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Resumo

A aquicultura € o setor de produgao de alimento que mais cresce no mundo. No Brasil,
o cultivo de camardo ¢ responsavel por quase 20% da produ¢ao nacional de aquicultura.
Embora essa atividade tenha sido iniciada na década de 1970 com o cultivo de camardo
marinho Litopenaeus vannamei, o cultivo de camarao de agua doce, Macrobrachium
rosenbergii, ¢ algo crescente no pais. Mesmo que ainda nao se tenha dados recentes a
nivel nacional, o M. rosenbergii ja representa cerca de 3% da producao global de
crustdceos e estd numa crescente quanto a sua producdo comercial. Isso implica no
surgimento de uma série de problemas na cadeia produtiva, entre um dos principais
pode-se destacar o surgimento de doengas, ja que elas sdo capazes de causar grandes
perdas econOmicas, além de impactarem diretamente o meio ambiente. Diante dessa
problematica, o objetivo do trabalho ¢ investigar a susceptibilidade do camardo M.
rosenbergii ao Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) através de inoculagao
intramuscular com posterior determinacdo da infeccdo via nested-PCR e lesdes
sugestivas por histopatologia. Para a realizacdo do estudo foram adquiridos 54 camardes
e estes foram divididos de acordo com a fase de vida (Grupol = subadultos e Grupo 2 =
adultos) e posteriormente infectados com IMNV por via intramuscular. Dentro de cada
grupo, foi reservada uma parcela de animais que nao foram infectados com o virus,
receberam apenas uma inje¢do de solugdo salina e foi denominado de Controle
Negativo. A exposi¢do ao virus durou 21 dias e teve acompanhamento didrio das
variaveis de qualidade de dgua e das mortalidades ao longo do tempo. Depois de
decorridos os 21 dias de experimento, os animais foram submetidos a diagnostico
confirmatorio de infecgdo ao IMNV através de nested-PCR e anélise histopatologica.
Todas as varidveis de qualidade de dgua analisadas, foram submetidas a analise
estatistica, seguindo os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Bartlett) foi feita a analise variancia (ANOVA) e o teste t de student usando o
programa RStudio (versdo 3.6.1) e com exce¢do do pH e da amonia, as demais variaveis
de qualidade de 4gua (nitrito e temperatura) ndo diferiram estatisticamente entre si. Os
dados obtidos na nested-PCR e mortalidade foram submetidos a estatistica descritiva.
Todos os animais inoculados intramuscularmente com IMNYV, subadultos e adultos de
M. rosenbergii, foram positivos via nested-PCR, confirmando a sensibilidade desta

espécie ao Virus da Mionecrose Infecciosa.

Palavras-chave: Bioensaio. Gigante da malasia. Infec¢do. Mionecrose. Camarao.



Abstract

Aquaculture is the fastest growing food production sector in the world. In Brazil, shrimp
farming accounts for almost 20% of national aquaculture production. Although this
activity began in the 1970s with the cultivation of marine shrimp Litopenaeus
vannamei, the cultivation of freshwater shrimp, Macrobrachium rosenbergii, is growing
in the country. Even though recent national data are not yet available, M. rosenbergii
already accounts for about 3% of global crustacean production and is increasing in
commercial production. This implies the emergence of a series of problems in the
production chain, one of the main ones can be highlighted the emergence of diseases, as
they are capable of causing great economic losses, as well as directly impacting the
environment. Given this problem, the objective of this work is to investigate the
susceptibility of shrimp M. rosenbergii to Infectious Myonecrosis Virus (IMNV)
through intramuscular inoculation with subsequent determination of infection via
nested-PCR and lesions suggestive by histopathology. For the study, 54 shrimps were
acquired and divided according to life stage (Groupl = subadults and Group 2 = adults)
and subsequently infected with IMNV intramuscularly. Within each group, a portion of
animals that were not infected with the virus were reserved, received only one injection
of saline and was called Negative Control. Exposure to the virus lasted 21 days and was
monitored daily for water quality and mortality over time. After 21 days of the
experiment, the animals were submitted to confirmatory diagnosis of IMNV infection
through nested-PCR and histopathological analysis. All water quality variables analyzed
were subjected to statistical analysis, following the assumptions of normality (Shapiro-
Wilk) and homogeneity (Bartlett). Variance analysis (ANOVA) and Student's t-test
were performed using the RStudio program (version 3.6.1) and except for pH and
ammonia, the other water quality variables (nitrite and temperature) did not differ
statistically. The nested-PCR data and mortality were submitted to descriptive statistics.
All animals inoculated intramuscularly with IMNV, subadults and adults of M.
rosenbergii, were positive via nested-PCR, confirming the sensitivity of this species to

