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RESUMO

A presenca do virus da sindrome da mancha branca (em inglés WSSV) nas principais espécies de
camardes, siris e caranguejos de cinco lagoas que recebem o efluente de fazendas afetadas pela
enfermidade foi detectada por nested PCR, e inclusbes virais nos camardes por histologia. Pela nested
PCR encontrou-se a presenca de WSSV em 13 de 16 (81,2%) amostras de camarBes da espécie
Farfantepenaeus paulensis, em 13 de 14 (92,8%) de Litopenaeus schmitti, em uma de duas de
Farfantepenaeus brasiliensis (50%), em 13 de 15 (86,6%) de siri da espécie Callinectes danae e em 11 de
12 (91,6%) de Callinectes sapidus, e ndo foi detectada no caranguejo Chasmagnathus granulata em 10
amostras. InclusBes caracteristicas de WSSV foram observadas em trés amostras histoldgicas de 50
(6,0%) no epitelio gastrico e cuticular e nas branquias de dois exemplares de F. paulensis e um de L.
schmitti. E o primeiro relato da presenca de WSSV em camardes L. schmitti e no siri C. danae silvestres.
As principais espécies de camardes e siris dos ambientes de entorno das fazendas foram contaminadas
pelo WSSV, constituindo-se em vetores potenciais do virus.
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ABSTRACT

The presence of white spot syndrome virus (WSSV) in the main species of shrimps, blue crabs, and
burrowing crabs of five lagoons where shrimp farm effluents are discharged, was analyzed by nested
PCR and the presence of virus inclusions in the shrimps was analyzed through histopathology. The nested
PCR analysis indicated the presence of WSSV in 13 of 16 (81.2%) samples of the shrimp species of
Farfantepenaeus paulensis, in 13 of 14 (92.8%) of Litopenaeus schmitti, in one of two of Farfantepenaeus
brasiliensis (50%), in 13 of 15 (86.6%) of blue crab species of Callinectes danae and in 11 of 12 (91.6%)
of Callinectes sapidus and none was detected in the 10 samples of the burrowing crab Chasmagnathus
granulata. The inclusion characteristics of WSSV were observed in three samples of 50 (6.0%) in the
gastric and cuticular epithelium and in the gills of two specimens of F. paulensis and one of L. schmitti.
The presence of WSSV in L. schmitti wild shrimp and in the C. danae blue crab is reported for the first
time in the present work. The results indicate that the main species of shrimps and blue crabs of the
environment surrounding the farms were infected by WSSV, and they may be considered potential vectors
of the virus.
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INTRODUCAO cultivo de camardes em varios paises (Lightner

et al., 1998) e atualmente é considerado o mais

O virus da mancha branca (WSSV) é um sério patégeno viral de camares no mundo
patdgeno que tem devastado a industria do (Flegel, 2009). No Brasil, o primeiro registro de

WSSV ocorreu em 2005, em cultivos de
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Litopenaeus vannamei do estado de Santa
Catarina (Seiffert et al., 2005). A enfermidade
provocou a queda de mais de 90% na producdo
de camardes do estado, passando de 4.189t no
ano de 2004 para 172t no ano de 2009 (Costa,
2010), afetando a maioria das fazendas.

O WSSV tem sido detectado em uma larga gama
de crustéceos silvestres, incluindo camardes
peneideos e ndo peneideos, caranguejos, lagostas
e outros artrépodos, como copépodos e insetos
(Lo et al., 1996a,b). A descarga de agua dos
cultivos de camardes tem sido apontada como
responsével pela contaminagdo da populacdo
natural de decdpodes e outros organismos
suscetiveis (Lo et al., 1996ab) e pela alta
prevaléncia de WSSV em organismos silvestres
(Meng et al., 2009).

