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RESUMO

O rapido crescimento da produgdo aquicola mundial tem contribuido significativamente para
o desenvolvimento nutricional e para a seguranca alimentar em todo o mundo. No entanto,
muitas das caracteristicas da aquicultura, que apresentam oportunidades para o incremento da
produgdo, representam também fatores de risco para o surgimento e a propagacao de doengas.
O Virus da necrose infecciosa do bago e do rim (/nfectious spleen and kidney necrosis virus -
ISKNV) ¢ um virus de distribuicdo global e causador de graves perdas econdmicas para a
industria aquicola. O ISKNV esta associado a surtos de alta mortalidade em diversas espécies
de peixes marinhos e de agua doce. A partir de 2015, de maneira emergente, cultivos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em diversas partes do mundo foram acometidos por
surtos com alta taxa de mortalidade e posteriormente confirmada a infec¢do por ISKNV. No
Brasil, o primeiro relato de infec¢do pelo virus ocorreu em 2020, evidenciando o alto risco da
propagacdo da doenga como ameaca ao desenvolvimento da atividade aquicola nacional.
Estudos recentes em diversas espécies de peixes e camardes peneideos tem associado a
temperatura da 4gua como fator determinante na inibicdo ou intensificacdo da patogénese de
outras espécies de virus. No entanto, apesar da importancia do virus e da espécie de peixe, nao
existem dados sobre o efeito da temperatura da dgua sobre a viruléncia do ISKNV para tilapia
do Nilo. Assim, um modelo de infec¢do experimental a partir da inoculacdo de homogenato
viral foi desenvolvido com o objetivo de compreender o desenvolvimento da doenga, bem
como, avaliar possiveis métodos de prevencdo e controle. Posteriormente, grupos
experimentais mantidos sob diferentes temperaturas (26, 28, 30, 32, e 34°C) foram desafiados
para avaliagdo do efeito na viruléncia do patdgeno. Significativa redu¢do da mortalidade e da
taxa de replicagao viral foi observada nos grupos mantidos em temperaturas mais altas. Como
conclusdo, o modelo de infecgdo reproduziu com sucesso a doenca em condig¢des
experimentais e a elevacao da temperatura da 4gua promoveu uma reducao na patogenicidade
do ISKNV em juvenis de tilapia. Esses resultados criam a possibilidade da utilizacdo de
tratamentos hipertérrmicos a campo como ferramenta de controle e prevencdo contra o

ISKNV.

Palavras-chave: Controle, ISKND, Iridovirus, PCR em tempo real (qPCR), Piscicultura,

Tratamento térmico.



ABSTRACT

The rapid growth of world aquaculture production has significantly contributed to nutritional
development and food security around the world. However, many of the features of
aquaculture that present opportunities for increased production also represent risk factors for
the emergence and spread of diseases. The Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus -
ISKNV is a virus with global distribution that causes serious economic losses to the
aquaculture industry. ISKNV has been associated with outbreaks of high mortality in several
marine and freshwater fish species. Since 2015, Nile tilapia (Oreochromis niloticus) farms, in
different parts of the world were affected by outbreaks with high mortality rates that were
later confirmed as caused by ISKNV. In Brazil, the first report of infection by the virus
occurred in 2020, evidencing the high risk of spreading the disease as a threat to the
development of the Brazilian aquaculture. Recent studies in several species of fish and peneid
shrimp proved effect of water temperature in the pathogenesis of other virus species. In spite
the importance of tilapia and the disease, the effect of water temperature on ISKNV virulence
has never been scientifically addressed. Thus, an experimental infection model, based on the
inoculation of viral homogenates, was developed to reproduce the disease under experimental
conditions. Afterwards, fish groups maintained under different water temperatures (26, 28, 30,
32, and 34°C) were challenged to address its effect on the virus virulence. The results showed
a significant reduction in the mortality in groups kept at higher temperatures. In conclusion,
disease was successfully reproduced under lab conditions and high temperature reduced the
ISKNV virulence in Nile tilapia juveniles, being the hyperthermia a possible way to control

the disease at field.

Keywords: Aquaculture in Brazil, Heat treatment, Iridovirus, ISKND, Real-time PCR
(qPCR).
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1. INTRODUCAO

O cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ¢ um dos setores mais
importantes e promissores da aquicultura mundial, com uma producao global total estimada
em 4,5 milhdes de toneladas em 2018, sendo o Brasil o quarto maior produtor mundial. A
relativa facilidade no cultivo da tildpia fomenta o desenvolvimento da atividade em mais de
120 paises, onde impulsiona o desenvolvimento socioecondmico das regides produtoras e
constitui uma fonte de proteina animal acessivel e de alta qualidade para o consumo humano,
promovendo ainda a sustentabilidade ambiental e a segurancga alimentar (FAO, 2020).

No entanto, condi¢des de alta densidade de estocagem e manejos frequentes,
necessarios em sistemas intensivos de producdo, diminuem a imunidade dos peixes e
favorecem a manutencdo e a disseminacdo de patdégenos. Com o aumento crescente da
producdo de tildpias no mundo, a emergéncia de doengas infecciosas causando graves
prejuizos ao setor tem sido uma preocupacgdo constante para os produtores. Assim, medidas
sanitarias visando a prevencao e o controle de doengas torna-se necessario.

Embora a tildpia ndo esteja listada pela OIE como espécie susceptivel a iridoviroses,
recentemente diferentes regides produtoras de tildpias no mundo sofreram de maneira
emergente com surtos causados por megalocitivirus, posteriormente com identificacdo
positiva para o ISKNV.

O primeiro relato de tilapias cultivadas acometidas pelo ISKNV ocorreu em 2015 na
Tailandia (DONG et al., 2015), seguido por surtos nos EUA em 2016 que registraram
mortalidades entre 50%-75% (SUBRAMANIAM et al., 2016). Em 2019, em Gana, na Africa,
a produgdo chegou a ser interrompida quando durante algumas semanas, dezenas de toneladas
de peixes mortos eram diariamente retiradas da 4gua (RAMIREZ-PAREDES et al., 2020). No
Brasil, no estado de Goids, foi relatado em 2020 o primeiro surto de ISKNV em tildpias
cultivadas (FIGUEIREDO et al., 2021).

O desenvolvimento de um modelo de infec¢do experimental € essencial para a melhor
compreensdo da patogénese, transmissdo, bem como, avaliar métodos de prevengdo e
controle. No entanto, o isolamento do virus ISKNV ndo ¢ simples. Assim, métodos
alternativos de infec¢do, como a inoculagdo através de homogenatos de 6rgaos obtidos a partir
de animais naturalmente infectados tem sido uma opcao para o desenvolvimento de estudos
com modelos experimentais de infeccdo com esse virus. Estudos de infecgdo experimental

conduzidos por Jeffrey Go e Richard Whittington (2006), na Australia, detalham o protocolo
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de utilizacdo do homogenato viral utilizado no modelo de infec¢do experimental bem
sucedido em peixes ornamentais (GO; WHITTINGTON, 2006).

Pesquisadores em diversas partes do mundo tém relatado a importancia da temperatura
como um fator chave na replica¢dao de virus tanto na cultura de células quanto nos tecidos de
peixes infectados experimentalmente. Estudos em diferentes faixas de temperaturas durante
processo experimental de infec¢do por virus tém sido explorados com o objetivo de controlar
a doenca em instalagdes de piscicultura e carcinicultura. Conforme relatado em pesquisas com
espécies, como a carpa (Cyprinus carpio carpio) € o camarao (Marsupenaeus japonicus), 0
impacto da doenga pode ser significativamente reduzido pelo aumento da temperatura da agua
(LAPATRA et al., 2014; WATSON; MILANI; HEDRICK, 1998; YOU et al., 2010).

Apesar da importancia dos resultados obtidos a partir de investigacdes sobre os efeitos
da temperatura da agua no desenvolvimento de doencas virais em diversas espécies aquaticas
comercialmente cultivadas, ainda ndo existem dados cientificos dos efeitos da temperatura

sobre a patogé€nese das infecgdes causadas pelo ISKNV em tilapias.

2. OBJETIVOS

O presente estudo teve como principais objetivos padronizar um modelo de infeccao
experimental de juvenis de tildpia por ISKNV e avaliar os efeitos da temperatura da dgua na

patogénese da infecao por ISKNV em juvenis de tilapias do Nilo.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 AQUICULTURA MUNDIAL

O consumo global de alimentos provenientes da aquicultura aumentou em uma taxa
média anual de 3,1% entre 1961 a 2017. Essa taxa de crescimento corresponde a quase o
dobro da observada no crescimento da populacdo mundial, que ¢ de 1,6% para o mesmo
periodo. O avanco da aquicultura também € superior a todos os outros setores produtores de
proteina de origem animal como carnes, laticinios, leite, etc., que tiveram um crescimento
anual médio de 2,1% no periodo. Nas ultimas décadas, o consumo per capita de pescado
aumentou 1,5% ao ano, passando de 9,0 kg em 1961, para 20,5 kg em 2018 (FAO, 2020).

Entre os trés principais grupos de animais aquaticos cultivados (peixes, crustaceos e

moluscos), a piscicultura se destaca como o principal setor produtivo da aquicultura com 354
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espécies de peixes cultivadas, seguida por malacocultura e carcinicultura com 102 e 59,
respectivamente (FAO, 2020).

A partir da década de 1980, a contribuicdo da industria pesqueira, explorando os
estoques naturais, como fonte de proteina animal para o consumo humano tem apresentado
uma tendéncia de estabilidade no volume de producdo. Os aumentos da frota e do esforco na
captura frente a essa tendéncia indicam a diminuicdo do recurso pesqueiro, sendo a
aquicultura o tUnico setor de produc¢do de proteina animal, capaz de suprir a crescente
demanda pelo pescado para o consumo humano (FAO, 2020).

Estima-se que a produgdo mundial de peixes alcance 204 milhdes de toneladas no ano
de 2030, aumentando 15% em relacao a 2018. Essa estimativa de crescimento ¢ acompanhada
pela atividade da aquicultura, que atualmente produz 82,1 milhdes de toneladas,
representando 46% da producio total de pescado (BARROSO; MUNOZ; CAI, 2019).

Segundo dados da Organizagdo das Nagoes Unidas para Alimentagdo e Agricultura-
FAO (FAO, 2020), a producao global de peixes atingiu cerca de 179 milhdes de toneladas em
2018, com um valor comercial estimado de US$ 401 bilhoes, dos quais US$ 250 bilhoes sdo
provenientes da aquicultura. Do total geral, 156 milhdes de toneladas foram usadas para
consumo humano. Os 23 milhdes de toneladas restantes foram destinados para usos nao
alimentares, principalmente para a produgdo de farinha de peixe e 6leo de peixe.

A China ¢ o maior produtor mundial de pescado. Em 2018 a producdo aquicola
chinesa representou 35% de toda a produg¢do mundial. Excluindo os dados da produgao
chinesa, outra parcela significativa de producdo em 2018 veio de outros paises asidticos
(34%), a frente das Américas (14%), Europa (10%), Africa (7%) e Oceania (1%) (FAO,
2020).

A grande diversidade de condi¢des climaticas e ambientais em todo o mundo
possibilita uma grande diversidade de espécies de peixes cultivadas, tanto marinhas como de
agua doce. Apesar disso, a producdo de peixes na aquicultura mundial ¢ dominada por um
pequeno grupo de espécies que chega a representar 90% do total produzido. O grupo das
espécies de carpas domina a producdo, enquanto as tildpias representam o terceiro grupo de
peixes produzidos na aquicultura mundial (tabela 1), sendo cultivadas em mais de 120 paises.
Nas tltimas trés décadas a produgdao mundial de tilapias, aumentou de 0,3 milhao de toneladas
em 1987 para 4,5 milhdes de toneladas em 2018, com incremento no valor comercial de 304
milhdes para 11 bilhdes de dolares anuais (FAO, 2020). Os maiores produtores mundiais de

tilapia (em toneladas) sdo a China com 1,8 milhdo, a Indonésia com 1,1 milhdo, o Egito com
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800 mil e o Brasil com 486 mil, destacando-se como o quarto maior produtor mundial (Peixe-

BR, 2021).

Tabela 1- Principais espécies de peixes produzidos pela aquicultura mundial (milhdes de toneladas) em 2018.
Adaptado de: FAO, 2020.

Espécie Produc¢do mundial Percentual (%)
Carpa capim, Ctenopharyngodon idellus 5.704 10,5
Carpa prateada, Hypophthalmichthys molitrix 4.788 8.8
Tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus 4.525 8,3
Carpa comum, Cyprinus carpio 4.189 7,7
Carpa cabecuda, Hypophthalmichthys nobilis 3.143 5,8
Catla, Catla catla 3.041 5,6
Carassius spp. 2.772 5,1
Peixes de agua doce, Osteichthyes 2.545 4,7
Salmao do Atlantico, Salmo salar 2.435 4.5
Panga, Pangasianodon hypophthalmus 2.359 43

3.2 AQUICULTURA BRASILEIRA

Durante as duas ultimas décadas, o Brasil vem empreendendo esfor¢os no sentido de
aumentar a producao do seu setor aquicola, principalmente pela intensificacdo do cultivo de
peixes em sistemas como tanques escavados e tanques-rede. Além disso, de acordo com
Barroso e colaboradores (2019), o crescente desempenho social e econdémico do cultivo de
tilapia no Brasil também tem sido marcado pela utilizagdo de técnicas mais eficientes de
producao, pelo melhor aproveitamento dos recursos hidricos e capacitagdo da mao-de-obra
empregada. Da mesma forma que, desde o final da década de 1990, os piscicultores
brasileiros vém buscando melhorar a administracdo dos custos de producdo, o aumento da
qualidade do seu produto frente a competitividade do mercado, bem como, o alinhamento pela
manuten¢do da qualidade do meio ambiente. E por fim, que o desenvolvimento e a
modernizagao de toda a cadeia industrial aquicola, por exemplo, transporte, nutrigdo animal e
utensilios, reforgam a importancia econdmica e possibilitaram o crescimento do setor aquicola
nacional (BARROSO; MUNOZ; CAI 2019).

Atualmente, em 52% dos municipios brasileiros hd registro de producdo aquicola.
Acgdes de politicas publicas com o objetivo de promover o desenvolvimento da atividade
aquicola no pais, como linhas de crédito especificas para piscicultores, industrias frigorificas e

a promog¢ao da regulamentacdo da produgdo aquicola em reservatorios publicos, aumentam a
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percepcao da aquicultura como importante setor produtivo de alimento, bem como, fomentam
empregos e programas de desenvolvimento social (BARROSO; MUNOZ; CALI, 2019).

De acordo com o relatério da Associagdo Brasileira da Piscicultura (Peixe-BR, 2021),
peixes de agua doce dominam a aquicultura no Brasil e a tilapia € a principal espécie
cultivada. A produgdo total de peixes de cultivo em 2020 no Brasil apresentou um
crescimento de 5,93% em relagdo ao ano anterior, alcangando 802.930 toneladas. No entanto
o Brasil, que ja foi apontado como o pais com o maior potencial para o desenvolvimento da
atividade de aquicultura, ocupa hoje apenas o 13° lugar na produg¢do mundial de peixes
cultivados, sendo o 8° produtor mundial de peixes de dgua doce.

A tilapicultura brasileira destacou-se em 2020 com o incremento de 12,5% da
producao em relagdo ao ano anterior, somando 486.155 toneladas e passando a representar
60,6% da producdo nacional de peixes em cultivo. Entre os principais estados produtores
destacam-se o Parand (166.000 toneladas), Sao Paulo (70.500 toneladas), Minas Gerais
(42.000 toneladas), Santa Catarina (40.059 toneladas) e Mato Grosso do Sul (29.090
toneladas). Os peixes nativos, como o tambaqui (Colossoma macropomum) € 0 pacu
(Piaractus mesopotamicus) bem como seus hibridos, aparecem como o segundo maior grupo
de peixes cultivados no Brasil (Peixe-BR, 2021).

