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RESUMO

Arruda, E. P. Deteccdo e caracterizacdo moleculares do Virus da Viremia Primaveril da
Carpa em peixes de agua doce das regifes nordeste e centro-leste do estado de S&o
Paulo. 2015. 83f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de

Alimentos, Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2015.

Piscicultura de &gua doce consiste na maior producdo da aquicultura mundial e o
cultivo de peixes tem crescido, devido a investimento, desenvolvimento de tecnologias e a
continua expansdo de espécies cultivadas. Esse aumento gerou novas possibilidades de
transmissdo de virus aquaticos, fatores limitantes a producdo da aquicultura. Dentre as
centenas de virus conhecidos de peixes, um dos principais, que atualmente é de preocupacéao
internacional, é o virus da Viremia Primaveril da Carpa (SVCV), devido a sua importancia
socioeconémica considerando os paises afetados e o comércio internacional de animais
aquaticos e seus derivados, com base na salde e medidas preventivas. SVC é uma doenca
aguda causada por um rhabdovirus do género Vesiculovirus, que é um virus de acido
ribonucleico (RNA) fita simples linear de aproximadamente 11 quilobases (kb) com
polaridade negativa e envelopado. Diversos ensaios diagnosticos podem ser utilizados para
detectar SVCV, porém, consomem tempo e ndo sdo adaptados para diagnostico a campo. A
prevencdo da disseminacgdo do virus é crucial; portanto, maior entendimento do virus e de sua
transmissdo é necessario. No presente estudo, a padronizacdo de uma RT-nestedPCR foi
realizada, cujo limite de detecco foi de 8,62 x 102 copias/reacdo, observado ap6s o spiking
de tecidos de peixes com diluicBes seriadas de um controle positivo sintético. O ensaio foi
aplicado a 150 amostras teciduais provenientes de 146 peixes distintos. As amostras
consistiam de fragmentos de figado, rim e baco e foram submetidas a transcricdo reversa
(RT), seguida pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR), em configuracdo nested. Duas (2)
amostras foram positivas para o0 gene G de SVCV pela RT-nestedPCR e a identidade dos
produtos obtidos foi confirmada por sequenciamento direto utilizando-se 0 método de Sanger.
Na reconstrucdo filogenética, as sequéncias obtidas formaram clado Unico, separado dos
demais genogrupos e mesmo de sequéncias derivadas de outros vesiculovirus encontrados no
Brasil. Esses resultados determinam a primeira deteccdo e caracterizacdo moleculares de
SVCV no Brasil por RT-nestedPCR e sequenciamento nucleotidico, indicando a necessidade
de adocdo de medidas de biosseguridade mais restritivas na produgéo pesqueira nacional.

Palavras-chave: piscicultura, rhabdovirus, diagndstico molecular.



ABSTRACT

Arruda, E. P. Molecular detection and characterization of the Spring Viremia of Carpa
Virus in fresh fish from the northeast and central west regions of the state of Sdo Paulo.
2015. 83p. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2015.

Fresh-water fish farming forms the largest portion of the world aquaculture
production, and the harvest of these warm-water fish is increasing, due to investment,
improvement of technologies and continued expansion of cultivated species. This increase has
rendered new possibilities for the transmission of aquatic viruses, which remain limiting
factors for aquaculture production. Among the hundreds of known viruses of fish, one of the
main viruses that are currently of international concern is the Spring Viremia of Carp virus
(SVCV) due to its socio-economic importance regarding affected countries and international
trade of aquatic animals and their products, on the basis of health control and preventive
measures. SVC is an acute disease, caused by a rhabdovirus, belonging to the Vesiculovirus
genus, and is an enveloped virus, with a linear single-strained negative-sense ribonucleic acid
(RNA) of approximately 11 kilobases (kb). Several diagnostic assays are available for the
detection of SVCV, but they are time-consuming and not well adapted for field diagnosis.
Prevention of spreading of the virus is crucial; therefore, more understanding of the virus and
its transmission is required. In this study, standardization of a RT-nestedPCR was performed,
and its detection limit was of 8.62 x 107 copies/reaction, observed after spiking fish tissue
with serial dilutions of a synthetic positive control. The assay was applied to 150 tissue
samples from 146 different fish. Samples consisted of liver, kidney and spleen fragments, and
underwent reverse transcription (RT) followed by the polymerase chain reaction (PCR) of a
nested configuration. Two (2) tissue samples were found positive for the G gene of SVCV by
RT-nestedPCR and the identity of products was confirmed by direct sequencing using the
Sanger method. By phylogenetic reconstruction, the obtained sequences formed a unique
clade, separating them from the other known genogroups, and even from sequences derived
from other vesiculoviruses found in Brazil. These results represent the first molecular
detection and characterization of SVCV in Brazil by RT-nestedPCR and nucleotide
sequencing, indicating the need to adopt more stringent biosecurity measures in national fish
farming production.