A transferéncia de WSSV de crustaceos
silvestres infectados para camardes de cultivos
foi observada por meio de testes de coabitacdo
(Kanchanaphum ei al., 1998) e pela inoculagéo e
ingestdo de tecidos contaminados (Momoyama,
2003). Algumas espécies de crustaceos
abundantes em fazendas de camardes
demonstraram menor suscetibilidade ao WSSV.
Tais crustaceos foram considerados hospedeiros
assintomaticos e importantes vetores nos surtos
da enfermidade (Rajendran et al., 1999).

Informagdes sobre os hospedeiros de WSSV no
ambiente natural e sobre os riscos que eles
possam trazer sdo de grande relevancia para a
prevencdo de infeccbes pelos criadores de
camardo (Chakraborty, 2002).

A principal regido produtora de camarBes de
Santa Catarina estd localizada no entorno do
Complexo Lagunar Sul, composto por cinco
lagoas de &gua salobra, onde existe importante
pesca de camarfes subadultos e de siri
(Governo..., 2002). Outra espécie de
crustaiceo encontrada em abundancia neste
ecossistema ¢é o caranguejo  “gatanhdo”
(Chasmagnathus granulata), frequente nas
fazendas de camardo (Marques, 2008).

Avaliou-se a presenca de WSSV por meio de
nested PCR nos estoques naturais das principais
espécies de camarBes, siris e caranguejos no
Complexo Lagunar Sul, em &reas préximas as
fazendas afetadas pela enfermidade da mancha
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branca. Também foi avaliada a presenca de
inclusdes histopatologicas caracteristicas de
WSSV nas espécies de camardes.

MATERIAL E METODOS

A area de estudo estd inserida na regido do
Complexo Lagunar Sul de Santa Catarina,
abrangendo os municipios de Laguna, Imarui e
Jaguaruna, onde estdo instaladas 92 das 106
fazendas de cultivo de camardes do estado, com
area de viveiros de 1.207ha. Foram selecionados
cinco pontos de amostragem, localizados nas
cinco lagoas de 4gua salobra onde sdo liberados
os efluentes dos cultivos, sendo: ponto 1 - Lagoa
de Imarui; ponto 2 — Lagoa do Ribeirdo; ponto 3
— Lagoa de Santo Ant6nio; ponto 4 — Lagoa de
Santa Marta e ponto 5 — Lagoa do Camacho

(Fig. 1).

As coletas ocorreram no periodo de maio/junho
2008, apobs a safra de camardes — dezembro 2007
a marco 2008. Em cada lagoa, foram coletados
exemplares das espécies de camardes nativos
Farfantepenaeus paulsensis (Perez Farfante,
1967), Farfantepenaeus brasiliensis (Latreille,
1817) e Litopenaeus schmitti (Burkenroad,
1936), das espécies de siri Calinectes danae
(Smitt, 1869) e Calinectes sapidus (Rathbun,
1896) e do caranguejo Chasmagnathus granulata
(Dana, 1851). As espécies de siri e caranguejo
foram identificadas pelas caracteristicas descritas
por Mello (1996), e as espécies de camardes
pelas caracteristicas descritas por Pérez-Farfante
(1969).

Os camarbes foram coletados por meio de
tarrafas, e os caranguejos e siris por armadilhas
tipo covos. Para cada ponto, foram obtidas
amostras de pledpodos dos camarBes e de
branquias e patas de siris e caranguejos, para
andlise de PCR, as quais foram fixadas em etanol
95%, na propor¢do de 1:10, e colocadas em
frascos de vidro. Para andlise histologica, foram
capturados camardes vivos de tamanho variado,
nos quais foi injetada solucdo de Davidson
(Lightner, 1996). Em seguida, foram colocados
em frasco com solucdo de Davidson, onde
permaneceram por 24 horas e, ap0s esse periodo,
foram passados para uma solucéo de etanol 70%,
substituido por outro etanol 70% ap6s 24 horas.
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Figura 1. Localizacdo dos pontos de amostragem no Complexo Lagunar Sul de Santa Catarina. 1 — Lagoa
de Imarui; 2 — Lagoa do Ribeirdo; 3 — Lagoa de Santo Antdnio; 4 — Lagoa de Santa Marta; 5 — Lagoa do

Camacho.