Infectious Myonecrosis Virus.

Keywords: Bioassay. Malaysian Giant. Infection. Myonecrosis. Shrimp.
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1. Introducao

A aquicultura ¢ o setor de producdo de alimento que mais cresce no cenario
mundial, embora j4 ndo mostre taxas de crescimento tdo altas quanto as da década de
1980 e 1990 (FAO, 2018). Segundo o IBGE (2016), a aquicultura brasileira teve uma
producdo de R$ 4,61 bilhdes, sendo a maior parte (70,9%) oriunda da criagdo de
peixes, seguida pela criacdo de camardes (19,3%).

No Brasil, a producao de camarao marinho foi iniciada na década de 1970, na
regido Nordeste (ROCHA, 1998) e, em 2015, o cultivo de Litopenaeus vannamei
aumentou 7,4% em relacdo a 2014, e a regido Nordeste foi a principal responsavel por
esse crescimento, pois contribuiu com quase a totalidade da produgdo nacional (99,3%)
(IBGE, 2015). Em termos de carcinicultura continental, embora nao existam dados
recentes da producao de Macrobrachium rosenbergii no Brasil, de acordo com a FAO
(2018), esta espécie representou 3% da produgdo total de crustidceos a nivel global no
ano de 2016. O M. rosenbergii ¢ uma espécie da ordem decépoda, que habita dguas
doces e salobras e que esta distribuido naturalmente na regido costeira da India ao
Vietna e no oceano Pacifico, nas proximidades das Filipinas, Nova Guiné e Australia do
Norte (FAO, 1980). Ainda segundo a FAO (2018), o M. rosenbergii tem tido um
crescimento na sua producdo em relacdo aos anos anteriores, ndo so pelo seu potencial
zootécnico, como também pelo valor agregado a sua proteina produzida, o que a torna
uma espécie cada vez mais valorizada economicamente.

Esse fenomeno produtivo estd em constante desenvolvimento na Regido
Nordeste do Brasil, ndo s6 devido as condigdes climaticas extremamente favoraveis
para a espécie M. rosenbergii, como também pelo 6timo potencial zootécnico da espécie
(ABCC, 2013). Contudo, tal difusdo em todo o Brasil, tem gerado cada vez mais
cultivos intensivos, com uma maior densidade de estocagem, em busca de uma maior
produtividade, e isso tem provocado o aparecimento de diversas doengas na
carcinicultura (ROCHA, 2007).

Sabe-se que os principais agentes patogénicos conhecidos por causarem elevada
mortalidade em crustaceos sdao virus e bactérias, alguns destes sdo de declaracao
obrigatoria a Organizacdo Mundial de Satide Animal (OIE) e s3o capazes de provocar
perdas recorrentes no setor produtivo e que podem, até mesmo, dizimar os animais de
uma fazenda ou regido quando infectados (OIE, 2018).

Uma das principais doencas que acometem crustaceos peneideos e que podem

impactar negativamente a condi¢do sanitdria do pais, a sustentabilidade da cadeia
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produtiva e a fauna brasileira de animais aquaticos ¢ a Mionecrose Infecciosa (IMN),
que ¢ uma doenga que faz parte da lista de doencas de notificagdo obrigatoria do
Servigo Veterinario Obrigatorio (SVO), portanto, ¢ considerada de interesse nacional
(CNA, 2019).

