCATCTCCA-3' e 146R2 5'-

TACGGCAGCTGCTGCACCTTGT-3'. Em todas as reações (1ª e 2ª PCRs) foram 

inseridos controles positivos para WSSV e negativos (água ultra-pura). As 

amplificações ocorreram na seguinte ciclagem de temperatura: 1 ciclo de 94°C por 4 

minutos, 55°C por 1 minuto, 72°C por 3 minutos; seguidos de 39 ciclos de 94°C por 1 
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minuto, 55°C por 1 minuto, 72°C por 3 minutos; além de uma extensão final de 72°C 

por 5 minutos após os 40 ciclos.  

Os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose a 1% contendo brometo de 

etídio e o amplicon de 848 pb foi determinado através de um marcador de peso 

molecular de 1kb (Invitrogen), sendo fotodocumentado através do software KODAK 

Gel Logic 100 Imaging System. 

g) Histopatológico 

As análises foram conduzidas no Laboratório Maria Ignez Cavalcante, na Área de 

Patologia do Departamento de Medicina Veterinária, na Universidade Federal Rural de 

Pernambuco. As amostras submetidas ao exame histopatológico foram fixadas em 

solução de Davidson, segundo Bell e Lightner (1988). Para a fixação, os animais foram 

infiltrados e imersos em Davidson por 24 horas e, em seguida, lavados em água e 

transferidos para uma solução de etanol a 70%.  

Após isto, as amostras foram submetidas à desidratação por etanol, diafanização por 

xilol e emblocamento com parafina, e cortadas em micrótomo. As amostras foram 

coradas com hematoxilina e eosina (JUNQUEIRA e JUNQUEIRA, 1983) e submetidas 

à análise de patologia de crustáceos de acordo com a literatura específica (LIGHTNER, 

1996). 

h) Análise estatística 

Os dados foram expressos através da média, desvio padrão e frequências (absolutas 

e relativas). Inicialmente, avaliou-se a distribuição dos valores (normalidade) utilizando 

o teste de Shapiro-Wilk. Posteriormente, as variáveis que não apresentaram distribuição 

normal foram submetidas ao teste não paramétrico de Kruskal Wallis para a comparação 

dos resultados obtidos nos grupos (Controle, I, W e IW). Os dados que apresentaram 

distribuição normal foram submetidos à análise de variância (Teste F) e, para a 

comparação entre grupos (Controle, I, W e IW) empregou-se o teste de Tukey. A 

comparação entre o peso inicial e final de cada grupo foi realizada através do teste t de 

Student. Além disso, realizou-se uma análise de associação entre os resultados da PCR 

nos grupos empregando-se o teste do Qui-quadrado (X
2
) (SAMPAIO, 1998). O 
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programa IBM SPSS Statistics 23.0 foi utilizado para a execução dos cálculos 

estatísticos e o nível de significância adotado foi de 5,0%. 

Resultados e discussão 

Os dados das variáveis de qualidade de água encontram-se resumidos na tabela 

1. Os valores de pH, amônia total e amônia tóxica diferiram estatisticamente ao longo 

das semanas para os grupos controle (C), IMNV (I) e co-infecção (IW). Segundo Kim et 

al. (2014), os mais altos valores de amônia total (3 mg/L) encontraram-se fora dos 

níveis considerados adequados para o L. vannamei cultivado em sistema de 

bioflocos.No tratamento W a amônia total estava bem abaixo do em relação aos outros 

tratamentos na primeira semana, provavelmente devido ao fato de não haver oferta de 

tecido nestas unidades, já que seria uma fonte adicional de matéria orgânica. Os valores 

de pH mantiveram-se, por quase todo o tempo, numa faixa em que possibilita o melhor 

desenvolvimento de camarões e bactérias nitrificantes, mesmo próximo ao limite 

mínimo ideal (7) (Furtado et al., 2011). 

 Apesar de ter havido diferenças estatísticas significativas entre as semanas para 

os tratamentos C, W e IW, a temperatura manteve-se dentro de uma faixa apropriada 

para a criação de camarões, ainda que, para animais com este tamanho 

(aproximadamente 2 gramas), a temperatura ideal para que se possa alcançar uma maior 

taxa de crescimento esteja acima de 30°C (PONCE-PALAFOX et al., 1997; WYBAN et 

al., 1995).  