Os dados relativos as fazendas afetadas pela
mancha branca no periodo amostral, assim como
o local de liberacdo dos efluentes nas lagoas, as
areas em operacdo e quantidade de pdés-larvas
povoadas, foram obtidos junto aos d&rgdos
responsaveis pela extenséo e defesa sanitaria do
estado, aos laboratérios fornecedores de poés-
larvas e diretamente com os produtores.

Foram preparadas Idminas histoldgicas de acordo
com procedimento descrito por Lightner (1996),
em que as amostras fixadas em Davidson foram
desidratadas, incluidas em parafina e seccionadas
em microtomo (EP-31-20091, EasyPath) na
espessura de 3-5um, coletadas em laminas e
posteriormente coradas em hematoxilina e eosina
(HE). As laminas foram fotografadas (dsc-w 120,
Sony) e examinadas em microscopio Optico
(Biocular, Bioval) para observacdo da presenca
de nucleos hipertréficos com inclusBes centrais
baséfilas cercadas por cromatina marginal em
tecidos de origem ectodérmica e mesodérmica
(Wongteerasupaya et al., 1995). Os tecidos mais
utilizados para observacdo do WSSV foram o
subcuticular do estbmago e do cefalotérax e as
branquias.

A extracdo de DNA gendmico foi realizada a
partir de amostras compostas por um pool de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.64, n.1, p.209-216, 2012

tecidos — branquias, ple6podos ou patas — de
cinco animais, utilizando-se protocolo descrito
por Souza (2008). A integridade das amostras foi
avaliada pelo seu perfil eletroforético em gel de
agarose 1%. A concentracdo de DNA foi
determinada por meio da razdo da absorbéancia
em 260/280nm, por espectrofotometria.

A deteccdo do virus da mancha branca foi
realizada por meio da amplificacdo de um
fragmento do genoma viral pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) em dois passos, a
nested PCR, utilizando-se dois pares de
iniciadores, WS146F1/WS146R1 (externos) e
WS146F2/WS146R2 (internos), descritos por Lo
et al. (1996a) e recomendados pela OIE. Na
primeira etapa, o tamanho do fragmento
esperado é de 1447pb, e na segunda etapa de
941pb. Como controle positivo, foi utilizada uma
amostra de DNA extraida de pledpodo de L.
vannamei, cujo resultado foi positivo para a
presenca de uma sequéncia génomica do WSSV,
e como controle negativo, foi utilizada uma
amostra sem DNA molde. A analise dos produtos
de PCR foi realizada por meio de eletroforese em
gel de agarose 2%, e o resultado foi
fotodocumentado em camera digital.
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RESULTADOS

A analise dos produtos da nested PCR por
eletroforese em gel de agarose revelou a
presenga de uma Unica banda equivalente ao
tamanho esperado de 941pb, correspondente a
amplificacdo de um fragmento especifico do
genoma de WSSV, utilizando-se os indicadores
descritos. A presenca deste fragmento foi
observada em 59 das 118 amostras analisadas

(50%). Os resultados positivos para o WSSV
obtidos em patas de siri (8/27) foram inferiores
aos encontrados nas branquias deste organismo
(24/27), optando-se por utilizar somente 0s
resultados das anlises nas branquias no presente
trabalho.

Na Tab. 1, encontram-se o0s resultados de
deteccdo de WSSV por nested PCR por espécie e
local de coleta.

Tabela 1. Resultados de PCR (nested) positiva para WSSV, pelo nimero total de amostras (pools), por
espécie em cada lagoa. WT é o peso total médio, em gramas, LT o comprimento total médio, em

centimetros, e n 0 nimero de organismos coletados

o PCR Biometria n

Lagoa Especies WT(g) — LT (cm)

Imarui Farfantepenaeus paulensis 0/3 WT -4,9 54
Litopenaeus schimitti 2/3 WT -7,82 100
Farfantepenaeus brasiliensis - - -
Calinectes danae 1/3 LT -10,82 50
Calinectes sapidus 33 LT -12,28 60
Chasmagnatus granulata 0/2 WT - 12,30 80