Keywords: fish farming, rhabdovirus, molecular diagnostics.
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1. INTRODUCAO

Mais de 800 milhGes de pessoas no mundo sofrem de ma nutricdo crénica, de acordo
com a Organizacdo da Agricultura e Alimentacdo das NacGes Unidas (Food and Agriculture
Organization of the United Nations - FAO). Estima-se que a populacdo mundial cresca até 9,6
bilhdes (2 bilhdes a mais que 2014) até 2050 (FAO, 2014). E de grande importancia a
alimentacdo da populacdo mundial e, a0 mesmo tempo, a protecdo do meio ambiente para
futuras geracdes. As atividades de pesca sdo provavelmente mais antigas que as praticas de
agricultura e pecuaria, e desempenham papel socioecondmico fundamental em todo o mundo.
Ultimamente, a atividade vem se desenvolvendo muito rapidamente em resposta a crescente
demanda por pescado e derivados, atingindo um nivel elevado de desenvolvimento
(NOMURA, 2010).

A crescente demanda mundial de alimentos tem causado o desenvolvimento de
tecnologias no setor agropecudrio, e a aquicultura tem ocupado lugar de destaque neste

segmento produtivo. A atividade consiste nas seguintes especialidades (MPA, 2014):

o Piscicultura — criacdo de peixes em &gua doce e marinha;
o Malacocultura — producdo de moluscos;

o Carcinicultura — criacdo de camardes;

. Algicultura — producdo de macro ou microalgas;

. Ranicultura — criacdo de rés;

. Criacdo de jacarés.

A piscicultura tem uma parte fundamental na eliminagdo da fome, promovendo satde
e reduzindo a pobreza. O consumo de peixe e 0 crescimento do setor pesqueiro tém
aumentado drasticamente ateé os dias de hoje. A carne do pescado é altamente nutritiva e uma
fonte vital de proteinas e nutrientes essenciais, especialmente para muitos dos membros mais
pobres da comunidade mundial (FAO, 2014). Dentre estes nutrientes, temos vitaminas (A, C,
D e do complexo B), minerais (célcio, fésforo, sddio, potassio, magnésio, etc.) carboidratos
(glicogénio e mucopolissacarideos), lipideos (acidos graxos da familia Omega-3) e proteinas
(FIB, 2009).



A carne de peixe apresenta a mesma proporcéo de proteinas que a carne de bovinos,
aves e suinos, porém de qualidade superior, por conter menos teor de tecido conjuntivo
(constituido de proteinas de baixa qualidade), além de ser altamente digerivel e rica em
metionina e lisina, considerados aminoacidos essenciais. Os teores de aminoacidos essenciais

variam em funcédo de espécie, tamanho, género, habitat e estacdo do ano (FIB, 2009).

A atividade é fonte ndo somente de salde, mas de renda, gerando milhdes de
empregos, especialmente em paises em desenvolvimento (FAO, 2014). Esta producdo tem
crescido gradualmente nas ultimas décadas devido ao crescimento populacional combinado ao
aumento da renda, a urbanizacdo, e a forte expansdo da producdo de peixes. Em 2012,
segundo a FAO (2014), a producéo de pescado apresentou diferenca expressiva em relacdo a
pesca extrativa ou de captura, fornecendo atualmente quase metade de todos 0s peixes
utilizados para alimentacdo humana (Figura 1). Projeta-se que este percentual alcance 62%
em 2030 (FAO, 2014).

Figura 1. Tendéncia mundial de crescimento da pesca de captura e producdo
aquicola (aquicultura), em milhdes de toneladas, entre 1950 e 2012 (FAO, 2014).