Ainda de acordo com o relatorio da Associagdo Brasileira da Piscicultura (Peixe-BR,
2021), a produgdo de peixes nativos no Brasil, alcangou 278.671 toneladas em 2020,
apresentando um recuo de 3,2% em relacdo ao ano anterior, passando a representar 34,7% da
produgdo nacional de peixes em cultivo. Resultados igualmente desfavoraveis foram obtidos
em 2018, quando o recuo na producao foi de 4,7%. Ja em 2019 o aumento registrado foi de
apenas 20 toneladas. Embora o levantamento feito pela instituicdo aponte o cultivo de peixes
nativos em quase todos os estados brasileiros (com exce¢do do Ceard), as principais regides
produtoras sdao a Norte e Centro-oeste. Os principais estados produtores sao Ronddnia (65.500
toneladas), Mato Grosso (42.000 toneladas), Maranhdao (40.800 toneladas), Para (24.900
toneladas) e 0 Amazonas (21.500 toneladas). Entre as principais dificuldades enfrentadas pelo
setor de producdo de peixes nativos, destaca-se a falta de investimento nos principais estados
produtores.

Problemas sanitarios relacionados ao cultivo de peixes estdo entre os mais graves
entraves a expansao e ao desenvolvimento da aquicultura sustentavel. Para espécies
comercializadas internacionalmente, como as tilapias, os impactos da interrup¢do do

fornecimento pela ocorréncia de surtos infecciosos, vao além das fronteiras do pais ou regido



21

em que ocorrem (OIE, 2021a). No entanto, este tem sido um dos maiores desafios no
desenvolvimento da atividade aquicola mundial. As condi¢des de alta densidade de estocagem
e manejos frequentes, necessarios em sistemas intensivos de producao, sdo fatores de estresse
que diminuem a imunidade dos peixes e favorecem a manutencdo e a disseminacao de

patogenos (OIE, 2021a).

3.3 PRINCIPAIS PATOGENOS EM PEIXES CULTIVADOS

Historicamente, as infecgdes bacterianas tém sido descritas como as principais
ameacas para o desenvolvimento do cultivo de peixes, com registros de acometimento por
varias bactérias como Aeromonas spp. e Streptococcus spp. (MACHIMBIRIKE et al., 2019).
Uma das doengas de origem bacteriana mais comum em peixes cultivados ¢ causada pela
bactéria Aeromonas hydrophila, considerada um patégeno oportunista causando nos peixes
infectados uma doenca de natureza hemorragica, em que os animais infectados apresentam
sinais clinicos como hidropsia, ulceracao e necrose de nadadeiras e cauda (YE et al., 2012).
As principais espécies do gé€nero Streptococcus que causam doengas € que acometem
principalmente o sistema nervoso de peixes infectados, tanto de 4gua doce quanto de espécies
marinhas sdo: Streptococcus agalactiae € o Streptococcus iniae (FIGUEIREDO; LEAL,
2008).

A doenga parasitaria causada pelo Ichthyophthirius multifilii esta entre as mais comuns
em peixes cultivados, sendo caracterizada pelo aparecimento de pontos brancos ao longo do
corpo do peixe infectado (WEI; LI; YU, 2013). Outros parasitas de importancia veterindria
sdo: Cryptobia salmositica, Loma salmonae, Lepeophtheirus salmoni, Caligus rogercresseyi e
Gyrodactylus salaris, sendo este de notificacdo obrigatoria pela OIE (GUO; WUO, 20009).

Alguns fungos também sdo causadores de doencas que podem gerar graves perdas
econdmicas nos ambientes de cultivo de peixes como: Branchiomyces sp, Saprolegnia diclina
e Aphanomyces invadans. O Aphanomyces invadans ¢ também o agente causador da doenca
conhecida como Sindrome ulcerativa epizodtica (Epizootic Ulcerative Syndrome — EUS), que
tem sua notificagdo obrigatoria para a OIE (LIU et al., 2016).

Segundo Kibenge e colaboradores (2012), os principais agentes causadores de doengas
no cultivo comercial de peixes sdo as bactérias (54,9%), seguidas por virus (22,6%), parasitas
(19,4%) e fungos (3,1%). No entanto, as doencas virais sdo as que apresentam a maior
dificuldade de controle. A ampla gama de peixes susceptiveis, agdes terapéuticas limitadas,

pouco conhecimento sobre a patogénese das doengas virais € mecanismos naturais de defesa
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dos animais, colocam os virus no topo da classificacdo dos agentes patogénicos capazes de
afetar negativamente a aquicultura global (tabela 2). Em contrapartida, o vigoroso aumento
da participagao do setor aquicola na produgdo de proteina animal, de alta qualidade para o
consumo humano, tem aumentado o interesse de pesquisadores em estudos de doencas virais
de animais aquaticos.

A ocorréncia de surtos de doengas virais pode impor mortalidade massiva em peixes
de cultivo, causando grave prejuizo financeiro. Dessa forma, a prevengao e o controle eficazes
das doengas virais dependem muito do desenvolvimento da biosseguranca ¢ da sanidade dos
animais cultivados. Tais medidas de controle dependem ainda, da compreensdo de todos os
aspectos do virus e sua relacdo com a doenca e epidemiologia, incluindo a interagdo entre
populagdes selvagens e cultivadas (KIBENGE et al., 2012).

Os virus ocupam uma posicdo Unica na biologia. Embora possuam algumas das
propriedades dos sistemas vivos como um genoma, eles sdo na verdade entidades infecciosas
ndo vivas e por isso podem também ndo ser considerados microrganismos por alguns autores.
Os virus tém duas fases claramente definidas em seu ciclo de vida, como uma particula
metabolicamente inerte quando estd fora de uma célula hospedeira ou quando esta dentro de
sua célula hospedeira e funcionalmente ativo. Esta ¢ sua fase replicativa, na qual o genoma
viral explora a maquinaria da célula hospedeira para produzir copias do genoma da progénie,
quando RNA mensageiro viral e proteinas se reinem para formar novas particulas de virus

(KIBENGE; GODQY, 2016).

Tabela 2 - Principais grupos taxondmicos de virus de peixes de importancia veterinaria na aquicultura. Adaptado
de: Kibenge et al., 2012.

DNA / Familia Género Espécie
Circoviridae Nao atribuido Barbel circovirus (BaCV1 and 2)
Nao atribuido European catfish circovirus (CfCV)
Parvoviridae Nao atribuido Novel salmon parvovirus
Chapparvovirus Tilapia parvovirus (TiPV)
Hepadnaviridae Nao atribuido White sucker hepatitis B virus (WSHBV)
Adenoviridae Ichtadenovirus Sturgeon ichtadenovirus A
Nao atribuido Cod adenovirus
Nao atribuido Dab adenovirus
Alloherpesviridae Cyprinivirus Anguillid herpesvirus 1 (AngHV1)

Cyprinid herpesvirus (CyHV1-3)
Ictalurivirus Acipenserid herpesvirus (AciHV1 and 2)
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Iridoviridae

Poxviridae

RNA / Familia
Picornaviridae

Caliciviridae
Hepeviridae
Togaviridae

Coronaviridae

Retroviridae

Salmonivirus

Nio atribuido

Lymphocystivirus
Megalocytivirus

Ranavirus

Naio atribuido

Nao atribuido

Piscevirus

Limnipivirus
Salovirus
Piscihepevirus
Alphavirus
Nao atribuido

Bafinivirus

Epsilonretrovirus

Ictalurid herpesvirus (IcHV1 and 2)
Salmonid herpesvirus (1-3)

Gadid herpesvirus 1 (GaHV1)

Pilchard herpesvirus

Tilapia larvae encephalitis virus (TLEV)
Percid herpesvirus 1 (PeHV1)

Lymphocystis disease virus

Infectious spleen and kidney necrosis virus
(ISKNV)

Dwarf gourami iridovirus (DGIV)

African lampeye iridovirus (ALIV)

Red sea bream iridovirus (RSIV)

Rock sea bream iridovirus (RBIV)

Turbot reddish body iridovirus (TRBIV)
Large yellow croaker iridovirus (LYCIV)

Red tux swordtail iridovirus (RTSIV)
Epizootic  hematopoietic  necrosis  virus
(EHNV)

European catfish virus (ECV)

Grouper iridovirus (GIV)

Bohle iridovirus (BIV)

Singapore grouper iridovirus (SGIV)
Pike-perch iridovirus (PPIV)
Short-finned eel ranavirus (SERV)
Santee-Cooper ranavirus (Largemouth bass
virus, LMBV)

White sturgeon iridovirus disease
Erythrocytic necrosis virus (ENV)
Koi sleepy disease virus (KSD)
Salmon gill poxvirus (SGPV)

Fathead minnow picornavirus (FHMPV)
Bluegill picornavirus (BGPV)

Eel picornavirus 1 (EPV-1)

Cyprovirusj (Carp picornavirus 1, CPV-1)
Atlantic salmon calicivirus (ASCV)
Piscihepevirus A

Salmon pancreas disease virus
Erythrocytic inclusion body syndrome (EIBS)
White bream virus (WBV)

Fathead minnow nidovirus (FHMNV)
Walleye dermal sarcoma virus (WDSV)

Walleye epidermal hyperplasia virus 1
(WEHV-1)
Walleye epidermal hyperplasia virus 2
(WEHV-2)

23
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Paramyxoviridae

Rhabdoviridae

Arenaviridae
Orthomyxoviridae

Amnoonviridae
Reoviridae

Nao atribuido

Aquarespirovirus

Nao atribuido
Novirhabdovirus

Perhabdovirus

Sprivivirus

UNa4o atribuido
Isavirus
Nao atribuido

Tilapinevirus
Aquareovirus

Orthoreovirus

Perch epidermal hyperplasia virus 1 (PEHV-1)
Perch epidermal hyperplasia virus 2 (PEHV-2)
Salmon swimbladder sarcoma virus (SSSV)
Salmon leukemia virus (SLV)

Snakehead retrovirus (SnRV)

Zebrafish endogenous retrovirus (ZFERV)
Atlantic salmon paramyxovirus

Pacific salmon paramyxovirus

Black sea bream paramyxovirus

Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)
Infectious  hematopoetic  necrosis  virus
(IHNV)

Snakehead virus (SHRV)

Hirame rhabdovirus (HIRRV)

Perch rhabdovirus (PerRV)

Anguillid rhabdovirus (eel virus)

Sea trout rhabdovirus

Spring viraemia of carp virus (SVCV)

Pike fry rhabdovirus (PFRV)
Novel carp and koi carp isolates
Infectious salmon anemia virus
Koi carp orthomyxovirus

Tilapia lake virus (TiLV)

Aquareovirus A (Chum salmon reovirus CS)
Aquareovirus B (Chinook salmon reovirus B)
Aquareovirus C (Golden shiner reovirus)
Aquareovirus D (Channel catfish reovirus)
Aquareovirus E (Turbot reovirus)
Aquareovirus F (Chum salmon reovirus PSR)
Aquareovirus G (American grass carp
reovirus)

Piscine orthoreovirus (PRV)

3.4 PRINCIPAIS VIRUS DE TILAPIA

24

Desde os primeiros relatos de tilapias acometidas por Lymphocystis virus em lagos

africanos na década de 1970 (PAPERNA, 1973), diversas doencas virais foram reportadas em

tilapias, dentre essas a Necrose Pancreatica Infecciosa (Infectious pancreatic necrosis virus -
IPNV) (HEDRICK et al., 1983); Necrose Nervosa Viral (Nervous necrosis virus - NNV)
(BIGARRE et al., 2009); Encefalite das pos-larvas de tilapia (Tilapia larvae encephalitis
virus - TLEV) (SHLAPOBERSKY et al., 2010; SINYAKOV et al., 2011); Bohle virus (Bohle
iridovirus - BVI) (ARIEL; OWENS, 1997) e Parvovirose de tilapia (Tilapia parvovirus -
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TiPV) (LIU et al., 2020). No entanto, somente a partir da identificagdo do Virus da Tilépia do
Lago (Tilapia lake virus - TiLV) (EYNGOR et al., 2014) causando grande mortalidade em
tilapias cultivadas e também de vida livre, houve o aumento da atengdo dos pesquisadores em
nivel mundial, para a ocorréncia de doengas virais nesses peixes, com énfase em monitorar e
controlar potenciais surtos (MACHIMBIRIKE et al.,, 2019). Nesse contexto, € mais
recentemente, foi relatada a ocorréncia do Virus da necrose infecciosa do bago e do rim
(Infectious spleen and kidney necrosis virus - ISKNV), um megalocitivirus pertencente a
familia Iridoviridae. Esse tem se destacado como um dos principais agentes virais emergentes
em cultivos de tilapias em diferentes continentes. Um exemplo claro da devastacdo causada
pelo ISKNV nos cultivos de tildpia estd nos surtos recentes ocorridos em Gana na Africa,
onde taxas de mortalidade estimadas entre 60% e 90%, foram observadas (RAMIREZ-
PAREDES et al., 2020).

3.4.1 Lymphocystis virus (LCV)

A doenga linfocitaria (Lymphocystis disease virus - LCDV) foi a primeira doenca viral
de peixes a ser descrita e tem sido estudada ao longo de décadas. O virus descoberto por
microscopia eletronica ¢ um membro da familia Iridoviridae representando grandes virus nao
envelopados com simetria icosaédrica (LI et al., 2010). Os peixes infectados pelo LCV
apresentam lesdes externas caracterizadas pelo aparecimento de nddulos, formados por
células hipertroficas, localizadas na pele e nadadeiras dos peixes. As principais células
afetadas pela infeccdo sdo fibroblastos ou osteoblastos que sofrem hipertrofia e encapsulagao
por uma matriz extracelular de natureza hialina (TIDONA; DARAI, 1997). A doencga
linfocitaria (LCDV) ja foi relatada em 140 espécies de peixes marinhos e de dgua doce sob
condi¢des naturais e experimentais. Embora a doenga raramente seja a causa de mortalidade,
o principal impacto para os animais infectados ¢ impressdo desagradavel causada pelas lesoes,
que torna o animal improprio ao comércio. Além disso, tornam-se mais susceptiveis a
infeccdo por outros patdgenos e apresentam significativa redug@o nos indices zootécnicos (LI

etal., 2010).

Casos de infeccao de peixes por LCV ja foram relatados em diversos paises europeus e
americanos. Além disso, nos ultimos anos, a doenga afetando a aquicultura marinha foi
relatada em paises asiaticos, incluindo Japao, Coréia do Sul e China (LI et al., 2010). Embora
muitas tentativas tenham sido feitas para propagar o LCV in vitro, o ciclo de replicagao

completo e os processos de patogénese desse virus nao sdo bem compreendidos. Nos ultimos
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anos, foram realizadas pesquisas para a investigagdo dos mecanismos da patogénese viral,
bem como o sequenciamento completo do genoma de dois isolados, incluindo LCDV-C de
linguado japonés (Paralichthys olivaceus) na China e LCDV-1 de linguado (Platichtys flesus)
na Europa (XU; FENG; HUANG, 2014). O primeiro caso de LCDV acometendo espécies de
tilapias selvagens em lagos africanos foi relatado na década de 1970 (PAPERNA, 1973).
Desde entdo relatos pontuais tém sido realizados, sendo esse virus de baixa relevancia para a

tilapicultura mundial.

3.4.2 Nervous necrosis virus (NNV)

O Virus da necrose nervosa (VNN) ¢ um virus de RNA fita simples do género
Betanodavirus, responsavel por altas taxas de mortalidade nos estdgios larval e juvenil de
peixes marinhos e de agua doce. Atualmente, casos de infeccdo por VNN sdo descritos em
mais de 50 espécies de peixes. Assim como alguns outros virus, animais acometidos por VNN
apresentam sinais clinicos muito semelhantes aos observados nas infec¢des bacterianas mais
usuais em peixes tropicais, como natagdo erratica, falta de apetite, exoftalmia, ascite e
melanose (MACHIMBIRIKE et al., 2019).

O primeiro relato do acometimento de peixes de cultivo por VNN ocorreu no Japao
em 1992 em larvas de xaréu branco (Caranx hippos), um peixe marinho de dguas tropicais
(TAHA et al., 2020). O VNN pode causar mortalidade elevada chegando a 100% em larvas e
juvenis de muitas espécies marinhas e de agua doce, mantendo o ciclo epidemioldgico em
uma ampla faixa de temperaturas (15 a 30°C). A doenca causada pelo VNN ja foi relatada em
quase todos os continentes onde a aquicultura ¢ praticada (SHETTY et al., 2012). Em 2007
foi relatado o primeiro surto causado por VNN em tilapias cultivadas na Europa. Nesse evento
foi registrada uma alta taxa de mortalidade de alevinos (1,2 cm), que entre 0 — 7 dias pds-
eclosdo apresentavam sinais clinicos de natagdo erratica e permanéncia na superficie. Exames
histopatologicos revelaram lesdes como vacuolizagdo citoplasmadtica e nicleos picndticos em
algumas regides do Sistema Nervoso Central (SNC) (BIGARRE et al., 2009).