Santo F. paulensis 4/4 WT — 4,46 100

Antdnio L. schimitti 5/5 WT - 6,2 100
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT-7,6 167
C. sapidus 3/3 LT -8,28 50
C. granulata 0/2 WT — 10,20 63

Santa Marta F. paulensis 3/3 WT - 6,58 100
L. schimitti 3/3 WT - 3,72 100
F. brasiliensis 1/2 WT - 3,78 8
C. danae 3/3 LT-79 100
C. sapidus 3/3 LT -9,12 100
C. granulata 0/2 WT -11,30 110

Camacho F. paulensis 3/3 WT -7,2 150
L. schimitti - - -
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT -8,82 50
C. sapidus 2/3 LT -11,84 75
C. granulata 0/2 WT - 10,5 100

Ribeirdo F. paulensis 313 WT - 6,4 100
L. schimitti 3/3 WT -4,5 100
F. brasiliensis - - -
C. danae 3/3 LT-7,32 50
C. sapidus - - -
C. granulata 0/2 WT -12,3 45

A presenca de WSSV foi detectada em 13 de 16
(81,2%) amostras de F. paulensis, em 13 de 14
(92,8%) de L. schmitti, em uma de duas de F.
brasiliensis (50%), em 13 del5 (86,6%) de C.
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danae, em 11 de 12 (91,6%) de C. sapidus, e ndo
foi detectada em C. granulata em 10 amostras.
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Na analise histolégica, foram observadas trés das 50 amostras (6,0%) analisadas (Fig. 2),
inclusdes correspondentes ao WSSV no epitélio todas provenientes da Lagoa de Imarui, em dois
gastrico, no epitélio cuticular e nas branquias em exemplares de F. paulensis e um de L. schmitti.

Figura 2. LesOes histoldgicas caracteristicas da sindrome do virus da mancha branca em células do
epitélio cuticular de Farfantepenaeus paulensis de amostra da Lagoa de Imarui. Aumento de 100 X
mostrando inclusdes centrais em nicleos hipertroficos.

No periodo anterior & coleta, 15 fazendas branca, com um total de 14.905 milhdes de pos
realizaram cultivo no entorno das lagoas, das larvas povoadas, em uma area de 172ha (Tab. 2).
quais 14 apresentaram mortalidades pela mancha

Tabela 2. Area de viveiros (ha), quantidade de p6s-larvas (plsx10®) e nimero de fazendas (n) com surtos
de virus da mancha branca por lagoa, na safra anterior a coleta

Ribeirdo 35,2 4.340 1

Camacho 0 0 0

Dez-mar/08 Santo Antonio 70,4 6.495 6
Imarui 66,56 4.070 7

Santa Marta 0 0 0

Total 172,13 14.905 14
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DISCUSSAO

A presenca do WSSV foi verificada em trés
espécies de camardes peneideos — L. schmitti, F.
paulensis e F. brasiliensis — e em duas espécies
de siri azul silvestres — C. danae e C. sapidus —
em lagoas que receberam efluentes de fazendas
de camardes que tiveram surtos da enfermidade
da mancha branca a partir do ano de 2005.

O diagnéstico de WSSV por nested PCR na
espécie C. granulata de amostras da Lagoa de
Imarui coletadas no ano de 2006 foi relatado por
Marques (2008). Amostras positivas de WSSV
por nested PCR em F. paulensis foram
encontradas no Complexo Lagunar Sul, no ano
de 2008, e em F. paulesnis e F. brasiliensis de
&guas oceénicas, da costa de Santa Catarina e do
Rio Grande do Sul, nos anos de 2007 e 2009
(Cavalli, 2009).

A presenca de WSSV na espécie C. sapidus foi
observada em exemplares de canais de fazendas
de cultivo de camardo no México (Lépez-Félix,
2002) e em 27,2% de amostras coletadas na costa
de Nova lorque, Nova Jersey e Texas (Chang et
al.,, 2001). N&o foram encontrados relatos
anteriores de diagnostico de WSSV para o
camardo L. schmitti e para o siri C. danae
capturados na natureza.