A Mionecrose Infecciosa tem uma etiologia viral causada pelo Virus da
Mionecrose Infecciosa (IMNV), um virus de RNA pertencente a familia Totiviridae,
que acomete os crustdceos e possui grande resisténcia aos métodos mais comuns de
desinfeccdo em uso na aquicultura, como a secagem e a cloragdo (OIE, 2018).
Camardes jovens e subadultos marinhos sdo os mais sensiveis, tendo como principal
hospedeiro o L. vannamei (CNA, 2019). Ainda de acordo com a CNA (2019), o virus
foi identificado inicialmente no nordeste do Brasil diante de uma série de surtos em
fazendas de camardo. As espécies susceptiveis sdo: Penaeus monodon e Litopenaeus
stylirostris, que apresentaram sensibilidade em ambiente experimental e Litopenaeus
vannamei, em ambiente natural (CNA, 2019), ndo existindo até o presente momento,
relatos de infec¢ao em M. rosenbergii.

Para verificar a infeccdo de um organismo a um determinado agente patogénico,
se faz necessario a deteccdo de uma sequéncia de 4cidos nucleicos caracteristica desse
agente, no corpo do hospedeiro, através da reacdo em cadeia polimerase em duas etapas
(neted-PCR), que nada mais ¢ do que uma PCR convencional, que tem a origem do
material genético derivada de uma reacdo anterior, aumentando a sensibilidade e
especificidade da andlise, ja que faz uso de primers mais internos (WILCZYNSKI,

2009).

2. Objetivo

Investigar a susceptibilidade do camardao Macrobrachium rosenbergii ao IMNV
através de inoculagdo intramuscular com posterior determinacdo da infec¢do via

nested-PCR e lesdes sugestivas por histopatologia.
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3. Material e métodos
3.1. Delineamento experimental

O experimento foi realizado na Estacdo de Aquicultura Continental Johei
Koike do Departamento de Pesca e Aquicultura da Universidade Federal Rural de
Pernambuco. Para a realizagdo do bioensaio foi utilizado um total de 54 camardes
classificados em dois grupos de pesos diferentes, sendo o grupo 1 (5-15 g) e o
grupo 2 (16-26 g), classificados respectivamente como subadultos e adultos
(ZIMMERMANN, 1998), todos adquiridos na propria Estagdo de Aquicultura
Continental Johei Koike. Esses animais foram distribuidos em baldes com
capacidade total de 20 L e volume util de 15 L, com a densidade de 3 camardes para
cada unidade experimental, com aeracdo constante, alimentados com racdo
comercial (35% PB) a uma taxa de 3% da biomassa total ao dia, numa frequéncia de
4 vezes ao dia (SEBRAE/ES, 2005). Para cada grupo existiu trés unidades
experimentais como controles negativos (grupo 1: “A”, “B”, “C” e grupo 2 “J”,
“K”, “L”) (Figura 1), ou seja, animais que nao foram infectados com o IMNV,
apenas receberam uma injecdo (100uL) de solucdo salina a 0,85%. Os demais
animais das unidades experimentais (grupo 1:“D”, “E”, “F”, “G”, “H”, “I” e grupo
2: “M”, “N”, “O”, “P”, “Q”, “R”) (Figura 1) foram infectados via inje¢ao (100uL)
com o in6éculo do IMNV. A exposi¢ao ao virus durou 21 dias, sendo a mortalidade
acompanhada diariamente e pode contar com o uso de 18 baldes como unidades
experimentais, 1 caixa d’dgua de 1000 L para armazenar dgua de abastecimento
doméstico previamente declorada via aeracdo constante por 48 horas e correcdo de
alcalinidade para 50 ppm de CaCOs com bicarbonato de sédio, cuja funcdo era
repor a agua das unidades experimentais, de modo a manter a alcalinidade sempre
tamponada, e 1 caixa d’agua de 1000 L para armazenar a dgua proveniente da
sifonagem didria dos residuos solidos do fundo dos baldes, e consequentemente
auxiliar a manutencdo da qualidade dgua, mas sem ultrapassar o limite de 20% de

renovacao didria, que era equivalente a 3 L.
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Figura 1 — Layout da distribui¢do das unidades experimentais