O nitrito diferiu no tratamento controle na primeira semana se comparado às 

outras três seguintes. Os níveis deste composto em todos os tratamentos mantiveram-se 

dentro da faixa considerada segura para L. vannamei (abaixo de 6,1 mg/L de nitrito) 

para a salinidade utilizada em nosso experimento (16 g/L)(GROSS et al., 2004). Na 

quarta semana, o nitrito aumentou em relação a terceira semana, ao passo que a amônia 

total reduziu entre as duas últimas semanas. Isto indica o início de uma rota de 

nitrificação, característica dos sistemas com bioflocos (AZIM e LITTLE, 2008; 

SCHRYVER et al., 2008). Em sistemas heterotróficos, há a conversão de amônia a 

nitrito e, deste, a nitrato e posteriormente a nitrogênio por meio da comunidade 

bacteriana(HARGREAVES,2006).



.Tabela 1. Resumos dos parâmetros (média e desvio padrão) obtidos nos grupos durante o experimento 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Letras minúsculas diferentes em uma mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05) entre os grupos para uma mesma 

semana. Letras maiúsculas diferentes em uma mesma coluna indicam diferença estatística (p<0,05) entre semanas para um mesmo 

grupo. Colunas em branco indicam que os parâmetros não foram aferidos naquela semana.

Semana Grupo pH 
Amônia Total 

(mg/L) 
Amônia Tóxica Nitrito Temperatura 

Sólidos 

sedimentáveis 

1 

Controle 7,0±0,0
B
 3,00±0,00

a
 0,051±0,000

a
 1,25±0,43

A
 28,0±0,0

A
  

I 7,0±0,0
B
 3,00±0,00

aA
 0,051±0,000

a
 0,66±0,29 28,0±0,0  

W 7,6±0,0 0,16±0,29
bB

 0,004±0,008
b
 1,33±0,72 28,0±0,0

A
  

IW 6,8±0,0
B
 3,00±0,00

aA
 0,051±0,000

a
 1,00±0,00 28,0±0,0

A
  

2 

Controle 7,3±0,0
B
 3,00±0,00 0,051±0,000

a
 0,00±0,00

B
 27,0±1,0

AB
  

I 7,3±0,0
AB

 3,00±0,00
A
 0,051±0,000

a
 0,50±0,43 26,0±0,0  

W 7,3±0,0 3,00±0,00
A
 0,004±0,008

b
 0,08±0,14 26,0±0,0

B
  

IW 7,3±0,0
AB

 3,00±0,00
A
 0,051±0,000

a
 0,33±0,29 26,7±0,8

B
  

3 

Controle 7,3±0,0
B
 3,00±0,00 0,051±0,000 0,00±0,00

B
 28,3±0,6

A
 21,3±1,1

B
 

I 7,3±0,0
AB

 3,00±0,00
A
 0,051±0,000 0,08±0,14 28,0±0,0 29,0±3,6 

W 7,3±0,0 3,00±0,00
A
 0,051±0,000 0,16±0,14 28,0±0,0

A
 34,0±8,5 

IW 7,3±0,0
AB

 3,00±0,00
A
 0,051±0,000 0,08±0,14 28,0±0,0

A
 29,3±3,1 

4 

Controle 7,7±0,3
A
 0,00±0,00  0,08±0,14

B
 26,0±0,0

B
 47,3±11,0

A
 

I 7,4±0,3
A
 0,08±0,14

B
  0,25±0,25 26,0±0,0 42,3±2,5 

W 7,4±0,3 1,08±0,14
B
  0,41±0,52 25,7±0,6

B
 44,0±2,0 

IW 7,5±0,4
A
 0,16±0,29

B
  0,33±0,57 26,0±0,6

B
 45,6±0,6 
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Os sólidos sedimentáveis diferiram significantemente para o tratamento controle, 

nas duas semanas em que foram aferidos (semanas 3 e 4). Recomenda-se um valor 

máximo de 15 mL/L de sólidos sedimentáveis em sistemas com BFT para camarões 

(TAW, 2010; EMERENCIANO et al., 2012) valor bem abaixo do que foi encontrado no 

nosso trabalho. Vários fatores podem levar a um aumento dos sólidos, incluindo a 

composição da água ou efluente, o manejo, processos biológicos e o formato do tanque 

(PRESTON et al., 2000). Os níveis mantiveram-se altos ainda que houvesse a tentativa 

de diluí-los por meio de adição de água. A alta concentração de sólidos deve ser evitada 

por ser uma fonte adicional de amônia, por provocar um aumento na demanda 

bioquímica por oxigênio, além de causar danos severos às brânquias por obstrução, 

levando ao estresse e ao aumento à susceptibilidade a doenças (BAKHSH e CHOPIN, 

2011). Ebeling et al. (2006) apontaram que a elevada produção de bactérias em sistemas 

heterotróficos, comparada à biomassa de fitoplâncton produzida na cultura autotrófica, 

leva a um consequente aumento de sólidos sedimentáveis.  