As vantagens da aquicultura sobre a pesca extrativa sdo muitas, podendo-se controlar
as condi¢bes ambientais e manipular caracteristicas genéticas para incremento na produgédo
(NOMURA, 2010).

Apesar do aumento anual per capita observado no consumo de peixes em regides em
desenvolvimento e paises com déficit alimentar, regides desenvolvidas ainda mantém maiores
indices de consumo, mas grande parte dos peixes consumidos nessas regides é importada. Ja

nos paises em desenvolvimento, 0 consumo desses animais baseia-se na disponibilidade local



e sazonal. Porém, como consequéncia do aumento de renda doméstico em economias
emergentes, verifica-se uma crescente diversificagdo de espécimes disponiveis para consumo

dado o aumento da importacdo desses animais (FAO, 2014).

A China € a maior exportadora de peixes e derivados do pescado. Porém, desde 2011,
tem se tornado o terceiro maior pais importador do mundo, ap6s os Estados Unidos da
América (EUA) e o Japdo, sendo a Unido Europeia o maior mercado consumidor para peixes

importados e derivados, com dependéncia crescente da importacdo (FAO, 2014).

A producdo mundial da aquicultura continua a crescer, embora lentamente. De acordo
com as Ultimas estatisticas disponiveis coletadas pela FAO, esta producdo mundial atingiu
90,4 milhdes de toneladas em 2012, incluindo 66,6 milhdes de toneladas de pescado para
alimentacdo e 23,8 milhdes de toneladas de algas aquaticas. Nesta analise, o termo “pescado”
compde-se de peixes, crustaceos, moluscos, anfibios, tartarugas de agua doce e outros animais

aquaticos, produzidos no intuito de serem utilizados como alimentos para consumo humano.

O crescimento da importancia mundial da aquicultura permanece ininterrupto, mesmo
considerando os perfis de producdo por continente (Figura 2). A piscicultura contribuiu com
42,2% dos 158 milhdes de toneladas de peixe obtidos em 2012 (FAO, 2014).
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Figura 2. Tendéncia mundial e por continente de crescimento da producdo aquicola
comparada a pesca de captura, entre 1990 e 2012, em milhdes de toneladas (FAO, 2014).



O crescimento geral na producdo da aquicultura permanece relativamente alto devido
a demanda de peixes para alimentacdo em paises produtores (Tabela 1), porém, em alguns
paises industrializados, principalmente EUA, Espanha, Franca, Italia, Republica Tcheca e
Japdo, esta producdo tem decaido nos Gltimos anos. Uma das maiores causas dessa queda € a
disponibilidade de pescado importado de outros paises, onde os custos sdo relativamente mais
baixos (FAO, 2014).

Tabela 1. Producdo aquicola por regido: quantidade em toneladas e porcentagem da
producdo em relacdo ao total mundial (exceto plantas aquéticas e produtos ndo alimenticios)
(FAO, 2014).

A aquicultura mundial pode ser categorizada em aquicultura continental e maricultura.
A primeira forma geralmente utiliza 4gua doce, mas algumas produc¢des utilizam agua salina
(Egito) e alcali-salina (China). A maricultura baseia-se na producdo em &guas salinas, no

oceano e em zonas proximas ao mar.



Em 1980, as produgOes da aquicultura continental e da maricultura estavam situadas
no mesmo nivel, cada uma contribuindo com cerca de 2,35 milhdes de toneladas/ano. No
entanto, o crescimento da aquicultura continental, desde entdo, tem ultrapassado o da
maricultura em aproximadamente 1,6%, aumentando sua contribuicdo de 50% em 1980 para
63% em 2012, em relagdo ao total da producdo de pescado (Figura 3) (FAO, 2014). A
crescente demanda mundial de alimentos tem causado o desenvolvimento de tecnologias no
setor, impulsionando-o de rudimentar a uma atividade altamente tecnificada (BARROSO et
al., 2002).

Figura 3. Tendéncia de crescimento da producdo mundial da aquicultura continental e
da maricultura, em milhdes de toneladas, entre 1980 e 2012 (FAO, 2014).

Dos 66,6 milhdes de toneladas produzidos pela aquicultura em 2012, dois tergos, ou
44,2 milhdes de toneladas, representaram peixes provenientes de pisciculturas continentais
(38,6 milhdes de toneladas) e da maricultura (5,6 milhdes de toneladas) (FAO, 2014).