Recentemente, a mortalidade em massa de alevinos em fazendas de tilapicultura, nas
regioes de Kafr El Sheikh e El Beheira no Egito, durante o més de Julho de 2019, impactou
severamente a produ¢do com a perda de aproximadamente 70% dos peixes. Os alevinos eram
mantidos em tanques com renovacdo parcial da dgua, 20% a 30%, duas vezes por semana e a

temperatura média registrada em 30°C. Os alevinos comegaram apresentar escurecimento do
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tegumento e natacdo em espiral no quinto dia pés-eclosdo (0,25 g — 1,5 cm) e animais
moribundos foram coletados quando a taxa de mortalidade era de 50%. No entanto, ao fim do
surto a perda ja& havia atingido 70% da produ¢do. Uma investigacdo sobre as possiveis causas
da mortalidade massiva dos alevinos identificou cepas do virus da necrose nervosa
filogeneticamente relacionadas ao virus da garoupa (red-spotted grouper - RGNNV). Os
sinais clinicos macroscopicos e a patologia geral dos peixes naturalmente infectados foram
consistentes com infecgdes classicas por VNN, como manifestagdes neuroldgicas, opacidade
ocular e exoftalmia, além de outros sinais inespecificos incluindo melanose. O RNA do VNN
foi detectado em todos os pools de alevinos coletados nas duas propriedades e também no
cérebro e ovarios de reprodutores da fazenda de El Beheira. Posteriormente um ensaio de
infeccdo experimental foi proposto pelos pesquisadores, a partir da exposi¢do de alevinos (2 g
— 3 g), negativos para VNN, ao homogenato viral obtido dos alevinos naturalmente infectados
nos surtos mencionados. A mortalidade e os sinais clinicos foram monitorados durante uma
semana. Os alevinos de tilapia expostos ao homogenato de tecido preparado a partir de
alevinos naturalmente infectados apresentaram os sinais classicos associados a infec¢do por
VNN, como escurecimento do tegumento, letargia, anorexia, natacdo erratica (em circulo ou
na superficie junto a borda do tanque) e opacidade ocular. A infeccdo experimental de
alevinos pelo VNN resultou em 100% de morbidade e mortalidade superior a 70%. Esse
relato refor¢a a importincia da elucidag¢do dos diferentes aspectos da epidemiologia viral, as
possiveis formas de conter a propagagdo do virus e prevenir futuros surtos, bem como a
possibilidade de ocorréncia da transmissao interespécies (TAHA et al., 2020). Além disso, o
carater emergente da doenga em tilapiculturas no Egito, que ¢ o terceiro maior produtor
mundial, acende o alerta para a necessidade do monitoramento do virus, a fim de se evitar a

propagacao do patogeno entre outras regides produtoras.

3.4.3 Tilapia larvae encephalitis virus (TLEV)

O acometimento repentino de larvas de tilapias criadas em um laboratdrio em Israel,
manifestado por um comportamento de natagdo em espiral resultou em uma mortalidade
massiva dos peixes afetados. Na maioria dos casos, essa “sindrome do rodopio” era precedida
por uma pigmentacdo escura que comegava nas nadadeiras e se espalhava rapidamente por
toda a pele. Esses sintomas especificos de morbidade apareceram nos dias 4 a 6 na fase de

alimentacdo e foram seguidos por rapido inicio de mortalidade (90% — 100%). As larvas
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doentes originaram-se de algumas fémeas distintas, sugerindo a transmissdo vertical da
doenca. (SHLAPOBERSKY et al., 2010).

O agente etiologico dessa doenga foi encontrado no tecido cerebral das larvas, e a
doenca denominada como Encefalite viral de larvas de tilapia. Em virtude de analises
morfoldgicas, biofisicas e filogenéticas, a doenga foi atribuida a um virus da familia
Herpesviridae e denominado Virus da encefalite de larvas de tilapia (7ilapia larvae
encephalitis virus - TLEV). Exames de microscopia eletronica revelaram a presenca de
particulas virais hexagonais icosaédricas, com cerca de 100 nm de diametro, com nucleos
densos de elétrons dentro do citoplasma das células do tecido cerebral de larvas afetadas. O
comprometimento do sistema nervoso central como observado em peixes infectados por
TLEV torna as encefalopatias virais um desafio cada vez maior a aquicultura devido a alta
taxa de mortalidade sofrida nos cultivos (SYNIAKOV et al., 2011). Posteriormente, a esses

casos nao foram relatados na literatura outros episodios de surtos de TLEV.

3.4.4 Bohle iridovirus (BIV)

Até meados da década de 1980, os ranavirus, membros da familia Iridoviridae, eram
vistos como modelos interessantes, mas ndo como patdgenos importantes para peixes. No
entanto, essa situacdo mudou quando Langdon e Humphrey (1987) relataram o isolamento de
um agente intimamente relacionado e semelhante ao EHNV, iridovirus da Perca vermelha
(Perca fluviatilis). O agente foi isolado ap6s um surto, com taxa de mortalidade proxima de
100% que afetou uma populacao de tilapias mantida em um laboratorio de doencas aquaticas
na Australia. A etiologia do surto foi provisoriamente atribuida ao Bohle iridovirus (BIV), um
virus originalmente encontrado em uma espécie de anfibio endémico da Australia
(Lymnodynastes ornatus). Os peixes afetados apresentaram importante melanose e natacdo
rapida, por isso a doenca ¢ também conhecida por “Spinning Tilapia”(CULLEN; OWENS;
WHITTINGTON, 1995).

O BIV ¢ um raro exemplo de virus capaz de infectar ndo somente espécies diferentes
mas também classes, sendo patogénico tanto para anfibios quanto para peixes. Ensaios de
infeccdo experimental de barramundi (Lates calcarifer) com BIV resultou em 100% de
mortalidade e lesdes caracteristicas como necrose do tecido renal e esplénico (CULLEN;

OWENS; WHITTINGTON, 1995).
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3.4.5 Tilapia lake virus (TiLV)

O Virus da tilapia do lago (Tilapia lake virus - TiLV) é um virus de RNA de
polaridade negativa com um genoma de 10 segmentos, inicialmente atribuido a familia
Orthomyxoviridae devido a similaridade em um dos segmentos gendmicos. O TiLV foi
reclassificado e agora ¢ oficialmente reconhecido como um novo virus sob o género
Tilapinevirus e familia Amnoonviridae, ¢ cientificamente conhecido como Tilapia
tilapinevirus (ADAMS et al., 2017). O TiLV ¢ altamente infeccioso e tem sido associado a
"Sindrome da mortalidade de verdo" no Egito e “Sindrome da tildpia de um més” na

Tailandia, onde causa mortalidades de 20% a 90% (CHAPUT et al., 2020).

Em 2011, apds varios meses de mortalidade atipica na produgdo intensiva de alevinos
de tilapia em fazendas na América Central, a investigacdo do surto, através de exame
histopatologico revelou que as principais lesdes eram restritas em grande parte ao figado e
trato gastrointestinal (TGI). As alteragdes hepaticas eram varidveis, mas frequentemente eram
dominadas por extensa necrose de hepatocitos e presenca de células sinciciais. Nesse
momento a doenga foi denominada de Hepatite sincicial da tildpia (FERGUSON et al., 2014).

A partir do verdo de 2009, episddios de perdas massivas de tilapia foram registrados
em diversas propriedades em todo o territorio de Israel. Esses surtos observados durante os
meses mais quentes (Maio a Outubro) eram marcados por ondas de alta mortalidade tanto de
alevinos quanto de peixes adultos. O agente infeccioso espalhava-se facilmente entre os
tanques de cultivo. No entanto, dentro da diversidade de peixes que coabitavam os tanques,
apenas espécies de tilapias eram afetadas. Para elucidar a causa da doenca, houve um esforco
investigativo através do isolamento do agente infeccioso em culturas celulares, bem como o
desenvolvimento de ferramentas para o diagnodstico com técnicas moleculares para a
identificacdo e o monitoramento da doenca. Posteriormente, o agente isolado e identificado
foi denominado como o Virus da tilapia do lago (Tilapia lake virus — TiLV) em referéncia ao
local onde foi inicialmente isolado (EYGNOR, 2014)

O virus da tildpia do lago (TiLV) é um virus emergente, responsavel por surtos de
mortalidade em massa de tilépias cultivadas e selvagens (Oreochromis spp. e hibridos). Desde
2014, em varios continentes, relatos de tilapiculturas acometidas pelo virus t€ém reportado
mortalidades de 10% a 90% nos planteis de alevinos, juvenis e adultos, causando graves

perdas econdmicas (FATHI et al., 2017).
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A partir do relato dos surtos altamente contagiosos e seguidos de mortalidade massiva
em Israel em 2014, o TilV ja foi relacionado com a mortalidade de tilapias em fazendas no
Equador, Egito, Tailandia, Tanzania, Malasia, [ndia, Hong Kong, Filipinas, México, Peru,
Colombia e Estados Unidos. No Egito, em 2015, o virus responsavel pela “Sindrome da
mortalidade de verdo” causou a perda de 98.000 toneladas na produgdo de tildpia e um
prejuizo avaliado em cerca de US$ 100 milhoes (CONTRERAS et al., 2021).

Os peixes acometidos pelo TiLV apresentam sinais clinicos caracteristicos como
letargia, isolamento do grupo (permanéncia na superficie junto a borda do tanque), perda do
apetite, pele hemorragica, exoftalmia e vesicula biliar dilatada. Avalia¢des histopatoldgicas
realizadas em tecidos de peixes infectados revelam deformacgao nos tubulos renais e congestao
grave com infiltracdes de células inflamatorias no cérebro e nos rins. As lesdes sinciciais,
caracterizadas por células aumentadas e multinucleadas, bem como corpos de inclusdo
intracitoplasmaticos sdo frequentemente observadas nas se¢des de tecidos hepatico e cerebral

(BASRI et al., 2020).

3.4.6 Tilapia parvovirus (TiPV)

De Agosto a Setembro de 2015 na China, surtos de uma doenca emergente acometeu a
producao de tilapias em diversas regioes do Pais. A doenca mostrou-se altamente contagiosa e
letal para tilapias adultas cultivadas em tanques-rede. A taxa de mortalidade atingiu cerca de
70% dos peixes e os sinais clinicos observados incluiram letargia, anorexia e uma mudanga no
comportamento de natagdo semelhante a movimentos de flecha ou rodopio. Os peixes doentes
também apresentaram hemorragias na superficie do corpo, mandibula, abdomen, e bases das
nadadeiras, juntamente com exoftalmia acompanhada de lesdes oculares pronunciadas.

A caracterizacdo e identificacdo do agente infeccioso foram determinadas a partir do
1solamento em cultivo celular, microscopia eletronica, hibridizagado in sifu, PCR e anélises do
sequenciamento do genoma. Sinais de hibridiza¢do positivos foram observados em diversas
amostras de tecido, incluindo rim, bago, coragdo, cérebro, figado, branquias e intestino. No
entanto, a intensidade do sinal de hibridizag¢ao variou entre esses 6rgaos e sinais mais intensos
foram observados no rim e no baco. A temperatura mais adequada para o surto da doenca foi
determinada entre 28°C e 30°C.

As pesquisas de similaridade de sequéncias de nucleotideos ndo encontraram

correspondéncias significativas com qualquer outro virus, enquanto nos niveis de
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aminoacidos, a comparagdo entre sequéncias mostrou certo grau de semelhanca com a familia
Parvoviridae. A sequéncia do genoma revelou um novo parvovirus identificado a partir de
tilapias doentes, que foi posteriormente denominado de Parvovirus da tilapia (7ilapia
parvovirus — TiPV) (LUI et al., 2020). Recentemente na Tailandia, a ocorréncia de surtos
com mortalidade massiva de tilapias cultivadas revelou a coinfec¢do por TiLV e TiPV. O
sequenciamento gendmico da cepa de TiPV isolada durante as andlises, mostrou uma
identidade de 98,74% com a cepa anteriormente isolada na China (YAMKASEM et al.,
2021).

3.5 IRIDOVIROSES

3.5.1 Familia Iridoviridae

A familia Iridoviridae ¢ composta por cinco géneros e contempla grandes virus, com
capsideos icosaédricos e genomas de DNA de fita dupla que variam em tamanho de 103 a 220
kbp. Os géneros pertencentes a subfamilia Alphairidovirinae (Ranavirus, Lymphocystivirus e
Megalocytivirus), infectam vertebrados heterotérmicos tais como peixes 0sseos, anfibios e
répteis. Enquanto membros da subfamilia Betairidovirinae (Iridovirus e Chloriridovirus),
infectam principalmente insetos e crustdceos. As infeccOes podem ndo apresentar sinais
clinicos externos e, em vertebrados, podem levar a altos niveis de mortalidade entre peixes e
anfibios comercial e ecologicamente importantes (CHINCHAR et al., 2017). Todos os virus
da familia sdo genericamente denominados de “iridovirus™.

Membros dos géneros Iridovirus e Chloriridovirus infectam mais de 100 espécies de
insetos e crustaceos. As infec¢cdes com sinais clinicos aparentes envolvem niveis massivos de
replicacdo do virus que resultam em larvas exibindo marcante iridescéncia, enquanto
infec¢des assintomaticas podem reduzir a capacidade reprodutiva do hospedeiro. Os géneros
foram previamente distinguidos com base no tamanho do virion e na cor iridescente das larvas
infectadas; a andlise filogenética de sequéncias completas do genoma agora oferece um
método superior de diferenciacdo (CHINCHAR et al., 2017).

Os Ranavirus (Alphairidovirinae) sao patégenos promiscuos capazes de infectar trés
classes de vertebrados heterotérmicos (peixes Osseos, anfibios e répteis). Os ranavirus
infectam ndo apenas varias espécies dentro de uma classe, mas alguns como, por exemplo, o
Bohle virus (BVI) também sdo capazes de infectar hospedeiros de diferentes classes. As

infec¢des sdo sistémicas, envolvem multiplos 6rgaos internos € podem levar a altos niveis de
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morbidade e mortalidade entre peixes e anfibios cultivados, bem como espécies selvagens
ameagadas de extingdo (CHINCHAR et al., 2017). O Comité Internacional de Taxonomia de
Virus (ICTV), atualmente reconhece seis espécies de ranavirus, mas ha muitos isolados entre
elas, bem como vérias espécies provisorias dentro do género. O virus da ra FV-3 (Frog virus-
3) ¢ a espécie tipica (WHITTINGTON; BECKER; DENNIS, 2010).

A subfamilia Alphairidovirinae contém o género Lymphocystivirus com apenas uma
espécie descrita como capaz de acometer peixes (Lymphocystis disease virus - LCDV). O
virion de tamanho entre 198 — 350 nm tem um capsideo icosaédrico e pode ser diferenciado
de outros iridovirideos pela presenca de uma franja de 2,5 nm de protrusdes externas
semelhantes a fibrilas (CHINCHAR et al.,, 2017). O padrao das lesdes causadas pelo
Lymphocystivirus ¢é caracterizado por nddulos semelhantes a granulomas, que ocorrem ao
longo do corpo, bem como na base das nadadeiras.

A morfologia das particulas de iridovirus consiste em um nticleo interno de DNA, uma
membrana limitadora interna, um capsideo viral e, no caso das particulas que brotam da
membrana plasmatica, um envelope viral. Os virions exibem simetria icosaédrica e
geralmente tém 120-200 nm de didmetro, mas podem ter at¢ 350 nm (por exemplo, género
Lymphocystivirus). O nucleo do virion ¢ denso em elétrons e consiste em um filamento de
nucleoproteina circundado por uma membrana lipidica contendo proteinas transmembrana de
fun¢do desconhecida (figura 1). Cada particula ¢ formada por 12 pentassimetrons e 20
trissimetrons dispostos em uma simetria icosaédrica. Ambos os tipos de estrutura
compreendem predominantemente capsomeros hexavalentes, um total de 1460 por virion, que

sdao compostos pela proteina do capsideo principal (MCP) (JANCOVICH et al., 2012).
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Figura 1- Morfologia externa do virus iridescente de invertebrado 2 (IIV-2) (A); Diagrama esquematico de segdo
transversal de uma particula de iridovirus, mostrando capsdmeros, proteinas transmembrana dentro da bicamada
lipidica e um nticleo de nucleoproteina filamentosa interna (B). Adaptado de: (JANCOVICH, et al., 2012).