Em termos de taxa de sobrevivência final média foram obtidos os valores 

mostrados na tabela 2.  

Tabela 2. Comparação entre a taxa de sobrevivência final média dos grupos (dia 20). 

GRUPOS 
Valor P

(A)
 

Controle I W IW 

90,0% 76,7% 90,0% 80,0% 0,452 

(A) Teste de Kruskal Wallis 

A sobrevivência final média dos tratamentos foi de 90% para C, 76,6% para o 

tratamento com I, 90% para o tratamento W e 56,7% para IW. Tais resultados podem 

estar associados à via de desafio, que pode ter sido ineficiente para que ocorresse a 

infecção, diferentemente deEscobedo-Bonilla et al. (2008) que observaram uma 

sobrevivência de 0% dos animais após cinco dias de infecção por WSSV através de 

ingestão de tecido contaminado. Similarmente, Pérez et al. (2005) em um estudo sobre a 

patogenicidade do WSSV em pós-larvas de L. vannamei cultivado em águas claras, 

verificaram duas vias de infecção, a oral (por ingestão de tecido contaminado) e a por 

imersão de inóculo viral e registraram menores taxas médias de sobrevivência no 
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tratamento desafiados pela via oral com 0% de sobrevivência ao 7º dia em comparação 

com a via de imersão, que exibiu quase 50% de sobrevivência para o mesmo período.  

Em estudo realizado por Arts et al. (2007) exemplares de Penaeus monodon 

foram desafiados com inóculo de WSSV por quatro horas e transferidos para outro 

recipiente onde ficaram por 72 horas. À análise imuno-histoquímica foi observado que 

havia sinais de desenvolvimento da doença como infiltração hemocítica e adsorção do 

vírus no epitélio de brânquias e intestino.  

Supamattaya et al. (1998) infectaram experimentalmente o camarão Acetes sp. 

Com WSSV pela via de imersão de inóculo e obtiveram mortalidade total em cinco dias 

pós-infecção (DPI). Em experimento conduzido por Hameed et al. (2003) foi revelado 

que caranguejos de 16 espécies diferentes apresentaram desenvolvimento da WSD e 

sobrevivências entre 10% e 40% após 30 dias pós-infecção por meio de imersão de 

inóculo, confirmados por PCR, indicando que a esta rota também pode levar a 

mortalidades mais tardias, dependendo da dose (PÉREZ et al., 2005; CASTILLO-

JUÁREZ et al., 2015; SAULNIER et al., 2000).  

Normalmente, a injeção intramuscular de qualquer vírus leva a uma mortalidade 

massiva pelo fato de atravessar as barreiras primárias de defesa do camarão, além 

de(SAULNIER et al., 2000). No caso da infecção por IMNV, um estudo anterior 

reportou a inexistência da resposta de camarões L. vannamei desafiados pelo método de 

imersão com inóculo viral (SILVA et al., 2015).A via de ingestão de tecido com WSSV 

foi descartada pelo fato de ser utilizada para o IMNV, uma vez que haveria incerteza 

acerca do consumo de ambos os materiais por parte dos camarões, o que comprometeria 

a infecção. Desta forma, adotamos a imersão do inóculo viral como via de desafio para 

o vírus da Síndrome da mancha branca. 

Existe ainda a possibilidade de uma interferência de um vírus com relação à 

infecção do outro, em caso de co-infecção. Isto foi comprovado por Bonnichon et al. 

(2006), quando camarões L. vannamei foram desafiados com o vírus da Necrose 

hipodérmica e hematopoiética infecciosa (Infectious hypodermal and hematopoietic 

necrosis virus – IHHNV) e WSSV e foi observado um aumento no tempo para a morte 

pela infecção com mancha branca. Mais ainda, pela PCR em tempo real foi 

[R1] Comentário: Expplicar a via 
natural de infecção e quais defesas do 
animal são desprezadas na via 
intramuscular  
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verificadauma redução na carga de IHHNV nos animais desafiados com WSSV, 

sugerindo um tipo de competição entre os dois vírus.  