Caixa d’agua
de 1000 L

Controle

negativo

Infectados

Entrada

Fonte: Autoral

3.2. Analise de variaveis de qualidade de agua

A temperatura foi aferida todos os dias, nos turnos da manha e da tarde com o
auxilio de um termdémetro analogico. Ja a amodnia (NHj3), o pH e o nitrito (NO,.) foram
aferidos trés vezes na semana através de testes colorimétricos comerciais.
A alcalinidade foi analisada uma vez na semana através de titulacdo (FUNASA, 2009).
3.3. Preparacio da solucio salina

A solucdo foi obtida através da diluicdo de 0,425 g de cloreto de sodio
(NaCl) em 50 mL de agua destilada e teve como concentragdo final 0,85%. Todo
volume foi esterilizado com o filtro de seringa da KASVI (modelo K18-230)
contendo porosidade de 0,22 um.
3.4. Preparacao do inéculo

Para preparar o inéculo viral a ser injetado nos animais, foi usado um
isolado na concentragdo final de 1,1 x10* copias de IMNV/ug de RNA, que estava
mantido a -80 °C, conforme descrito por Silva et al. (2015). Antes da inoculagao,
este material foi filtrado para esterilizacdo com o filtro de seringa da KASVI

(modelo K18-230) contendo porosidade de 0,22 um. A presenga do IMNV no
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inoculo foi também confirmada através de nested-PCR (POULOS e LIGTHNER,
2006).
3.5. Infeccdo experimental com IMNV

O procedimento de inoculacio dos camardes foi realizado por via
intramuscular no segundo segmento abdominal usando uma seringa de 1 mL,
injetando 100 pL por animal do in6culo de IMNV, conforme descrito por Silva et
al. (2015). No controle negativo, foi injetado nos animais o0 mesmo volume de 100
pL de solugdo salina estéril a 0,85%.
3.6. Analises laboratoriais
3.6.1. Extracio de RNA

O RNA total foi extraido do musculo abdominal do segmento direito,
aproximadamente 60 mg de tecido dos animais desafiados e dos animais do
controle negativo usando TRIzol™ Reagent, adaptando ao protocolo descrito por
CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987). Para tal processo, inicialmente os tecidos
foram macerados diretamente nos tubos eppendorfs (1,5 mL) com pistilos plasticos
esterilizados com 1 mL de TRIzol™ Reagent, incubado a 25 °C por 5 minutos,
adicionado 200uL de cloroférmio, levado ao vortex por 15 seguntos e deixado a
25 °C por 3 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 15000 RPM a 4 °C, com o
sobrenadante transferido para um novo tudo de 1,5 mL estéril e adicionado 500uL
de isopropanol. Incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugou-se
a 15000 RPM a 4 °C. Logo apo6s, o sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol a
75% (diluido previamente com agua DEPC) foi adicionado. O tubo foi
homogeneizado via vortex por 15 segundos e centrifugado a 10000 RPM por 5
minutos a 4 °C. Ao sair da centrifuga, o sobrenadante foi descartado e secou-se o
precipitado por 15 minutos. Apos a secagem, o RNA total extraido precipitado foi
ressuspendido em 40uL de dgua ultrapura, com posterior incuba¢do por 10 minutos
a 60 °C. Ao final, foram armazenados imediatamente a -80 ° C.
3.6.2. Concentracio e relaciao A,g9230 do RNA total