O conhecimento sobre a estratégia de replicagdo dos iridovirus ainda € incipiente. A
melhor compreensao foi obtida principalmente pelo estudo do FV-3 (Frog virus -3), a espécie
tipica do género Ranavirus (figura 2). A entrada do virion ocorre por endocitose mediada por
receptor para as particulas envelopadas ou pela remog¢ao do revestimento viral diretamente na
membrana plasmatica da célula hospedeira para virions nus. Apds a remog¢ao do revestimento,
o genoma viral entra no nicleo onde ocorre a sintese do primeiro estagio de DNA e a sintese
de transcri¢gdes virais. Em um processo, ainda ndo muito bem compreendido, uma ou mais
proteinas associadas ao virion agem como trans ativadores e redirecionam o RNA polimerase
IT do hospedeiro para sintetizar mRNAs virais usando o genoma viral metilado como molde.
Os produtos genéticos codificados por transcritos virais incluem proteinas regulatérias e
cataliticas. Um desses produtos génicos, a DNA polimerase viral, catalisa o primeiro estagio
da sintese do DNA viral nacleo da célula. Nesse processo, o genoma viral parental serve
como molde e 0 DNA da progénie que tem no maximo duas vezes o comprimento do genoma.
O DNA viral recém-sintetizado pode servir como molde para rodadas adicionais de replicagdao
de DNA, ou pode ser transportado para o citoplasma onde ocorre o segundo estdgio da
replicacdo do DNA viral. No citoplasma, o DNA viral ¢ concentrado em grandes
concatameros ramificados que servem como molde para o empacotamento do DNA
(JANCOVICH et al., 2012).

E provavel que a metilagio do DNA viral também ocorra no citoplasma e, embora seu
papel preciso seja incerto, acredita-se que proteja o DNA viral do ataque de endonucleases

presentes no citoplasma. A formacao de virions ocorre no citoplasma em locais de montagem
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de virus morfologicamente distintos. Dentro dos locais de montagem, o DNA viral
concatamérico ¢ empacotado em virions, por meio de um mecanismo que resulta na geragao
de genomas circularmente permutados e terminalmente redundantes. Os virions se acumulam
no citoplasma dentro de grandes arranjos paracristalinos ou adquirem um envelope por
brotamento da membrana plasmatica. Frequentemente, nos casos de iridoviroses em
vertebrados, a maioria dos virions permanece associada a célula hospedeira (JANCOVICH et

al., 2012).
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Figura 2 - Ciclo de replicacdo do FV- 3 (Frog virus - FV-3). Adaptado de: (CHINCHAR et al., 2002).

3.5.2 Megalocitivirus

Os megalocitivirus sdo virus envelopados com um genoma linear de dupla fita de
DNA, rodeado por um capsideo icosaédrico de 140 a 200 nm de didmetro (TSAI; HUANG,
2020). O genoma ¢ curto em relagdo aos outros iridovirus de peixes, aproximadamente 110kb
com uma relacdo de GC (guanina/citosina) de 53-55% (KIBENGE; GODOY, 2016). Os virus
do género Megalocytivirus sdao descritos como patégenos capazes de causar infec¢do
sist€émica e impor mortalidade massiva a diversas espécies de peixes ornamentais e de
produgdo, tanto em ambientes marinhos como em 4gua doce. Entre os principais sinais
clinicos, os animais infectados apresentam letargia, palidez branquial, melanose e exoftalmia

(SUBRAMANIAM et al., 2012).
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Com base nas analises de sequéncias genéticas e estudos soroldgicos, todos os
megaloctivirus isolados at¢ o momento parecem ser cepas de duas espécies virais. A analise
filogenética indica a presenga de dois agrupamentos: um grande agrupamento de virus tipo
ISKNV, composto por RSIV (Red seabream iridovirus — RSIV), TRBIV (Tturbot reddish
body iridovirus — TRBIV), ISKNV e outros virus altamente semelhantes e um segundo
agrupamento, mais distante, composto por um Unico isolado, SDDV (Scale drop disease virus
— SDDV). Se os membros do aglomerado maior representam espécies distintas ou cepas de
uma Unica espécie, ainda nao foi definido. Em geral, as cepas do tipo ISKNV sao isoladas de
peixes de agua doce, enquanto as cepas do tipo RSIV infectam peixes marinhos (ICTV,
2020).

As cepas de megalocitivirus isoladas em diversas espécies hospedeiras apresentam um
alto grau de similaridade. O compartilhamento da identidade das sequéncias de nucleotideos ¢
alto JANCOVICH, et al., 2012). Com base em analises filogenéticas da proteina principal do
capsideo (MCP) e dos genes ATPase, oito cepas foram atribuidas a espécie ISKNV: Infectious
spleen and kidney necrosis Virus-ISKNV; Orange spotted grouper iridovirus — OSGIV;
Giant sea perch iridovirus - K1 — GSIV-K1; Rock bream iridovirus — RBIV; Tturbot reddish
body iridovirus — TRBIV; Large yellow croaker iridovirus — LYCIV; Pompano iridovirus —
PIV e Red seabream iridovirus — RSIV (tabela 3). Embora as cepas relacionadas ao ISKNV
estejam associadas a infeccdo de um pequeno grupo de peixes de 4gua doce, tem sido capaz
de impactar fortemente o cultivo de importantes espécies de peixes de produgdo e ornamentais
de alto valor comercial (Tabela 4), como o peixe-mandarim (Siniperca chuatsi), o bacalhau-
do-rio australiano (Maccullochella peelii), o barramundi (Lates calcarifer) e recentemente a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (DONG et al., 2017; GO; WHITTINGTON, 2019;
SUBRAMANIAM et al., 2016).
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Tabela 3 - Cepas isoladas dentro das espécies ISKNV/SDDV. Adaptado de: ICTV, 2020.

Espécie Virus Sequéncia avaliada Abreviacio
Infectious spleen and Infectious spleen and kidney Genoma completo ISKNV
kidney necrosis virus necrosis virus

Orange spotted grouper Genoma completo OSGIV
iridovirus
Giant sea perch iridovirus - Genoma completo GSIV-K1
K1
Rock bream iridovirus Genoma completo RBIV
Turbot reddish body Genoma completo TRBIV
iridovirus
Large yellow croaker Genoma completo LYCIV
iridovirus
Pompano iridovirus Genoma completo PIV
Red seabream iridovirus Genoma completo RSIV
Scale drop disease virus Scale drop disease virus Genoma parcial SDDV

Os genomas completos das cepas contidas nas duas espécies de Megalocytivirus foram
sequenciados. As particulas de megalocivirus contém uma tnica molécula de dsDNA linear
de 110.104 a 112.636 bp. Tal como acontece com outros membros da familia, o DNA

gendmico € circularmente permutado, terminalmente redundante e altamente metilado (ICTV,

2020).

Tabela 4 - Espécies de peixes ornamentais ¢ de producdo com relatos de infec¢do por RSIV/ISKNV. Adaptado
de: Kibenge et al., 2012.

Peixe Pais

Marble sleepy goby China

Banggai cardinal fish Sudeste Asiatico
Dwarf gourami Maléasia

African lampeye Indonésia

Giant sea perch Taiwan
Orange-spotted grouper Taiwan

Silver sea bream Taiwan

Chinese perch China

Flathead mullet Singapura

Reddrum Malasia



Continuacgado...

Barramundi perch Malasia
Murray cod Australia
Bastard halibut Coréia do Sul
Turbot China

Barred knifejaw
Stone flounder

Coréia do Sul
China
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Red sea bream Japdo
Greater amberjack Japdo

Sea bass Coréia do Sul
Pacific bluefin tuna Japdo
Japanese sea perch Japao
Giant grouper HongKong
Brown-marbled grouper Singapura
Japanese amberjack Japdo
Spotted knifejaw China
Striped jack Japdo
Yellowfin sea bream HongKong
Common pony fish Taiwan
Malabar grouper Tailandia
Tilapia Tailandia

3.5.2.1 Epidemiologia

\

Muitas espécies importantes para a aquicultura sdo susceptiveis a infec¢do por
megalocitivirus, e segundo Wang e colaboradores (2007), de 100 espécies de peixes marinhos
selvagens capturados na China, 15% resultaram positivas para o virus em testes de PCR
especifico (WANG et al., 2007). Esses virus também foram detectados em peixes de agua
doce assintomaticos na Australia, Malasia e Coreia do Sul, incluindo importantes espécies
ornamentais das familias: Cichlidae e Poeciliidaes (JOON et al., 2008; RIMMER et al., 2015;
SUBRAMANIAM et al., 2014).

O transito de peixes assintomaticos ou com infec¢do subclinica € tido como a principal
forma da introducao de doengas em novas regides. Para a detec¢dao da infec¢do, a adocao de
medidas de regulamentagdo estrita do comércio como testes para diagndstico e quarentena sao
estratégias necessarias. Os megalocitivirus sdo conhecidos por sua natureza promiscua e pela
capacidade de transmissdo horizontal. Além disso, sdo capazes de cruzar os limites entre
espécies conforme foi demonstrado por Go e Whittington (2006), quando o gourami ando
(Trichogaster lalius) que € uma espécie ornamental mundialmente comercializada foi capaz
de transmitir a doenga para o bacalhau Murray apds coabitagdo, causando um grave surto de

mortalidade dessa espécie de producdo que tem grande importancia comercial na Austrélia.
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Ainda conforme esses pesquisadores, os peixes ornamentais haviam passado por uma
quarentena antes da importacdo pela Australia, e ainda assim, o virus causou um surto de
doencga no bacalhau Morray cultivado.

A subdivisao do género Megalocytivirus em grupos filogenéticos, com base na
sequéncia do gene MCP fornece correlagdes uteis em diferentes situagdes epidemioldgicas
(KURITA; NAKAJIMA, 2012; SONG et al., 2008). Virus filogeneticamente relacionados
com ISKNV foram amplamente distribuidos na Asia, enquanto RSIV ¢ TRBIV apresentaram
um alcance geografico mais limitado (SONG et al., 2008; SUBRAMANIAM et al., 2014). No
entanto, isolados caracterizados da Tailandia (GSDIV), Coreia do Sul (RBIV) e Japao (RSIV)
receberam nomes diferentes, mas pertencem ao mesmo grupo filogenético do RSIV,
indicando uma distribui¢do geografica mais ampla que a esperada para este genOtipo
(KURITA; NAKAJIMA, 2012).

Os megalocitivirus sdo amplamente distribuidos na Asia e sua ocorréncia em outras
regides era aparentemente contida. Contudo, hé relatos do acometimento por megalocivirus
em stickleback (Gasterosteus aculeatus) no Canadd em 2008 (WALTZEK et al., 2012) e,
mais recentemente em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) na Tailandia (DONG et al.,
2015), nos EUA em 2016 (SUBRAMANIAM et al., 2016), na Africa em 2019 (RAMIREZ-
PAREDES et al., 2020) e Brasil em 2020 (FIGUEIREDO et al., 2021). Peixes na fase de
engorda sdo susceptiveis, mas a doencga ¢ mais grave em animais jovens (alevinos e juvenis),
onde a taxa de mortalidade pode chegar a 100% em alguns ambientes de aquicultura intensiva
(KURITA; NAKAJIMA, 2012). A transmissdo horizontal conforme relatado, pode ocorrer a
partir do transito de animais infectados que irdo coabitar com animais sadios, pela utilizagao
de utensilios e/ ou estruturas sem a devida desinfec¢do e também pelo compartilhamento do
fluxo da 4gua. A transmissdo por coabitagdo entre espécies susceptiveis foi demonstrada em
ensaios de infeccdo experimental (GO; WHITTINGTON, 2019). Da mesma forma, a
confirmacao da transmissdo vertical (SUEBSING et al.,, 2016) reforca a necessidade de

estratégias de controle mais rigidas para conter a propagacao do virus.
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3.5.2.2 Patologia

O achado anatomopatolégico mais comum nas infecgdes por megalocitivirus ¢ a
presenca de megaldcitos observados preferencialmente nos tecidos renal e esplénico, com ou
sem degeneracdo e necrose. Os megaldcitos sdo células hipertrofiadas que contém
corpusculos de inclusdo intracitoplasmaticos basofilicos, que distendem fortemente o
citoplasma e deslocam o nucleo para a periferia da célula, sendo esse um sinal caracteristico
(KIBENGE; GODOY, 2016; KURITA; NAKAJIMA, 2012).

Megaldcitos estdo presentes em grande numero nos tecidos de peixes clinicamente
afetados, particularmente aqueles infectados com RSIV. No entanto, podem ser raros ou
ausentes em alguns casos. Essas células podem se localizar em 4reas perivasculares podendo
bloquear o fluxo sanguineo e assim, levar a focos de necrose isquémica nos 6rgaos afetados
(GO; WHITTINGTON, 2006).

A morfologia distorcida das células, durante algum tempo prejudicou a identificagdo
do tipo de célula alvo, mas evidéncias recentes sugerem que sdao leucdcitos. O tamanho e
forma dos leucdcitos infectados no tecido sanguineo apresentam semelhanca com células
infectadas nos 6rgaos, o que também reforga o entendimento de que essas células migraram
da circulagdo para esses tecidos. Esta interpretacdo ¢ compativel com a observagdo de que a
atividade dos macrofagos ¢ negativamente afetada durante a infecgdo por megalocivirus.

(LEE et al., 2009).

3.5.2.3 M¢étodos de diagnostico

Atualmente os métodos de diagnostico das infec¢des causadas por megalocitivirus vao
além dos achados histopatologicos caracteristicos, incluindo a utilizagdo de técnicas
moleculares como a PCR convencional e a PCR em tempo real (QPCR) (CHINCHAR et al.,
2017; NOLAN et al., 2015). A utilizacdo da técnica de PCR em tempo real (QPCR) tem se
mostrado mais vantajosa que a PCR convencional, pois além da rapidez na obten¢do do
diagnostico, como aspecto importante para a eficacia na prevengdo e controle de doengas
infecciosas, demanda menos recursos humanos, ¢ facilmente automatizada e oferece alto grau
de sensibilidade e especificidade nos ensaios. Outra vantagem da tecnologia da qPCR ¢
oferecer analises quantitativas dos alvos, a partir da deteccao Optica da intensidade de

fluorescéncia emitida por sondas durante a amplificacdo do DNA alvo (BUSTIN, 2010).
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A deteccao de patogenos usando ensaios baseados em acido nucléico ¢ o método de
referéncia para laboratorios de diagnostico de doengas animais. A PCR ¢ um método simples
e poderoso para a amplificagdo enzimatica de DNA in vitro usando um termociclador. A
técnica consiste em ciclos repetitivos de trés reagdes simples (desnaturagdo, anelamento e
extensdo) na presenca de DNA polimerase termoestdvel e um par de oligonucleotideos
iniciadores especificos. A amplificacdo seletiva de pequenas quantidades de DNA alvo
presente em uma amostra complexa fornece o método mais sensivel para a deteccao de acidos
nucléicos. Para detecgdo de transcritos de virus com um genoma de RNA (virus de RNA), a
amplificagdo por PCR requer que o RNA primeiro seja copiado pela enzima transcriptase
reversa para cDNA e entdo usado em PCR. Esta técnica ¢ referida como transcri¢do reversa
PCR (RT-PCR). Os ensaios de PCR multiplex sdo mais dificeis de serem estabelecidos do
que PCR ou RT-PCR singleplex porque os conjuntos de iniciadores podem diferir nas
condi¢cdes ideais de reacdo, e as misturas complexas de primer tém maior probabilidade de
resultar em interagdes inespecificas reduzindo a sensibilidade e a especificidade do ensaio
(KASLOW; STANBERRY; LE DUC, 2014).

De acordo com a OIE, o método de deteccdo molecular para RISV e ISKNV
recomendado ¢ um ensaio de PCR convencional (KURITA, 1998). No entanto, atualmente os
ensaios de PCR em tempo real (qPCR) sdo desejaveis para aumentar a sensibilidade e
acomodar testes para fins de certificacdo. O ensaio validado por Rimmer e colaboradores
(2012) detectou DGIV (cepa tipo ISKNV) com maior sensibilidade em comparagdo com o
ensaio de PCR convencional (RIMMER et al., 2012). Ensaios LAMP (Loop-mediated
isothermal amplification - LAMP) foram descritos para ISKNV (SUEBSING et al., 2016) e
para TRBIV (ZHANG et al., 2009).