Percentuais elevados de WSSV em crustaceos
silvestres semelhantes ao observado no presente
trabalho foram relatados em estudos anteriores
em regides onde ocorreram surtos da
enfermidade. Lo et al. (1996b) detectaram o
WSSV em 83,3% das amostras de camardes P.
monodon, em 65% de P. japonicus e em 6,2% de
P. semisulcatus e em 455% das amostras do
caranguejo Hellyce tridens na costa de Taiwan.
Meng et al. (2009) encontraram prevaléncia
média de WSSV de 96,4% em larvas e de 95%
em adultos do caranguejo azul Portunus
tritubeculatus silvestre na costa do Mar Amarelo,
na China.

A deteccdo de WSSV nos organismos silvestres
foi semelhante entre as lagoas, apesar da ndo
ocorréncia de surtos no periodo anterior a coleta
nas lagoas do Camacho e Santa Marta, podendo
ser uma decorréncia da contaminacdo dos
organismos em anos anteriores e pelo fato de as
lagoas estarem conectadas.
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A baixa presenca de inclusdes histopatologicas
caracteristicas de WSSV verificadas nos
camarfes silvestres no presente trabalho é
semelhante ao observado em outros estudos.
Mijangos-Alquisires et al. (2006) encontraram
apenas um camardo com sinais histopatologicos
entre 11 camarGes L. vannamei silvestres
positivos por PCR. Chapman et al. (2004)
relataram a presenca de sinais histopatolégicos
em apenas um exemplar entre 28 de Penaeus
setiferus selvagens positivos por PCR.

A auséncia de inclusdes histopatoldgicas em
camardes positivos por nested PCR foi
relacionada a baixa porcentagem de infeccdo
nestes organismos (Mohan et al., 2002).

O fato de infeccbes graves raramente serem
vistas na natureza, em camardes e caranguejos,
poderia  ser decorrente da possivel
vulnerabilidade dos organismos doentes a
predacdo e a rapida progressdo da doenga,
fazendo com que somente os fracamente
infectados sobrevivam (Chapman et al., 2004).
Entretanto, em regiGes onde foram encontradas
infeccbes por WSSV em populagdes de
crustaceos  silvestres, poucos indicios do
desenvolvimento da doenca foram encontrados
(Hill, 2000), além da ndo ocorréncia de
diminuicdo na taxa de captura dessas especies
(Flegel, 2009).

Existem evidéncias de que as doencas que sdo de
pouca ou de nenhuma importancia em
populacBes selvagens em seus habitats naturais
somente se tornem epidémicas em condicdes
intensivas de cultivo (Brigs et al., 2004). Lo et
al. (1996b) observaram que algumas espécies de
caranguejos e pequenos camardes selvagens
portadores de WSSV eram assintomaticos em
condi¢Bes naturais e, quando foram transferidos
para laboratério, morreram em poucos dias, com
sinais clinicos da enfermidade. A transferéncia
do WSSV de crustaceos selvagens infectados
para camarfes de cultivo foi comprovada por
meio de testes de coabitacdo via agua de
caranguejos para o camardo Penaeus monodon
(Kanchanaphum et al., 1998) e pela inoculagdo e
ingestdo de por¢des de camardes silvestres para o
camardo Penaeus japonicus (Momoyama, 2003).

Este estudo sugere a necessidade da aplicacdo de
medidas de controle para evitar o ingresso de
espécies de crustaceos silvestres nos cultivos,
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vetores potenciais do WSSV, e para que ndo
ocorra a liberacdo de efluentes contaminados
com o virus no ambiente natural.

CONCLUSOES

As principais espécies de crustaceos decapodes
silvestres do Complexo Lagunar Sul foram
contaminadas pelo virus da sindrome da mancha
branca a partir do efluente de fazendas de
camardes afetadas pela enfermidade.
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