A concentragdo e a relagdo Ajgonso do RNA total extraido foi verificada
através de uma andlise espectrofotométrica em 260 e 280 nm usando 2uL do RNA

total no espectrofotdmetro NanoVue Plus'™.
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3.6.3. Sintese de cDNA

Para formar o cDNA a partir do RNA total extraido se fez necessario fazer a
quantificacdo da concentracdo no RNA total. A partir disso foi feito um mix
composto por 0,5ug de oligo(dT);s e 300 nguL™" de RNA total, submetidos a 70 °C
por 5 minutos e 4° C por 5 minutos. Apds esse processo para finalizar a sintese do
cDNA, foi utilizado o kit da ImProm-II™ Reverse Transcription System, seguindo
as instrugoes do fabricante. O ¢cDNA foi armazenado a -20 °C até ser usado na
nested-PCR.
3.6.4. Nested-PCR

Todos os animais foram submetidos a nested-PCR para confirmacao da
infeccdo por IMNV. A primeira reagao (1*PCR) foi conduzida em um volume final
de 25 pL usando: 2 pL de cDNA, 1x PCR Buffer, 1,5mM MgCl,, 0,2mM dNTP e
0,2 pmoles de cada primer (4587F e 4914R, POULOS & LIGHTNER, 2006 —
diagnostico confirmatoério recomendado pela OIE para IMNV). O ciclo térmico foi
o mesmo descrito por Poulos e Lightner (2006) e consistiu de: 94 °C por 2 minutos,
39 ciclos de 94 °C por 45 segundos, 60 °C por 45 segundos, 72 °C por 45 segundos
e, uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Para a 2* PCR, uma reagao de volume
final de 25 pL foi preparada com: 1 pL de produto da primeira PCR, 1x PCR
Buffer, 1,5 mM MgCl,, 0,2mM dNTP e 0,2 pmoles de cada primer (NF4725F e
NR4863R, Poulos e Lightner, 2006). A 2* PCR seguiu os seguintes ciclos térmicos:
95 °C por 2 minutos, 39 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 65 °C por 30 segundos,
72 °C por 30 segundos e, uma extensdo final de 72 °C por 5 minutos (POULOS e
LIGHTNER, 2006). Os amplicons de ambas as reacdes foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% previamente corado com brometo de etidio. Os
produtos da 1* PCR (328 pb) e da 2* PCR (139 pb) foram estimados com o auxilio
de um marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) e, em cada reacdo
foi adicionado um controle positivo e um controle negativo, que teve o cDNA

substituido por agua ultrapura.

3.6.5. Histologia

Os camardes amostrados para analise histopatoldgica receberam um corte
longitudinal e os lados da direita foram fixados e imersos em solu¢do de Davidson
AFA por 72 horas e em seguida transferidos para etanol a 70%. Os demais

processos de preparacdo de laminas foram executados de acordo com Lightner
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(1997). Os animais selecionados para serem submetidos a andlise histopatoldgica
foram selecionados de forma aleatoria, com a coleta de dois individuos do grupo
infectado ao nono dia de infecg¢do, e ao vigésimo primeiro dia do experimento
foram coletados oito do grupo infectado e dois do controle negativo.
3.7. Analise estatistica

Seguindo os pressupostos de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade
(Bartlett), foi realizada a anélise de variancia (ANOVA) e o teste t de student para
verificar se havia diferenga estatistica entre os tratamentos e entre as variaveis de
qualidade de agua das unidades experimentais ao longo do tempo (P<0,05). Todos
os dados foram calculados usando o programa RStudio vesdo 3.6.1. Os dados

obtidos na nested-PCR e mortalidade foram submetidos a estatistica descritiva.