Existem inGimeras outras técnicas disponiveis para confirmar a presenga do virus, e
diferentes diretrizes de diagnostico sdao fornecidas no Manual de Testes de Diagndstico para
Animais Aquaticos (OIE, 2021b). Para um diagndstico mais preciso, as melhores amostras
sao aquelas coletadas de peixes moribundos, sendo o bago o principal 6rgao. Outros os
tecidos relevantes incluem o rim, branquias, coragdo, figado e intestino. No caso de detec¢ao
viral em peixes subclinicos, um nimero maior de amostras deve ser considerado para testes.
Anticorpos monoclonais estdo disponiveis para testes de imunofluorescéncia demonstrando a
presenca do virus em laminas histopatolégicas ou culturas de células (KIBENGE; GODOY,
2016).
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Andlise de células infectadas por virus usando esfregacos de impressdo do bago
corados com Giemsa tem sido comumente usada para o diagnostico rapido de peixes
infectados com RSIV. No entanto, esse método fornece apenas um diagndstico presuntivo e
ndo confirma a presenga de RSIV. Em contrapartida, o isolamento do virus em cultura de
células usando linhas de células susceptiveis, como BF-2 (Bluegill Fry-2), KRE-3(Kelp and
red spotted grouper embryo-3) e GF (Grunt Fin), ¢ demorado e pode levar semanas para ser
concluido. Portanto, um anticorpo monoclonal que reconhece uma proteina nao estrutural
induzida por virus de 180-230 kDa foi selecionado e usado para o desenvolvimento de um
teste rapido para deteccdo de RSIV. Este ensaio pode ser usado, ndo apenas com esfregacos
de impressdo do baco de peixes infectados, mas também com culturas de células infectadas e
secdes de tecido. O uso do anticorpo monoclonal M10 ¢ descrito no Manual de Métodos de
Diagnostico para Animais Aquaticos publicado pela Organizacdo Mundial de Saiilde Animal
(OIE, 2021b) e ¢ aplicavel a RSIV e ISKNV (KURITA; NAKAJIMA, 2012).

O isolamento do virus era considerado o método mais sensivel disponivel para
diagnoéstico de doengas virais em peixes até pouco tempo (CRANE, 2008). Com o advento
dos métodos moleculares, essa sensibilidade passou ser superada por técnicas como qPCR ou
RT-qPCR, sendo o isolamento viral um ensaio confirmatério. Para a maioria dos
regulamentos de inspe¢do para apoiar o comércio interestadual ou internacional de peixes
vivos os métodos moleculares sdo os recomendados para demonstrar a auséncia dos virus
(GOODWIN; MERRY; ATTOUI 2010). A cultura de células para isolamento viral tem a
vantagem de fornecer material para estudos adicionais e permitir novos conhecimentos sobre
patogénese e a imunidade. No entanto, nenhuma cultura de linhagem celular pode suportar o
crescimento de todos os virus de peixes. Assim, os laboratérios de diagnostico t€ém que
manter diferentes linhagens celulares (LAKRA; SWAMINATHAN; JOY, 2011).

A aplicacdo da técnica de microscopia eletronica (ME) depende da amostra de
interesse. Em um cenario de diagndstico, a necessidade de fazer ME pode surgir de duas
situacdes principais: em um ensaio de cultura de células virais, onde ocorre um padrdo Unico
de efeito citopatico (ECP) e o teste para virus conhecidos provou ser inconclusivo, ou quando
o exame histopatologico revelou lesdes que sdo sugestivas de um virus, ou seja, necrose de
tecido/célula e/ou a presenca de corpos de inclusdo intracitoplasmaticos. Em muitos casos, a
necessidade de fazer ME surge depois que todos os tecidos foram fixados e processados ¢ a
capacidade de usar esses tecidos processados para diagndstico viral podera ser considerada

(LOVY, 2014). A microscopia eletronica pode apresentar maior rapidez na obtenc¢do do
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diagnostico, particularmente para amostras contendo um grande numero de particulas de
virus, como liquido vesicular, extratos fecais e soro (GOLDSMITH; MILLER, 2009). O uso
de anti-soro especifico para agregar virions aumenta a sensibilidade e a precisao do
diagnostico por microscopia eletronica. Essa técnica € conhecida como microscopia
imunoeletronica (IEM). Outros métodos rotineiramente usados para aumentar a visualizagdo
do virus em amostras clinicas sdo a ultracentrifugacdo e a difusdo em gel de agar. O
seccionamento fino do tecido infectado também ¢ usual para o diagnostico por microscopia
eletronica. A principal limitacao do diagnostico de virus por corte fino € que se a infec¢ao for

focal, a amostragem pode perder a area contendo o virus (GOLDSMITH; MILLER, 2009).

3.5.2.4 Prevengao e controle

A prevencdo e o controle de doengas virais sdo de modo geral, influenciados pelas
caracteristicas da propriedade produtora, como fatores ambientais, presenca de hospedeiros
reservatorios, susceptibilidade da espécie hospedeira, bem como a dinamica de transmissao e
patogenicidade do virus. Além disso, a contencdo da propagacdo viral em sistemas de
aquicultura semiabertos, onde as espécies cultivadas estdo no mesmo ambiente que outros
peixes de vida livre ¢ especialmente mais dificil, em contraste com o ambiente terrestre onde
maiores niveis de biosseguridade sdo mais faceis de serem implementados como, por
exemplo, na avicultura comercial. Medidas eficazes de biosseguridade em ambientes
aquaticos sdo mais prontamente aplicaveis em sistemas fechados de cultivo, onde os fatores
podem ser controlados (KIBENGE; GODOY, 2016).

Medidas de biosseguridade referem-se a agdes que evitem a introducao, transmissao e
dissemina¢do de agentes infecciosos em regides definidas ou instalacdes de unidades
produtoras. Inclui também a bioconteng¢do, ou o controle de uma doenga que ja esteja presente
em uma determinada area ou instalacdo evitando a propagagdao do agente para novas areas.
Uma das principais preocupagdes em biosseguridade sdo os potenciais portadores do agente
infeccioso da doenga, que incluem hospedeiros infectados, portadores bioldgicos ndo
hospedeiros e objetos inanimados contaminados. Para garantir a biosseguridade na
aquicultura, medidas estritas de biosseguranga devem ser implementadas em todas as fases do
ciclo de producao (LOTZ, 1997).

As larviculturas servem como pontos de partida de disseminacdo devido ao seu papel

no fornecimento de formas jovens para a piscicultura de engorda. Algumas das medidas de
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biosseguridade realizadas em larviculturas e alevinagens para evitar a transferéncia vertical de
patdgenos incluem a realizagdo rotineira de testes de laboratérios para a identificacdo e
remogao de peixes infectados, de forma que apenas peixes livres de doengas sejam
comercializados (KIBENGE; GODOQY, 2016).

Para garantir a consisténcia na implementagdo de medidas de biosseguridade nas
pisciculturas, ¢ importante que procedimentos operacionais padrao (POPs) sejam preparados e
incluam as medidas de controle dentro do manejo de rotina em todas as etapas de producao na
unidade. Os POPs devem incluir detalhes sobre o projeto da instalagdo, fluxo dentro da
instalacdo para funcionarios, insumos, veiculos e equipamentos, mostrando areas restritas e
nao restritas, deve conter ainda orientagdes sobre os procedimentos de desinfeccdo de pessoal,
agua de entrada, gestdo de dguas residuais, regimes de alimentacdo e outros procedimentos.
Além disso, os POPs devem fornecer protocolos para coleta de amostra usada na triagem de
rotina de doencas virais, diretrizes para lidar com surtos de doengas e relatorios de doengas
notificaveis as institui¢cdes veterinarias nacionais reguladoras (KIBENGE; GODOQY, 2016).

Como medidas preventivas contra a doenga causada por megalocitivirus, assim como
por outros agentes virais, agdes de biosseguridade como a prevengdo da exposi¢do ao agente,
juntamente com a adogdo de tecnologias de diagndstico rapidas e precisas, continuam a ser o
método mais eficaz para controlar a doenga. Além das a¢des ¢ medidas de biosseguridade
supracitadas, o despovoamento seguido da desinfeccdo das instalagdes ou a eliminagdo de
peixes infectados, bem como a utilizagdo de vacinacdo de rotina, asseguram o aumento dos
padrdes de biosseguranga e sdo acdes fundamentais no controle da disseminagdo do iridovirus
e na prevengao de surtos da doenga.

Vacinas seguras e eficazes sdo essenciais para controlar doencas virais e sustentar o
desenvolvimento da industria de aquicultura. Existem quatro conceitos béasicos de vacina
usados para o desenvolvimento de vacinas virais: vacinas vivas ou atenuadas, vacinas com o
virus inteiro inativado (IWV), subunidades purificadas (proteinas ou glicoproteinas) do
patogeno e vacinas de DNA (FU et al., 2014).

As vacinas com o virus inativado ou “morto” representam a maior propor¢do de
vacinas usadas atualmente na aquicultura. A principal limitagdo dessa estratégia vacinal ¢ que
elas ndo induzem a resposta pela imunidade celular, ou fazem de forma muito limitada, bem
como a resposta imune humoral induzida por essas vacinas ¢ de curta duragdo. Portando, ¢

necessario a utilizagdo de adjuvantes para formar um depodsito no local da aplicagdo e
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promover a liberagdo mais lenta do antigeno e assim, prolongar a dura¢do da resposta imune
(GUDDING et al., 2014).

Desde os primeiros relatos do acometimento de douradas (Pagrus major) por RSIV,
no Sudoeste do Japao na década de 1990, a doenga tem causado surtos com mortalidade
significativa em diversas espécies de peixes marinhos cultivados. Ainda no ano de 1999,
Kazuhiro Nakajima e colaboradores (1999) empreenderam esforcos de pesquisa para
estabelecer medidas de controle para a doenga do iridovirus da dourada (RSIVD), a partir da
avaliacdo da eficacia de uma vacina viral inativada com formalina em um ensaio de campo.
Dois grupos, cada um deles com 1000 juvenis de douradas do mar foram inoculados
intraperitonealmente (vacinados e ndo vacinados). Apos a vacinagdo, os peixes foram
mantidos por uma semana em ambiente controlado, e posteriormente transferidos para
tanques-rede marinhos ¢ monitorados durante 12 semanas. A mortalidade acumulada causada
por RSIV nos grupos vacinado e nio vacinado foram 19,2% e 68,5% respectivamente. Além
disso, a presenca do DNA viral no tecido esplénico dos animais foi investigada e o peso
corporal foi registrado nas semanas 6 e 12. No grupo vacinado, o antigeno viral ndo foi
detectado e o aumento no peso corporal dos peixes vacinados foi significativamente maior (p
<0,05) do que o dos peixes do grupo controle (ndo vacinados). Esses resultados sugerem que
a vacina contra RSIVD foi eficaz nesse primeiro ensaio realizado (NAKAJIMA et al., 1999).

Novas tecnologias de vacinas em avaliag@o incluem uma vacina de DNA para ISKNV
em peixe-mandarim (Siniperca chautsi) (FU et al., 2014). Além disso, uma nova abordagem
para investigar a manifestaggao da doenga envolve a vacinagdo de garoupa por exposi¢do ao
RSIV em temperatura mais baixa, ndo permissiva, onde a infec¢do ndo € capaz de expressar a
doenga (OH et al., 2014).

Até o momento, a Uinica vacina comercialmente disponivel contra megalocitivirus ¢ a
AQUAVAC® IridoV (MSD). Uma vacina viral inativada com formalina e preparada para
combater infec¢des causadas por ISKNV, administrada por inje¢do intraperitoneal (IP) como
dose de injecdo Unica em peixes com peso ndo inferior a 5g. Segundo o fabricante, MSD
Animal Health, a vacina promove prote¢do de longo prazo, efeitos colaterais minimos e esta
disponivel em uma formulagdo monovalente que pode ser combinada com outras vacinas
AQUAVAC. No entanto, paralelamente, a comunidade cientifica estd ativamente envolvida
no desenvolvimento de novos agentes vacinais eficazes e de alta tecnologia, capazes de
induzir elevados niveis de respostas humoral e celular no combate as doengas causadas por

megalocitivirus.
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O desenvolvimento de um imunobioldgico contra o ISKNV, frente ao grave prejuizo
econdmico causado para a industria aquicola mundial e a evidente aceleragdo em sua
propagacao, ¢ um ponto chave na prevengao e controle da doenca.

Em estudo recente conduzido por Ruoyun Zeng e colaboradores (2021), foi
desenvolvida uma vacina atenuada contra o ISKNV com baixa patogenicidade e alta protecao,
a partir do rastreamento e andlise das sequéncias de aminodcidos das estruturas de leitura
abertas do ISKNV (ORFs). A vacina com o virus atenuado com a dele¢ao do gene ORF022L
replicou bem em células de peixe mandarim (Siniperca chautsi) e mostrou estrutura
semelhante com ISKNV de tipo selvagem. No entanto, a patogenicidade foi
significativamente menor, pois 98% dos peixes mandarim infectados com o virus atenuado
(DORFO022L) sobreviveram, ao passo que todos aqueles infectados com ISKNV de tipo
selvagem morreram. O resultado de maior importancia desse estudo foi que em 100% dos
peixes vacinados houve indugdo da resposta por anticorpo especifico contra o ISKNV e nao
houve mortalidade apds o desafio com o virus original. Esses resultados mostram um grande

passo na obtencdo de um agente vacinal eficaz contra o ISKNV (ZENG et al., 2021).

3.6 INFECCAO POR ISKNV EM TILAPIAS

O virus da necrose infeciosa do rim e do bago (ISKNV) ¢ um virus de distribuicao
global e causador de graves perdas econdmicas para a industria aquicola. O ISKNV esta
associado a surtos de alta mortalidade em diversas espécies de peixes marinhos e de agua
doce. Durante os ultimos anos, registros importantes de tilapiculturas acometidas por
megalocitivirus, em diferentes regides do mundo tiveram identificagdo positiva para ISKNV
(figura 3) (SUBRAMANIAM et al., 2016).

O primeiro relato de tilapias cultivadas acometidas pelo ISKNV ocorreu em 2015 na
Tailandia, durante a investigacdo de surtos anuais de mortalidades em fazendas de tilapias
cultivadas em tanques-rede ao longo do rio Mekong, na provincia de Nong Khai. Produdores
locais relatavam que a doenga era responsavel pela perda anual de até 50% da producdo de
peixes. No entanto, os agentes causais eram desconhecidos € os animais apresentavam sinais
clinicos externos semelhantes aos de infeccdo bacteriana por Flavobacterium columnare,
como necrose branquial, erosdo de nadadeiras e Ulceras na pele. Além disso, durante exames
de necropsia, os pesquisadores observaram sinais ndo compativeis com columnariose, como o

figado hemorragico, palido e com areas de necrose, bem como congestao intestinal, vesicula
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biliar aumentada e ascite. Testes de PCR especifico confirmaram a infec¢do pelos dois
agentes (DONG et al., 2015).

No ano seguite, os resultados de investigacdes sobre mortalidade entre 50% e 75%,
ocorrida entre os meses de Novembro ¢ Dezembro de 2012, em fazendas de tilapias, no
centro-oeste dos Estados Unidos confirmaram o ISKNV como agente causador. Os peixes
afetados, juvenis de 3,5 a 7,6 cm, eram mantidos em pequenos tanques de aproximadamente
200 L com fluxo de agua constante. A administragao de florfenicol (FFC) incorporado na
ragdo nao surtiu efeito e os animais moribundos exibiam sinais de letargia, palidez branquial e
distensdo abdominal com presenca de liquido ascitico. Avaliagdes histopatologicas e por
microscopia eletronica das amostras de tecidos revelaram a disseminacdo de megaldcitos com
inclusoes intracitoplasmaticas principalmente na lamina propria do intestino, assim como nos
tecidos de bago e rim. Andlises molecular e de sequenciamento genético revelaram 100% de
identidade com o ISKNV anteriormente reportado em peixes mandarim (SUBRAMANIAM
et al., 2016).