Feijó et al. (2013) confirmaram que L. vannamei pode desenvolver a co-infecção 

por IMNV mais WSSV em cativeiro. Na ocasião, 66% das amostras de L. vannamei 

foram positivas por PCR em tempo real, apresentando também lesões microscópicas – 

indicativo de que o curso da infecção ocorreu, tais como infiltração muscular 

hemocítica, necrose muscular coagulativa, fibrose muscular, presença de esferoides 

(IMNV) e presença de corpúsculos de inclusão e Cowdry tipo A (WSSV). Neste 

trabalho, nenhum destes sinais microscópicos foi encontrado na análise histopatológica 

em nenhuma amostra, confirmando que não houve desenvolvimento da doença. 

A inibição de um vírus em relação ao outro pode ser explicada pelo fato de haver 

a produção de moléculas antivirais associada com a resposta inespecífica do sistema 

imune inato do camarão, além de haver redução da produção de receptores celulares 

(YAN et al., 2016). Já foi comprovado, por exemplo, que a correlação entre IHHNV e 

WSSV provocou um retardo na mortalidade pela Mancha branca em L. vannamei 

(BONNICHON et al., 2006) ou uma resistência ao WSSV em L. stylirostris (TANG et 

al., 2003), sugerindo que houve um acréscimo dessas moléculas em proporção à carga 

de IHHNV. 

Os resultados da PCR para WSSV não revelaram amostras positivas, tanto para 

camarões testados na pré-infecção (triagem) quanto para os indivíduos desafiados. Para 

IMNV houve positividade em 23,8% das amostras do Controle e 8,7% das amostras do 

grupo W (tabela 3), tratamentos que não foram desafiados com IMNV. O fato de haver 

positividade nestes tratamentos sugereque os animais já estivessem infectados pelo 

IMNV previamente aos desafios.Para os tratamentos I e IW não houve nenhuma 

amostra positiva, o que pode sugerir que o biofloco sirva como uma barreira contra a 

infecção. 

Tabela 3. Análise de associação dos resultados obtidos na PCR. 

Tratamento N 
PCR 

Valor P 
Positivas (IMNV) 

Controle 21 5 (23,8%) 

0,038* 
I 17 0 (0,0%) 

W 23 2 (8,7%) 

IW 14 0 (0,0%) 
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N – Total de amostras testadas; * Associação estatística significativa (p<0,05) no teste 

de X
2
. 

Em termos de resposta imunológica, os efeitos positivos do BFT são conhecidos, 

devido à ativação do sistema imunológico decorrente do reconhecimento de 

lipopolissacarídeos, peptidoglicanos e β-1,3-glicanos encontrados na superfície das 

bactérias presentes no sistema que, quando ingeridas, atuam como uma espécie de 

imunoestimulante (CRAB et al., 2012; WANG et al., 2008; (ITAMI et al., 1994; SONG 

et al., 1997; CHANG et al.,1999).  

O BFT também pode causar o aumento nos níveis de profenoloxidase (PPO), 

principal enzima da imunidade inata do camarão. Ekasari et al. (2014) obtiveram 

resultados com maior atividade de PPO em camarões cultivados em BFT, quando 

comparados com os animais criados em água clara. 

Outro aspecto dos bioflocos é a sua capacidade de acumular o complexo de 

armazenamento bacteriano poli-β-hidroxibutirato (PHB), que tem se mostrado como 

protetor a infecções bacterianas em diversos animais aquáticos (DE SCHRYVER et al., 

2010; DEFOIRDT et al., 2007; DINH et al., 2010). O biofloco possui níveis de PHB 

suficientes para proteger os animais cultivados contra infecção por bactérias patogênicas 

(HALET et al., 2007). 

 Em nosso experimento nenhuma amostra desafiada com WSSV foi positiva para 

este vírus, comprovando a eficácia da proteção dos bioflocos em algum ponto da 

infecção para o camarão. Este trabalho também indica que na presença de estresse 

químico e biológico (alta amônia, alta densidade e sólidos em suspensão) o BFT 

constitui um tipo de barreira contra a infecção em juvenis de L. vannamei. 

Além de ser uma alternativa que permite o cultivo de camarões em alta 

densidade e sem renovação de água ao longo de todo ciclo de produção, tem sido cada 

vez mais comprovado que esta tecnologia possibilita uma maior biosseguridade ao 

cultivo, devido ao fato de ser um sistema fechado, reduzindo a introdução de novos 

agentes etiológicos. Com este trabalho espera-se reforçar o potencial da segurança 

contra patógenos e de ganhos de produtividade que tem este sistema de produção. 
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