4. Resultados e Discussao

E possivel observar a mortalidade ao longo do periodo de experimento
(Figura 2), onde cada nimero de 1 a 54 representa um animal de forma individual
(1 a9 — Controle negativo subadulto; 10 a 27 — Infectado subadulto; 28 a 36 — Controle

negativo adulto e 37 a 54 — Infectado adulto).
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Figura 2 — Distribui¢do da mortalidade de todos os individuos ao longo dos dias de experimento.
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Ainda de acordo com a Figura 2, as mortalidades dos individuos 16 e 44 no
nono dia de experimento, se deram para contemplar a analise histoloégica. Assim
como a mortalidade massiva do vigésimo segundo dia se deu para que as analises
laboratoriais, tanto de nested-PCR como de histologia, fossem desenvolvidas.

Com excec¢do do pH e amonia, as demais variaveis de qualidade de agua
(nitrito e temperatura) nao diferiram estatisticamente entre si (Tabela 1). Os valores
médios de pH obtidos durante o presente experimento (Tabela 1) estdo proéximos
aos encontrados por Huner & Brown (1985) e considerados como ideais para

crescimento de adultos de M. rosenbergii, que ficaram entre 5 e 7.

Tabela 1. Variaveis de qualidade de dgua durante o experimento: Valores médios, minimos e maximos.

e . Todos os
Animais nao infectados Animais infectados
grupos
Nitrito  AmoOnia Nitrito ~ AmoOnia
pH (N-NO,.  (N-NH; pH (N-NO,.  (N-NH,; Tem?,ecr)atura
mg/L) mg/L) mg/L) mg/L)
(média; (média; (média; (média; (média; (média;

.. . . . .. . (média; minimo
minimoe minimoe minimoe minimoe minimoe  minimo e

maximo)  maximo) maximo) maximo)  maximo) maximo) € maximo)
6,96" 0,01° 0,49° 6,85" 0,09° 0,98"
GI’
6,80-7,20 0,00-0,25 0,25-1,00 6,60-7,20 0,00-0,50 0,25-3,50 550
6,88° 0,04 085 68" 013  131° 25-27
Gz**

6,60-7,00 0,00-0,25 0,25-2,00 6,40-7,20 0,00-1,00 0,25-3,50

*QGrupo de animais subadultos. **Grupo de animais adultos.

Os valores de temperatura do experimento estio muito proximos ao que foi
relatado por Zimmermann (1998), que estima um valor 6timo para o cultivo de M.
rosenbergii entre 26 e 32°C. Além disso, os valores maximos e minimos de temperatura
(Tabela 1) estdo fora da faixa considerada extrema por Rodrigues e Zimmermann
(1996) para a espécie, que seria menor que 19°C e maior que 34°C. A alcalinidade foi
mantida em 50 ppm de CaCOs o que estd dentro da faixa de 34,3 a 76,6, considerada
adequada para o crescimento de M. rosenbergii por Melecha (1983). Para os valores de
nitrito, a FAO (2002) recomenda que, para camardes de dgua doce, seja mantido seu
valor menor que 2,00 ppm, assim como ocorrido durante todo o experimento.

Todos os animais inoculados intramuscularmente com IMNV (1,1 x10? copias

de IMNV/ug de RNA), subadultos e adultos de M. rosenbergii, foram positivos via

19



nested-PCR, confirmando a sensibilidade desta espécie a este virus. Na 1* PCR foram
positivos para o grupo 1 (G1 - subadultos) nove animais (Figura 3), enquanto que para o
grupo 2 (G2 - adultos), foram 13 individuos (Tabela 2). J& na 2* PCR foram
determinados: 13 animais positivos para Gl e, 4, para G2 (Tabela 2). Em relagdo a
auséncia de infeccdo pelo IMNV no controle negativo (animais inoculados com solu¢do
salina a 0,85%), esta foi confirmada através da ndo amplificacdo de produtos de nested-
PCR (1% e 2% reagdes) (Tabela 2). Esta metodologia mostrou-se adequada a detec¢do de
IMNYV em tecido de musculo esquelético de M. rosenbergii e baseia-se no procedimento
descrito por Poulos e Lightner (2006) para confirmacdo de infec¢do viral em L.
vannamei. Além disso, os presentes resultados corroboram com os achados de Silva et
al (2015) em relagdo a rota de infecgdo aplicada, uma vez que, esta foi capaz de gerar

infeccdo em M. rosenbergii, para ambas as classes, conforme demonstrado em

individuos de L. vannamei desfiados experimentalmente com inje¢do intramuscular para

IMNV.