O surto mais severo de ISKNV acometento tilapias cultivadas, chegando a
interrup¢do da producdo ocorreu de Setembro de 2018 a Marco de 2019, quando casos da
doenga com niveis muito altos de morbidade e mortalidade entre 60% ¢ 90% foram
reportados em fazendas de cultivo de tildpias em tanques-rede no Lago Volta, em Gana, na
Africa. No final de Setembro de 2018, uma fazenda localizada abaixo da barragem inferior na
regido de Asutsuare foi a primeira a sofrer episddios de mortalidades massivas.
Aproximadamente uma semana apds o primeiro relato, uma segunda fazenda localizada na
regido de Akuse, aproximadamente 5 km a montante de Asutsuare, acima da barragem,
também reportou o surto com mortalidade massiva. Em meados de outubro, vérias outras
fazendas produtoras em tanques-rede, localizadas ainda mais a montante do local do primeiro
surto relataram perda de mais de 10 toneladas de peixes por dia. No final de 2018, a maioria
dos produtores de tildpia no Lago Volta relataram perdas por mortalidades que ndo puderam
ser contidas com o aumento da producdo de alevinos ou tratamento com antibidticos. Os
eventos de mortalidade continuaram ao longo de 2019. O padrdo incomum na propagagdo da
doenca despertou a suspeita do derramamento de algum agente toxico na bacia do lago.
Contudo, autoridades sanitarias locais descartaram a possibilidade apos analise da agua.

Este foi o primeiro relato de virus infeccioso da necrose do baco e do rim em tilapia
cultivada na Africa. Um fato importante foi a constatagdio de que muitos peixes

diagnosticados positivos para ISKNV apresentavam intensa coinfec¢do por Streptoccocus
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agalactiae e outros patdogenos bacterianos, relacionando a coinfecgdo a alteragdes no curso da
doenga, bem como no aumento da letalidade do processo. No entanto, as correlagdes
observadas entre os eventos de mortalidade, histopatologia e cargas virais nos tecidos
sugerem que o ISKNV foi uma das principais causas de mortalidade durante os surtos.
Produtores continuaram a relatar mortalidades, mas com um impacto menor sobre os
peixes em fase de engorda, agora observadas predominantemente em animais bem jovens com
1-5 g de peso. A mortalidade juvenil relatada como sendo de natureza episodica, ocorria
alguns dias apos o processo de masculiniza¢ao do alevino e transporte para os tanques-rede no
lago, durando até¢ 3-4 semanas. As taxas de sobrevivéncia até o estdgio de crescimento,
naquela época, foram estimadas em 5% a 20%. Esses surtos de mortalidade desencadeados
pelo estresse podem ser indicativos da persisténcia generalizada do virus no ambiente ou de
um estagio latente do ISKNV. Embora a origem do virus na bacia do Lago Volta ainda seja
incerta, a principal suspeita recai sobre a introdu¢do de animais positivos através do transito

de lotes de peixes infectados pelo virus. (RAMIREZ-PAREDES et al., 2020).
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Figura 3 - Ocorréncia mundial do Virus da necrose infecciosa do bago e do rim (ISKNV) no cultivo de
tilapias.
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No Brasil até 2018, casos de infec¢do por ISKNV haviam sido reportados acometendo
apenas algumas espécies de peixes ornamentais, tais como peixe-anjo de agua doce
(Pterophyllum scalare), o platy comum (Xiphophorus maculatus) € o gourami anao
(Trichogaster lalius) (MAGANHA et al., 2018).

O primeiro caso de acometimento de tilapias cultivadas em tanques-rede no Brasil, na
represa de Sdo Simdo em Goids, em Junho de 2020, foi relatado por Figueiredo e
colaboradores (2021). Nesse relato nao foi observado um quadro de mortalidade massiva. Os
peixes foram adquiridos de uma piscicultura comercial com aproximadamente 25 g e ja
vacinados contra Streptococcus agalactiae. Apos o periodo de dois meses de crescimento, 0s
animais com aproximadamente 250 g foram classificados (biometria) e realocados em novos
tanques. Alguns dias ap6s a acdo de manejo houve o inicio do registro de mortalidade diéria
atipica atingindo o maximo de 6,4%. Os sinais clinicos observados em peixes moribundos
amostrados incluiam anorexia, melanose, hipersecre¢do de muco, hemorragia de tegumento,
ascite e palidez branquial. Durante exames de necropsia foram observados hepatomegalia,
esplenomegalia, visceras hemorrdgicas, musculo fridvel e presenga de liquido na cavidade
celomadtica e, em alguns peixes, as visceras foram liquefeitas, especialmente o figado e bago.
Os peixes amostrados foram também submetidos a exames bacteriologicos e resultados
positivos foram confirmados para Streptococcus agalactiae, Edwardsiella tarda e Aeromonas
hydrophila. Durante o referido periodo de crescimento ndo houve a introducdo de novos
peixes nos lotes e a temperatura média da agua esteve em 24,5°C.

Foram realizados exames histopatologicos, de deteccdo viral por técnica molecular e
microscopia eletronica num total de 23 peixes amostrados com aproximadamente 250 g.
Todos os animais amostrados foram confirmados positivos para ISKNV através de técnicas de
PCR especifico e sequenciamento genético. Os achados histopatologicos, como a presenca de
megalocitos em muitos tecidos e a visualizacdo de particulas virais no bago, de forma
semelhante descrita em outros estudos (Ramirez-Paredez et al., 2020; Subramaniam et al.,
2016), confirmaram o ISKNV como um dos agentes etiologicos.

A andlise filogenética da sequéncia do gene MCP mostrou que a cepa encontrada no
Brasil pertence ao mesmo grupo filogenético do ISKNV j4a isolado em espécies de peixes
marinho e de 4gua doce em diferentes regides geograficas, como Japao, China, paises do
Sudeste Asiatico, Estados Unidos e Africa. No entanto, o significado dessas relagdes com a

ocorréncia do ISKNV no Brasil ¢ incerto (FIGUEIREDO et al., 2021).
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Apos a notificacdo e o conhecimento por autoridades sanitarias, o Governo Brasileiro,
através de orgaos ligados a Secretaria de Defesa Agropecudria do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) elaborou o Plano de Investigacao, Prevencdo e Controle
de Infec¢ao por ISKNV (MAPA, 2020). Esse objetivou mapear a ocorréncia de infec¢ao por
ISKNYV, estabelecer o controle das condi¢des sanitarias dos juvenis que sdo fornecidos aos
criatérios e subsidiar medidas de prevengdo e controle em regides infectadas. Outra medida
adotada pelo MAPA, juntamente com as Agéncias de Defesa Estaduais foi o inicio de
campanhas de coleta e investigacdes epidemiologicas com o objetivo de determinar a origem,
a abrangéncia e o real quadro da disseminac¢do do virus no territdrio brasileiro. Ainda de
acordo com o0 MAPA, os estados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo,
Bahia, Alagoas e Pernambuco j4 sdo confirmados como éareas positivas para o virus (figura 4).
Até o presente momento foram identificados casos positivos em tilapiculturas localizadas em
89 municipios nos estados supramencionados. Além disso, novos casos suspeitos nos estados
do Parani, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Tocantins e Distrito Federal estio em
monitoramento, mas até 0 momento apresentaram resultados negativos para ISKNV. Ainda de
acordo com o servico veterindrio oficial, com base nos inquéritos epidemiologicos realizados,
nao ¢ possivel relacionar a ocorréncia da doenga ao transito de peixes vivos (infectados) entre
as regides. No entanto, a detec¢do de animais positivos em propriedades que ndo apresentam
relagdo epidemiologica ou contato direto com outra area sabidamente positiva e que
recentemente receberam juvenis para povoamento, reforca a suspeita de que a movimentacao
de lotes de peixes vivos seja a principal maneira de como a propagacdo do ISKNV esteja

ocorrendo no pais (LEAL; FRANCA, 2021).
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Figura 4 - Distribuicdo geografica do ISKNV no Brasil: estados com diagnéstico confirmado de ISKNV
(vermelho) e com risco elevado/evidencia da circulagdo da doenca (laranja).

Atualmente, a forma de transmissdo da doenga majoritariamente descrita e aceita
cientificamente ¢ a horizontal, através da coabitagdo de peixes infectados com peixes sadios e
que a evolugdo e duragdo variam dependendo da espécie infectada, do estdgio de
desenvolvimento e da temperatura da dgua do tanque (GO; WHITTINGTON, 2019). Por
exemplo, em peixes-mandarim inoculados com ISKNV e mantidos em vérias temperaturas, os
grupos mantidos a 20°C ndo sofreram mortalidade, enquanto aqueles mantidos a 25°C
sofreram 100% de mortalidade com um tempo médio de morte de 15 dias, e aqueles mantidos
a 28°C sofreram 100% de mortalidade com um tempo médio de nove dias. A temperatura de
28°C ¢ consistente com a usada em outros estudos experimentais de transmissdo envolvendo
ISKNV. No entanto, a importancia dessa diferenca de temperatura relativamente pequena
requer uma investigacdo mais profunda (HE et al., 2002).

A confirmac¢do da transmissdo por coabitagdo, inclusive entre peixes de ambientes
marinho e de dgua doce, podendo acometer espécies de peixes nativos e assim, disseminar a
doenca por toda a unidade hidrografica, bem como a capacidade de transmissdo vertical
(SUEBSING et al., 2016), reforcam o potencial de viruléncia do ISKNV e a necessidade de
esforcos continuos na melhoria da biosseguranca no cultivo de espécies de interesse comercial

(GO; WHITTINGTON, 2019).
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3.7 EFEITO DA TEMPERATURA NA PATOGENICIDADE DE VIRUS DE ANIMAIS
AQUATICOS

A doenga ¢ o resultado de uma interagao complexa entre o hospedeiro, seu ambiente e
os patogenos. Nesse contexto, a temperatura da dgua ¢ considerada um dos fatores de risco
mais importantes, pois influencia o metabolismo, a alimentagdo, o crescimento, sobrevivéncia
e a resposta imunolégica do hospedeiro (YOU et al., 2010).

Estratégias de prevencao e controle de doencgas virais em peixes utilizando variagdes
na temperatura da dgua de cultivo tém sido estudadas para diversas espécies cultivadas. Os
organismos aquaticos reagem de uma maneira mais sensivel as mudangas fisicas ou quimicas
que ocorrem no ambiente. Tais mudangas podem alterar significativamente a fungao
imunoldgica normal de organismos heterotérmicos como os peixes. Alteragdes nos aspectos
das respostas imunes, inata e adaptativa, por fatores estressores como mudangas de
temperatura, foram avaliadas em varias espécies de peixes (PROPHETE et al., 2006).

A temperatura da agua do cultivo afeta diretamente a habilidade que o virus tem de
infectar uma célula hospedeira. Estudos conduzidos por Gilad e colaboradores (2004), sobre a
patogenicidade do Koi herpesvirus (KHV), reconhecido mundialmente como patégeno
causador de mortalidade entre populagdes de carpas, demostraram através da infecgdo
experimental de carpas (Cyprinus carpio koi e Cyprinus carpio carpio) mantidas em
diferentes temperaturas, que a influéncia da temperatura ¢ um fator chave na replicagdo do
virus (GILAD et al., 2004), tanto na cultura de células quanto nos tecidos de peixes
infectados. As concentragdes de DNA de KHV foram avaliadas em diferentes tecidos dos
peixes expostos ao virus e mantidos a temperaturas de agua de 13, 18, 23 e 28°C. Anaélises
realizadas por PCR em tempo real detectaram o DNA viral entre os animais expostos ao virus
em todas as quatro temperaturas da 4gua, mas a mortalidade somente foi observada entre os
peixes aos 18, 23, e 28°C concluindo que o tempo de exposi¢do ao virus, a temperatura e suas
interacdes afetaram diretamente as concentragdes de DNA viral detectado nos tecidos das
carpas expostas ao KHV (GILAD et al., 2004).

Estudos realizados por You e colaboradores (2010), avaliaram os efeitos da
temperatura da agua na mortalidade de juvenis do camarao japonés (Marsupenaeus japonicus)
infectados experimentalmente pelo Virus da sindrome da mancha branca (WSSV) mantidos a
temperaturas de 27°C e 31°C. A mortalidade de juvenis infectados com o WSSV foi

amplamente reduzida a 31°C em comparacdo a 27°C. Andlises por qPCR mostraram que a
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carga viral no tratamento de alta temperatura foi significativamente menor. O efeito da alta
temperatura da agua inibiu a infectividade do virus, evitando assim a manifestacdo da doenca
e a ocorréncia de mortalidade (YOU et al., 2010).

A rapida mudanca de temperatura ¢ uma das principais causas de estresse fisioldgico
em peixes e também um fator critico no desenvolvimento de imunidade especifica e ndo
especifica do hospedeiro. Basicamente, a primeira linha do sistema imunologico inato dos
peixes contra infecgdes virais ¢ baseada na expressao do interferon tipo I (IFN-I). Essa
citocina induz a expressao de varios genes do tipo ISG (interferon stimulated genes - 1SGs),
que exibem efeitos antivirais. Embora a temperatura seja conhecida por afetar o sistema
imunoldgico do hospedeiro, alterando os niveis de expressao de fatores antivirais, o efeito da
temperatura na resposta imune mediada por IFN-I ainda ¢ pouco conhecido (PROPHETE et
al., 20006).

Com base nos monitoramentos relacionados junto a empresas no Brasil, os surtos de
ISKNV tém ocorrido com maior frequéncia nas estacdes de transicdo de temperatura
(Primavera e Outono), quando a temperatura geralmente ¢ mais variavel, aumentando, ou
estando alta, cai rapidamente. Estudos sobre alguns membros do género Megalocytivirus,
como o ISKNV, RSIV e TRBIV revelaram que os sinais clinicos e mortalidade do hospedeiro
foram observados geralmente dentro de uma faixa determinada de temperatura. Nao ha relatos
da ocorréncia do ISKNV em tilapias em temperatura inferior a 20°C (ZHANG; SUN, 2017).

Técnicos ganeses relatam, de forma empirica, o sucesso na aplicacdo do tratamento
térmico como medida preventiva na fase de pré-povoamento dos tanques, contra possiveis
novos surtos de ISKNV, como os que recentemente assolaram a industria aquicola africana.
No entanto, ndo hé disponibilidade de dados cientificos que apoiem essa medida preventiva,
ainda que relatada como comprovadamente exitosa. Isso gera uma demanda junto a
comunidade cientifica, na medida em que a ratificagdo do uso de alta temperatura na dgua de
cultivo como medida protetiva contra manifestacdo e a propagagcdo do ISKNV no cultivo de
tilapias, representaria um importante passo para o controle da doenga.

A aplicagio do método de tratamento térmico ¢ uma pratica comum e
comprovadamente eficaz na prevencdo de doengas virais na carcinicultura. De acordo com o
Manual de Boas Praticas de Manejo e Biosseguranga para a Carcinicultura Marinha Nacional
da Associacao Brasileira de Criadores de Camardao (ABCC), o tratamento térmico preventivo
¢ essencial para a eliminagdo do Virus da mancha branca. Para tanto, ¢ recomendado, ainda

no laboratdrio ou, alternativamente, durante a quarentena no bercario intensivo, a elevacao
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gradual da temperatura da d4gua em 1°C a cada 30 minutos, até¢ que a temperatura se estabilize
em 32°C. Aquecedores elétricos, caldeiras térmicas, aquecedores solares e o sistema de
Greenhouse, popularmente conhecido como invernadeiros ou estufas, podem ser utilizados

para a efetivagdo deste tratamento preventivo (ABCC, 2012).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS DE ISKNV

Para a realizacdo do estudo foram utilizados alevinos de tildpia do Nilo previamente
diagnosticados como positivos para ISKNV. Para tanto, peixes apresentando sinais clinicos da
infeccdo por ISKNV foram coletados durante surtos em fazendas com histdrico positivo para
a doenca e previamente notificadas para o MAPA. Esses animais foram submetidos ao
diagnostico laboratorial através de exames parasitologico, bacteriologico e qPCR para
ISKNV. Amostras positivas de rim e baco foram coletadas assepticamente e armazenadas a -
80°C, até o uso na preparacdo do homogenato viral que foi utilizado para a infecgdo

experimental.

4.2 EXTRACAO DE DNA

A extragdo de DNA total de aproximadamente 20mg do poo!/ de 6rgdos (bago + rim)
dos peixes coletados a campo e provenientes dos estudos de infecdo experimental foi
realizada utilizando o kit Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA) seguindo o
protocolo do fabricante. O DNA extraido foi dosado por espectrofotometria no equipamento

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) e armazenado a -80°C até ser necessario.

4.3 PCR EM TEMPO REAL (qPCR)

As reagdes de qPCR para detec¢do e quantificagdo do ISKNV foram realizadas de
acordo com Mohr e colaboradores (2015), com modifica¢des. A qPCR foi realizada seguindo
as recomendacdes do MIQE guidelines (BUSTIN, 2010). Para as reagoes, foi utilizado o kit
GoTaq® Probe Master Mix (Promega, EUA) para volume final de 25ul. As condig¢des da
reagdo de qPCR foram compostas por: passo inicial 95°C durante 20 segundos; 40 ciclos de
95°C por 1 segundo e 60°C durante 20 segundos. Os iniciadores de RSIV (Red seabream
Iridovirus) forward (5°- TGA CCA GCG AGT TCC TTG ACT T -3’) e reverse (5’- CAT
AGT CTG ACC GTT GGT GAT ACC-3’) foram adquiridos da empresa Integrated DNA
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Technologies (IDT, EUA). A sonda de RSIV duplamente marcada com o fluoréforo (FAM)
na extremidade 5’ e quencher (BHQ-1) na extremidade 3’ (FAM-AAC GCC TGC ATG ATG
CCT GGCTAMRA) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (EUA). As amostras foram
avaliadas em triplicata e foram consideradas positivas quando a média de ciclos de

quantificagdo (Cq) foi menor que 35.

4.4 DESENVOLVIMENTO DE MODELO DE INFECCAO EXPERIMENTAL

4.4.1 Peixes

Nessa primeira etapa, foram utilizados 44 juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) com peso médio de 5g adquiridos de uma piscicultura comercial devidamente
registrada na Secretaria de Aquicultura e Pesca do MAPA (SAP/MAPA). Foram coletados
aleatoriamente quatro peixes para a realizacdo de exames parasitologico, bacteriologico e
qPCR especifico para ISKNV. Os demais animais foram separados em dois grupos de 20
peixes cada. Os animais foram aclimatados por 10 dias em aquarios de 57L, a taxa de
renovagdo da d4gua mantida em 2L/h, temperatura a 26°C e aeragdo suplementar constante. Os
peixes foram alimentados com rag@o comercial contendo 45% de proteina bruta (PB), em uma
taxa de 2% do peso vivo (PV) duas vezes ao dia. Todos os experimentos realizados com
animais na presente dissertacdo foram previamente aprovados pela Comissdo de ética no uso

de animais (CEUA) da UFMG (Protocolo CEUA/UFMG n° 101/2021).

4.4.2 Preparagao do homogenato viral

A preparacdo do homogenato viral foi realizada de acordo com Go e Whittington,
(2006, 2019) com modificagdes. Para isto, foi realizado um pool composto por
aproximadamente 0,1g de rim e bago oriundos de animais doentes (item 4.1) apds a
confirmagdo da infec¢do por ISKNV por qPCR (item 4.3). O material foi acondicionado em
microtubos de 1,5 ml contendo 900ul de meio essencial minimo (MEM, Sigma-Aldrich,
EUA) na proporcao de 1:9. Em seguida, os tecidos foram macerados com uso de pistilo estéril
até a completa disruptura. Os microtubos foram entdo homogeneizados em agitador vortex,
durante 30 segundos e posteriormente centrifugados a 1000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e diluido em MEM na propor¢do de 1:1. O
volume total foi duplamente filtrado em membranas de 0,45 um e 0,22 um (Jetbiofil, China).

Para a inoculagdo dos grupos controle, metade do volume do total do homogenato viral
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filtrado foi inativada a 65°C por uma hora em termobloco. Os volumes, ativo e inativo, foram
entdo armazenados a -80°C até o uso. Duas horas antes do desafio, os homogenatos foram
resfriados a 4°C e homogeneizados em agitador vortex. Foram também separados 100 pl do
homogenato viral ativo para a extracao total de DNA seguido de detec¢do e quantificagdo da

carga viral por qPCR.

4.4.3 Infeccao experimental

Os animais foram anestesiados via banho em uma solu¢do de benzocaina a 100mg / L
(Sigma-Aldrich, EUA). Os animais do grupo teste foram inoculados por via intraperitoneal
(IP) com 50 pl de homogenato viral ativo (4,3 x 10* virus/peixe). Os peixes do grupo
controle foram inoculados com 0,1 ml do homogenato viral termicamente inativado.

Apbs a infecgdo, os animais foram monitorados por um periodo de 15 dias. Durante o
periodo experimental, dos animais mortos foram coletadas amostras de rim e bago para
analise por qPCR para ISKNV.

Ao final do periodo experimental, todos os animais sobreviventes foram eutanasiados
por overdose de benzocaina (250 mg/L) e amostras de rim e bago foram coletadas para qPCR

para ISKNV.

4.5 AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA VIRULENCIA DO ISKNV EM
TILAPIA

4.5.1 Peixes

Para o experimento, foram utilizados 110 juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) com peso médio de 5g adquiridos de uma piscicultura comercial devidamente
registrada na Secretaria de Aquicultura e Pesca do MAPA (SAP/MAPA). Os animais foram
aclimatados por 10 dias em aquario de 120L, sendo coletados aleatoriamente 10 peixes para a
realizagdo de exames parasitoldgico, bacteriologico e molecular a fim de confirmar a auséncia
de patogenos (especialmente ISKNV). A taxa de renovacdo da 4agua mantida em 2L/h,
temperatura a 28°C e aeragdo suplementar constante. Os animais foram alimentados com
racdo comercial contendo 45% de proteina bruta (PB), em uma taxa de 2% do peso vivo (PV)

duas vezes ao dia.
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4.5.2 Grupos experimentais

Apoés a confirmagdo da auséncia de patdogenos nos animais, os individuos foram
divididos homogeneamente em dez aquarios de S7L (10 peixes por aquario) € as temperaturas
ajustadas de acordo com os diferentes grupos experimentais. Os seguintes grupos
experimentais foram avaliados (tabela 5): grupo inoculado com homogenato viral e
temperatura de d4gua mantida a 26°C (G1-I); grupo controle inoculado com homogenato viral
inativado e temperatura de agua mantida a 26°C (G1-C); grupo inoculado com homogenato
viral e temperatura de agua mantida a 28°C (G2-I); grupo controle inoculado com
homogenato viral inativado e temperatura de dgua mantida a 28°C (G2-C); grupo inoculado
com homogenato viral e temperatura de agua mantida a 30°C (G3-I); grupo controle
inoculado com homogenato viral inativado e temperatura de 4gua mantida a 30°C (G3-C);
grupo inoculado com homogenato viral e temperatura de 4gua mantida a 32°C (G4-I); grupo
controle inoculado com homogenato viral inativado e temperatura de agua mantida a 32°C
(G4-C); e finalmente grupo inoculado com homogenato viral e temperatura de 4gua mantida a
34°C (G5-I) e grupo controle inoculado com homogenato viral inativado e temperatura de

agua mantida a 34°C (G5-C).

Tabela 5 - Grupos experimentais, desafio e temperatura da dgua.

Grupo N° de peixes Desafio com ISKNV Temperatura da

experimental por grupo agua (Aquario)
Gl1-1 10 Homogenato viral 26°C
G1-C 10 Homogenato viral inativado 26°C
G2-1 10 Homogenato viral 28°C
G2-C 10 Homogenato viral inativado 28°C
G3-1 10 Homogenato viral 30°C
G3-C 10 Homogenato viral inativado 30°C
G4-1 10 Homogenato viral 32°C
G4-C 10 Homogenato viral inativado 32°C
G5-1 10 Homogenato viral 34°C

G5-C 10 Homogenato viral inativado 34°C
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4.5.3 Infecc¢ao experimental

Os homogenatos virais ativo e inativado foram preparados de acordo com o descrito
no item 4.4.2. Os animais foram anestesiados via banho em uma solu¢do de benzocaina a
100mg / L (Sigma-Aldrich, EUA). Os grupos desafiados foram inoculados com 50ul do
homogenato filtrado (4,3 x 10* virus/peixe), enquanto os grupos controles foram inoculados
com 50ul do homogenato termicamente inativado. O ensaio de infec¢do experimental teve
duracdo de 15 dias. Diariamente os aquarios foram monitorados para avaliagdo dos sinais
clinicos e coleta de animais mortos. Os peixes mortos foram imediatamente submetidos a
necropsia, para coleta de rim e bago. As amostras foram fracionadas e parte foi armazenada a
-80°C, para posterior extracdo de DNA (item 4.2) e anélises de deteccdo e quantificagcdo por
gqPCR (item 4.3). A outra parte foi fixada em formol 10% tamponado para a realizacdo de

analises histoldgicas.

4.6 ANALISES HISTOPATOLOGICAS

Secdes transversais dos tecidos de baco e rim foram coletadas de todos os peixes
experimentais e fixadas em formol 10% tamponado por 48 horas antes da preservagdao em
etanol 70%. Posteriormente os fragmentos de 2-3 mm foram incluidos em parafina
histolégica, cortados em micrétomo rotativo Leica RM-2245 (Leica Biosystems Nussloch
GmbH ) com espessura de 3-4 pm, montados em laminas de vidro e coradas com
hematoxilina e eosina (H&E) e corante de Shorr de acordo com o protocolo padrdo para
exame histologico em microscopia Optica. Amostras que continham lesdes caracteristicas de
células hipertrofiadas com presenca de corplsculos intracitoplasmaticos em um ou mais

tecidos foram classificadas como positivas.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As taxas de mortalidade final entre os grupos controle e infectado foram comparadas
usando o teste de Qui-Quadrado, sendo considerados estatisticamente diferentes os resultados
que apresentaram P < 0,05. Para a avaliagdo do efeito da temperatura na mortalidade foi
utilizado o calculo da Redugdo do Risco Relativo (RRR) pelo método de Mantel-Haenszel,
com intervalo de confianca de 95%. As andlises foram realizadas por meio do software

GraphPad Prism Version 7.05 (GraphPad Software Inc, USA).
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5. RESULTADOS

5.1 MODELO DE INFECCAO EXPERIMENTAL

No grupo controle ndo foram observados sinais clinicos de doengas infecciosas e
parasitarias ou mortalidades durante todo o periodo experimental. Todos os animais
apresentaram resultado negativo para ISKNV na qPCR ao final do periodo experimental.

A doenca foi reproduzida com sucesso no grupo desafiado com o homogetato ativo.
Os primeiros sinais clinicos da doenca, como a apatia, letargia (animais no fundo do aquério),
anorexia ¢ melanose foram observados ao terceiro dia pds-infec¢do (dpi). Os peixes doentes
apresentaram outros sinais clinicos como letargia, melanose, ascite e exoftalmia (figura 5).
Durante a necropsia dos animais foi observado visceras palidas, exsudato na cavidade

celomatica, palidez branquial e reducao do bago (figura 6).

Figura 5 - Animais moribundos do grupo infectado apresentando melanose (A); exoftalmia e

ascite (setas; B); peixe em estado letargico no fundo do aquario (C).
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Figura 6 - Animais moribundos do grupo infectado apresentando palidez branquial (seta;A),
reducdo do bago (seta; B) e palidez visceral com presenca de exsudato (C).

Na figura 7 ¢ apresentado um grafico da mortalidade didria durante o periodo
experimental. O primeiro registro de morte ocorreu no quinto dia pds-infec¢do, marcando
também o pico da mortalidade diaria com 11 peixes mortos (55%). Dois animais mortos ao
sexto dia (65%), um ao oitavo dia (70%) e um ao 11° dia (75%). As andlises de qPCR para
ISKNV, para todos os animais do grupo infectado com o homogenato ativo, mortos e
sobreviventes, os testes de qPCR apresentaram resultados positivos para o virus.

A infec¢do experimental por inoculag@o via intraperitoneal com 50ul do homogenato

viral ativo (ISKNV), produziu ao término do experimento uma taxa de mortalidade de 75%.
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Figura 7 - Mortalidade acumulada em juvenis de tilapia durante periodo de infecgdo experimental por ISKNV.

5.2 EFEITO DA TEMPERATURA NA VIRULENCIA DO ISKNV

Nos grupos controles ndo foram observados sinais clinicos de doengas infecciosas e
parasitarias ou mortalidades durante todo o periodo experimental. Todos os animais
apresentaram resultado negativo para ISKNV em testes de qPCR ao final do periodo
experimental.

A doencga foi reproduzida com sucesso nos grupos desafiados e efeito pronunciado da
temperatura foi verificado. No grupo de peixes infectado e mantido a 26°C foram registrados
seis peixes mortos (60%), todos com resultado positivo em teste de qPCR para o virus. Dos
quatro animais sobreviventes desse grupo dois testaram positivo (portadores) e dois testaram
negativo. No grupo infectado e mantido a 28°C foram registrados quatro peixes mortos
(40%), todos com resultado positivo em teste de qPCR. Dos seis peixes sobreviventes desse
grupo apenas um testou positivo (portador) e cinco testaram negativo em teste de qQPCR para o
virus. No grupo de peixes infectado e mantido a 30°C foram registrados trés animais mortos
(30%), todos com resultado positivo para o virus. Dos sete peixes sobreviventes desse grupo
dois testaram positivo para o virus (portadores) e cinco testaram negativo em teste de qPCR.
No grupo infectado e mantido a 32°C ndo houve registro de mortalidade e todos os peixes ao
término do periodo testaram negativo para o virus em teste de qQPCR, da mesma forma, ndo

houve registro de mortalidade no grupo infectado e mantido a 34°C. No entanto, dois peixes
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sobreviventes testaram positivos para o ISKNV. Na tabela 6 sdo apresentados o RR, RRR,
ICosv e resultado do teste de Qui-quadrado para os grupos infectados comparados ao grupo

26°C, considerado controle positivo no presente estudo.

Tabela 6 - Mortalidade e analises estatisticas dos grupos experimentais submetidos a diferente temperatura da
agua.

Mortalidade Sobreviventes
Grupo Sim Nao
Experimental RRR qgPCR  gPCR
n % n % RR! %> ICos04> P4 Total +
G1-1 (26°C) 6 60 4 40 = == — — 4 P
4 40 6 60 0,67 33733 0,328- 0,0046 6 1 5
_ 5] > H > >
G2-1 (28°C) 0.337
3 30 7 70 0,50 50 0,492- 0,00002 7 2 5
- o] > B >
G3-1 (30°C) 0.507
G4-1 (32°C) 0 0 10 100 0 100 - >0,00001 10 0 10
G5-1 (34°C) 0 0 10 100 0 100 - >0,00001 10 2 8

IC 95%: Intervalo de confianga; P value: Qui-Quadrado (X?); RR: Risco Relativo; RRR: redugdo do Risco Relativo.

5.3 HISTOPATOLOGIA

Na avaliagdo histopatoldgica do baco dos animais doentes foi possivel identificar uma
predomindncia de polpa branca, majoritariamente composta por cé€lulas linfoides e
macrofagos com presenca de degeneracgdo hialina. Em algumas células linfoides ¢ possivel
observar o aumento do volume citoplasmatico (megalocitos), com presenca de corpusculos
basofilicos intracitoplasmaticos (sugestivos de particulas virais) rechacando o nucleo
perifericamente (figura 8). Adicionalmente, foi possivel identificar raras figuras de apoptose
em linfocitos.

Na avaliagdo dos fragmentos histologicos de rim foi possivel observar areas com
degeneracao tubular predominantemente hialina (figura 8 e figura 9), com presenca de
corpusculos intracitoplasmaticos preenchendo totalmente o citoplasma das células do epitélio
tubular. Associado, foi possivel identificar a presenca discreta de degeneragdo hidropica e
figuras de apoptose em tibulos renais, reagdo de células mesangiais em raros glomérulos

renais.
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Figura 8 - (A): Bago, peixe G2-P7 (Oreochromis niloticus) experimentalmente infectado com ISKNV.
Fragmento histologico apresentando area de polpa branca com presenga predominante de células linfoides e
macréfagos com presenca de degeneragdo hialina. Em algumas células linfoides é possivel observar o aumento
do volume citoplasmatico (megaldcitos), com presenga de corpusculos basofilicos intracitoplasmaticos
(sugestivos de particulas virais) rechacando o nucleo perifericamente (setas). Técnica de coloragdo em
Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de 600x. (B): Rim, peixe G2-P7 (Oreochromis niloticus)
experimentalmente infectado com ISKNV. Fragmento histologico apresentando regido de cortex renal,
representado principalmente por tubulos renais com presenca de degenerag@o hialina. Em algumas células do
epitélio tubular renal é possivel observar aumento de volume citoplasmatico, com presen¢a de corptsculos
eosinofilicos intracitoplasmaticos. Técnica de coloragdo em Hematoxilina e Eosina (H&E), aumento de 600x.