Figura 3 — Detecg¢do de IMNV via nested-PCR

400 pb
300pb
200pb

100 pb

Fonte: Autoral. Onde: (A) Marcador molecular de 100 pb, (B) Controle positivo composto de isolado na
concentragdo de 1,1 x10° cdpias de IMNV/ug de RNA, (C) Controle negativo com o cDNA substituido
por agua ultrapura e (D) Animais infectados.
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Tabela 2. Amplicons de 1 e 2% PCRs (nested-PCR) para IMNV em subadultos e adultos de M.

rosenbergii.
Positivos na 1*  Positivos na 2* Positivos na 1*  Positivos na 2°
PCR PCR PCR PCR
o Animaisndo  Animais ndo o Animais Animais
infectados (%) infectados (%) infectados (%) infectados (%)
G1* 9 0 0 17 9 (52,9%) 8 (47,1%)
G2** 9 0 0 17 13 (76,5%) 4 (23,5%)

*Grupo de animais subadultos. **Grupo de animais adultos. N°= Numero de animais existentes em cada
tratamento.

Quanto as lesdes determinadas via andlise histopatolégica, foram observadas
infiltragdes hemociticas e dilatacdo de seios na musculatura de animais
experimentalmente inoculados com IMNYV para ambos os grupos (G1 e G2), enquanto
que, para o controle negativo (animais inoculados com solugdo salina a 0,85%), ndo

foram determinadas quaisquer alteragdes teciduais (Figura 4).

Figura 4 — Cortes histoldgicos

R

Fonte: Autoral. Onde: (A) Corte histologico de M. rosenbergii adulto do controle negativo, sem alteragio
aparente na musculatura no 6° segmento abdominal direito. Coloracdo H.E. 400x; (B) Corte histologico
de M. rosenbergii subadulto infectado com infiltragdo hemocitica discreta entre os feixes da musculatura

no 6° segmento abdominal direito. Coloragdo H.E. 400x; (C) Corte histologico de um M. rosenbergii
adulto infectado com intensa infiltragdo hemocitica entre os feixes da musculatura no 1° segmento
abdominal direito. Coloragdo H.E. 400x ¢; (D) Corte histologico de M. rosenbergii adulto infectado, com
dilatagdo no seio e discreto infiltrado hemocitico no 6° segmento abdominal direito. Coloragdo H.E. 400x.
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Assim como descrito por Tang et al. (2005), as lesdes simples e multiplas
observadas na analise hispatologica de L. vannamei, L. stylirostris € Penaeus monodon
infectados por IMNV, sdo compativeis com as encontradas em M. rosenbergii. Outras
lesdes, tais como: infiltragdes hemociticas, pequenas areas com fibroses e focos de
necrose coagulativas descritas por Poulos (2006), também foram encontradas em M.
rosenbergii no presente estudo (Figura 4). O cruzamento dos dados de PCR e
histopatologia constatam que o M. rosenbergii ¢ sensivel ao IMNV. Este ¢ o primeiro

trabalho a demonstrar a sensibilidade de subadultos e adultos de M. rosenbergii IMNV.

5. Conclusao

Diante dos resultados apresentados ¢ possivel afirmar que o M. rosenbergii ¢
uma espécie sensivel ao Virus da Mionecrose Infecciosa. Desta forma, estudos voltados
a outras rotas de infec¢do do IMNV em M. rosenbergii ¢ ao monitoramento da presenca
deste virus nos sistemas de cultivos, tornam-se cruciais para o entendimento da
dinamica desse patdgeno no cultivo e, posterior, planos de gestdo preventiva sanitaria

nas unidades produtivas.
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