Figura 9 — (A): Rim, peixe G2-P6 (Oreochromis niloticus) experimentalmente infectado com ISKNV.
Fragmento histologico apresentando células do epitélio tubular renal com degeneragdo hialina e presenca de
corpusculo de inclusdo intracitoplasmatico sugestivo de particulas virais (seta). Técnica de colora¢do em corante
de Shorr, aumento de 600x. (B): Bago, peixe G2-P6 (Oreochromis niloticus) experimentalmente infectado com
ISKNV. Fragmento histologico apresentando células linfoides aumentadas com inclusdo de corpusculo

intracitoplasmatico sugestivo de particulas virais (setas). Técnica de coloragdo em corante de Shorr, aumento de
600x.
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6. DISCUSSAO

Embora o ISKNV tenha sido reportado ja na década de 1990 acometendo peixes
marinhos na Asia, a evolugdo do virus nos ultimos anos possibilitou o aumento do seu
espectro de espécies susceptiveis, bem como a sua distribuicdo geografica. As tilapias
representam o terceiro grupo de peixes mais cultivados no mundo e, por esse motivo, tem
grande importancia econdmica e social, principalmente em regides em que a producdo do
pescado ¢ a mais importante atividade econdmica, bem como a principal fonte de proteina de
origem animal para o consumo humano. Os surtos de ISKNV acometendo tilapias cultivadas,
que de forma emergente foram relatados a partir de 2015 na Taildndia, e rapidamente se
espalharam para outros paises, como Gana, Estados Unidos e, de maneira especial para o
Brasil onde temos observado um rapido avango na propagacao do virus, reforca a ameaga que
o ISKNV representa ao desenvolvimento da atividade e nos impde a necessidade de buscar
mitigar esse problema.

Para uma melhor compreensio da dindmica que envolve o surgimento ¢ o
desenvolvimento da doenga ¢ essencial a utilizagdo de modelos de infecgdo experimental.
Esses protocolos permitem a observacdo de aspectos da patogénese viral e de como
efetivamente pode ocorrer o processo de transmissao do virus. Além disso, possibilita também
experimentalmente o desenvolvimento de métodos de prevencao e controle da doenca. No
entanto, a obten¢ao do agente viral para aplicacao nos modelos de infec¢dao experimental com
o ISKNV ndo ¢ tarefa simples. O isolamento do virus a partir de peixes de 4dgua doce ¢
laborioso e dificil. Assim, o principal método alternativo utilizado ¢ a inoculagdo de
homogenato viral obtido a partir do tecido de animais naturalmente infectados com o virus.

Experimentos conduzidos por Go e Whittington (2006), obtiveram sucesso ao testar a
hipdtese de que um surto de ISKNV que acometeu o cultivo de alevinos do bacalhau Murray
(Maccullochella peelii) em 2003, na Australia, possa ter surgido através da introducdo do
virus por gouramis ornamentais (Colisa lalia) importados do Sudeste Asidtico. Nesse estudo,
a utilizagdo de um modelo de infeccdo experimental para o bacalhau Murray possibilitou
avangos do conhecimento sobre a patogénese e formas de transmissdo da doenca. A
inoculagdo intraperitoneal em alevinos do bacalhau Murray usando homogenato viral filtrado
de tecido de gourami ando com resultado positivo para o virus, em teste realizado por PCR
especifico, resultou em mortalidade superior a 90% dos alevinos do bacalhau Murray. A

mortalidade também foi induzida pela coabitacdo entre alevinos de bacalhau Murray e o
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gourami ando infectado. Durante o experimento também foi confirmada a transmissdo através
do compartilhamento do fluxo de agua entre as duas espécies que estavam em aquarios
separados. Esses achados confirmaram que o bacalhau Murray ¢ altamente suscetivel ao
megalocitivirus presente em peixes ornamentais importados do Sudeste Asiatico, bem como a
possibilidade da transmissdo do virus entre regides epidemioldgicas relacionadas pelo
compartilhamento de aguas.

O presente estudo obteve €xito na proposi¢ao de um modelo de infec¢dao experimental
em juvenis de tilapia do Nilo, a partir da adaptagao do protocolo de infeccao por via de
injecdo intraperitoneal de homogenato viral obtido de tecidos de tilapias positivas para o virus
em testes de PCR especifico. Os primeiros sinais clinicos da infec¢do puderam ser observados
a partir do terceiro dia pos- infec¢do (dpi), como a perda do apetite e a permanéncia de alguns
peixes no fundo do aquario. Sinais importantes como melanose e perda do equilibrio também
foram observados. No quarto dpi os peixes mais sintomaticos ja ndo reagiam a estimulos de
fuga, permanecendo no fundo do tanque. A mortalidade teve inicio no quinto dia pos-
infeccdo, marcando também o pico da mortalidade didria com 11 peixes mortos (55%)
chegando a 75% ao término do experimento. No grupo controle ndo houve mortalidade e os
animais alimentavam-se normalmente. Observacdes semelhantes foram registradas por Go e
colaboradores (2006) com mortalidade a partir do oitavo dpi, ¢ comportamentos como perda
do apetite, permanéncia no fundo, melanose e frequéncia respiratéria alterada.

Regimes de exposicdo ao Koi herpesvirus (KHV) em temperaturas permissivas
seguidas por mudangas para temperaturas mais altas (30°C), tem sido utilizado para carpa koi
(Cyprinus carpio koi) e carpa comum (Cyprinus carpio carpio) destinadas a exportagdo em
Israel (RONEN et al., 2003). Esses tratamentos de temperatura reduzem significativamente a
mortalidade e os peixes que sobrevivem ao processo sdo comercializados como "imunes".
Testes de PCR convencional em tecidos de peixes “imunes” ndo detectaram o DNA viral, e
quando expostos novamente ao virus apresentaram mortalidade consideravelmente reduzida
(39% em comparacao com 80 - 90% nos controles). Por ultimo, relata-se que a coabitagcdo de
peixes "imunes" com peixes ndo expostos ao virus ndo resulta na transmissdo da doenga
(RONEN et al., 2003).

Resultados e beneficios semelhantes também foram relatados por You e colaboradores
(2010), quando seus estudos demonstraram que a alta temperatura da agua reduziu
significativamente a mortalidade do camardo japonés (Marsupenaeus japonicus) infectado

experimentalmente pelo Virus da sindrome da mancha branca (White spot syndrome virus -
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WSSV) mantidos a temperaturas de 27°C e 31°C. A mortalidade de juvenis infectados com o
WSSV foi amplamente reduzida a 31°C em comparacdo a 27°C. Analises por qPCR
mostraram que a carga viral no tratamento de alta temperatura foi significativamente menor.
O efeito da alta temperatura da agua inibiu a infectividade do virus, evitando assim a
manifestagdo da doenca e a ocorréncia de mortalidade. Esses resultados fornecem aplicagdes
préticas para o controle de WSSV na carcinicultura (YOU et al., 2010).

Pesquisas relacionando faixa de temperatura o6tima para a replicacao viral e a regido
climatica original da espécie hospedeira mostram certa complexidade. Assim, ainda que de
modo geral, as doengas virais que acometem peixes de clima temperado sejam favorecidas
pelo aumento da temperatura, as doencas virais em peixes tropicais nem sempre sao
potencializadas pela queda na temperatura, conforme observado em relatos de ocorréncia de
TiLV, VNN e TiPV, que estdo entre os principais virus que acometem tilapias e apresentam
potencial infectividade em uma faixa mais ampla de temperatura 25-30°C. Tomando por
exemplo a solha (Paralichthys olivaceus), um peixe de clima temperado, que mostra uma alta
taxa de mortalidade pelo Virus da septicemia hemorragica viral (Viral hemorrhagic
septicaemia virus-VHSV) sob baixas temperaturas no inverno € na primavera, mas nao
apresenta mortalidade em temperatura acima de 20°C e, de modo oposto, a tilapia
(Oreochromis niloticus), um peixe de clima tropical, que tem sofrido mortalidade massiva
quando acometida pelo Virus da tilapia do lago (Tilapia lake virus — TiLV), também
conhecido como “Sindrome da mortalidade de verdo” e que tem sua infectividade
potencializada com o aumento da temperatura.

Durante a etapa do presente experimento onde foi avaliado o efeito da temperatura da
agua sobre a manifestagdo da doenga causada pelo ISKNV, bem como sobre a carga viral
remanescente nos peixes infectados e submetidos aos diferentes tratamentos de temperatura
(26, 28, 30 32 e 34°C), foi constatado que os juvenis de tildpia experimentalmente infectados
com o virus e mantidos em temperatura de 32 e 34°C ndo sofreram mortalidade e testes de
gPCR especifico para o ISKNV em 15 dpi mostraram significativa reducao da presenca do
DNA viral nos tecidos desses animais. De modo contrario, os peixes mantidos nas
temperaturas mais baixas 26, 28 e 30°C, desenvolveram a doenca e sofreram mortalidade
evidenciando a infectividade do virus nessa faixa de temperaturas. Esses resultados sao
semelhantes aos verificados para outros animais aquaticos e patogenos virais. Os
experimentos de You e colaboradores (2010) demonstraram uma inibi¢do na infectividade do

WSSV em camardes, bem como redugdo na carga viral a 31°C. De forma semelhante,
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resultados de Ronen e colaboradores (2003), que estudaram carpas infectadas com o KHV,
chegaram a classificar como imunes as que sobrevivem ao tratamento de temperatura de
30°C.

Investigando alteracdes de expressdao génica de fatores relacionados a resposta imune,
pesquisadores concluiram que uma resposta imune apoptoética mais eficaz foi crucial na
sobrevivéncia do hospedeiro em temperaturas mais altas. Esse fendmeno de patogenicidade
dependente da temperatura tem sido relatado em diversos casos de infecgdes virais em peixes
cultivados. A apoptose mediada predominantemente por caspases € conhecida por controlar
efetivamente a replicagdo viral. Um efeito favoravel a inibi¢ao da replicagdo viral em fungao
da dependéncia da temperatura na resposta imune de peixes, foi relatado durante o
experimento de infeccdo por VHSV em linguado (Paralichthys olivaceus) (AVUNIE et al.,
2012), com a constatacdo de uma elevada expressio de MHC classe 1 (Histocompatibility
complex class I - MHC-I) e células citotoxicas T CDS8 no estagio inicial de infec¢do do grupo
tratado com alta temperatura. Essa expressdo permaneceu elevada durante o periodo de
recuperagdo cerca de duas vezes maior que os niveis observados no grupo tratado com baixa
temperatura. Os antigenos virais que sdo apresentados via MHC I s3o reconhecidos por
células T CD8 virgens que entdo se proliferam para se tornar células T efetoras que
reconhecem as células infectadas por virus e secretam um conjunto de indutores de morte
celular, como granzima e perforina para iniciar apoptose (CHAVEZ-GALAN et al., 2009).

Outra pesquisa recente sobre o efeito da temperatura modulando a resposta
imunoldgica por expressdo génica antiviral foi realizada por Wang e colaboradores (2020).
Esse estudo avaliou o efeito da temperatura na infeccao do linguado (Paralichthys olivaceus)
pelo Hirame novirhabdovirus (HIRRV), também denominado Virus da Septicemia
Hemorragica Viral ou Rhabdovirus do Linguado, pertencente a familia Rhabdoviridae, que
infecta varias espécies de peixes, com ampla distribuicdo geografica. O experimento foi
realizado em grupos infectados e mantidos em temperaturas de 10°C e 20°C. Os resultados
mostraram que ap6s a infeccdo com HIRRV, nos dois grupos, os genes diferencialmente
expressos no baco foram aumentados em vias inflamatdrias relacionadas ao sistema
imunolégico, como a via de sinalizagdo do receptor Toll-like (7oll-like receptors - TLR), via
de sinalizacao do receptor do tipo RIG-I (Retinoic acid-inducible gene 1), que ¢ um receptor
de reconhecimento de padrdo citosolico (Pattern recognition receptor - PRR) responsavel
pela resposta do interferon tipo 1 (IFN1) e também houve aumento na expressao de fagocitos,

lisossomas e genes relacionados a endocitose. No entanto, em comparacdo com O grupo
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infectado a 10°C, alguns genes da via de sinalizacdo de RLRs (RIG-I-like receptors - RLRs)
foram significativamente aumentados a 20°C. Assim, os pesquisadores especulam que a via
de RLRs pode estar relacionada a resposta anti-HIRRV do linguado, visto que testes de qRT-
PCR detectaram padrdes de expressdao mais altos de genes-chave da via de sinalizacdao de
RLRs, incluindo MDAS, LGP2, IRF3, IRF7, IFN I-3 ¢ IFN-y (WANG et al, 2020)

A proposi¢do da aplicagdo a campo de um tratamento térmico preventivo contra o
ISKNV em juvenis de tilapia considera o histérico dos resultados obtidos nas diversas
pesquisas realizadas com outras espécies de peixes de cultivo no enfrentamento de doencas
virais. A padronizagdo desse tratamento a campo ja ¢ pratica de rotina no cultivo de camardes
peneideos, na prevencdo da infecgdo do WSSV, e pode de forma muito similar, ser
implementado em larviculturas de tildpia ou em fazendas de engorda que recebam as formas
jovens em estruturas de pré-povoamento. Equipamentos ou estruturas para o aquecimento da
agua podem ser adotados de acordo com as especificidades das instalacdes da unidade
produtora. Aquecedores elétricos ou solares podem ser utilizados em estruturas menores, por
exemplo, tanques elevados ou caixas de polipropileno, que em larviculturas podem receber
alevinos, durante quarentena antes do envio ou juvenis na etapa de pré-povoamento dos
tanques em propriedades de engorda. Para a aplicacdo do tratamento térmico preventivo onde
a produgdo requer instalagdes maiores, como tanque escavado, existe a possibilidade da
montagem de coberturas, usualmente denominadas por estufas ou sistemas de greenhouse.
Essas estruturas podem cobrir tanques de médio ou grande porte. As principais diferengas nos
projetos de estufas envolvem o tipo e a qualidade dos materiais de constru¢do. A durabilidade
desses projetos vai depender da forma de execucdo e do tipo de manutencao que ira receber.
Estruturas montadas com concreto e hastes metalicas sdo mais caras, porém mais resistentes
duraveis.

Em estudo realizado pelo Centro Nacional de Aquicultura e Investigagdes Marinhas,
no Equador (CENAIM), os pesquisadores registraram entre Setembro de 2002 a Agosto de
2003, a variagdo entre as temperaturas de tanques cobertos com o sistema de greenhouse e
tanques abertos (CALDERON, J.; SONNENHOLZNER, 2004). A diferenca de temperatura
entre os tanques variou de 3,5°C a 5°C em média, dependendo da estacdo e das condigdes
meteoroldgicas didrias. A curva de temperatura da agua seguiu um padrdo anual, atingindo
valores entre 32°C e 34°C de Dezembro a Junho. As temperaturas mais baixas ocorreram
durante o inverno, que € caracterizado no Equador pela prolongada nebulosidade. No entanto,

durante esse periodo mais frio, as temperaturas dos tanques cobertos se mantiveram proximas
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a 30°C. Esses dados refor¢cam a possibilidade da aplicagdo a campo do tratamento térmico na
prevengdo do ISKNV no cultivo de tildpia no Brasil, pois uma condi¢do térmica ideal para a
eficacia do tratamento seria facilmente alcancada, uma vez que o pais ¢ naturalmente

favorecido pela predominancia de climas quentes.

7. CONCLUSOES

A reproducdo da infeccdo do ISKNV em condi¢cdes experimentais em juvenis de
tilapia do Nilo foi realizada com sucesso. Isso possibilitara novas pesquisas no sentido de
ampliar o conhecimento sobre aspectos da transmissdo, patogénese da doencga, bem como
avaliar estratégias de prevencdo e controle. Concordantemente, a eficiéncia do modelo de
infeccdo experimental proposto para juvenis de tilapia do Nilo nesse estudo, possibilitou a
investigagdo sobre os efeitos da temperatura no desenvolvimento da doenga e a demonstragao
da auséncia da replicagdo do ISKNV em juvenis de tildpia infectados e mantidos em
temperatura acima de 30°C.

Embora ndo tenham sido investigadas nesse estudo, as alteracdes nos niveis de
expressao de fatores envolvidos na relagdo da resposta imunologica antiviral € a temperatura,
os resultados corroboram com os demais estudos citados sobre a importancia da temperatura
na sobrevivéncia de espécies de peixes infectados por doencas virais. Assim, a possivel
indicacdo do tratamento com alta temperatura na conten¢do da manifestacdo da doenca e da
mortalidade de juvenis de tilapia do Nilo infectados pelo ISKNV ¢ factivel, a exemplo do que

acontece no controle do WSSV na carcinicultura.
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