O répido crescimento da piscicultura continental pode ser explicado por ser um tipo de
aquicultura mais facil de realizar em paises em desenvolvimento, quando comparado a
maricultura. Atualmente, o setor é responsavel por 57,9% da produgdo mundial de peixes
(FAO, 2014).



1.1. Piscicultura no Brasil

O Brasil possui enorme potencial para a aquicultura. O pais possui 12% da &gua doce
do planeta, uma grande diversidade de espécies que habitam seu territério e um litoral de mais
de oito mil quilémetros. Além da producéo litoranea, a piscicultura é realizada em extensivas
bacias hidrograficas e numa grande quantidade de reservatorios. Estima-se que
aproximadamente 3,5 milhdes de pessoas estdo envolvidas direta ou indiretamente com a
aquicultura no Brasil (FAO, 2014).

Conforme o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), desde 2003, o consumo
nacional por habitante/ano de pescado aumentou, atingindo, em 2013, 14,5 kg (comparando
ao consumo de 2003, que foi inferior a 12 kg) (MPA, 2014). Além disso, em 2011 o pais
produziu aproximadamente 1,25 milhdes de toneladas de peixe, sendo 38% cultivados (MPA,
2014). Segundo a FAOQ, o pais pode chegar a ser um dos maiores produtores do mundo até
2030, tendo condicdes de atingir 20 milhdes de toneladas (FAO, 2014).

O Brasil € o segundo maior produtor de aquicultura na América Latina e Caribe, com
crescimento rapido na piscicultura, de 172,000 toneladas em 2000, a 629,300 toneladas em
2011. A piscicultura de agua doce (tilapias, carpas e algumas espécies nativas) contribuiu com
87% (545,300 toneladas) do total da producdo da piscicultura brasileira em 2011, e a
maricultura, 13%. Mesmo assim, o Brasil € o maior importador de peixe na América Latina
(FAO, 2014).

Durante os ultimos dez anos, a piscicultura vem mantendo um crescimento acima do
esperado no Brasil, superando o da producdo de outras atividades, como suinocultura,
avicultura, etc. No entanto, como o pescado produzido ndo supre a demanda da populacéo, o
pais vem importando cada vez mais, principalmente de paises da Asia, como a China e o
Vietnd (KUBITZA et al., 2013).

Em comparacdo com as outras regides geogréaficas do pais, 0 Nordeste e 0 Sul séo as
maiores produtoras de peixes, correspondendo a 61% da producdo aquicola nacional
(KUBITZA et al., 2013). De acordo com a FAO (2014), as regides Sudeste e Centro-oeste,
juntas, produziram 31%, enquanto a regido Norte foi responsavel por somente 9% da
producdo nacional (FAO, 2014).



A regido sudeste acompanha o perfil do setor no Brasil, resultado do trabalho de um
grande namero de universidades e institutos de pesquisa e fomento por sua capacitacao
tecnoldgica, além da acdo de empresas privadas que encontraram, na aquicultura, uma

atividade lucrativa.

Atualmente, mais de 64 especies de organismos aquaticos estdo sendo cultivados no
Brasil, incluindo uma enorme variedade de peixes de agua doce, nativos da bacia do
Amazonas e de regides pantanosas do Centro-oeste, moluscos (mexilhdes e ostras), crustaceos
(camar®es), tartarugas, jacarés e algas marinhas. As principais espécies de peixes cultivadas
em agua doce sdo: tilapia do Nilo, carpa comum, carpa cabecuda, carpa prateada, pacu,
tambaqui, cachara, pintado, pirarucu, matrinxd e Piracanjuba (Figura 4). As trutas arco-iris
foram introduzidas no pais em 1949, e atualmente sdo produzidas nas regides Sudeste e Sul
(FAO, 2014).

Figura 4. Distribuicdo das principais espécies cultivadas de peixes e crustceos por regido
no Brasil (MPA, 2014).

Com a expansdo da piscicultura no Brasil, observou-se um crescente interesse de
criadores por possiveis causas de prejuizos econdmicos devido a mortalidade decorrente de
problemas de ordem nutricional e sanitaria. Em tempo, a producdo intensiva de organismos

aquaticos estd diretamente relacionada com o aumento da frequéncia de surtos de doencas.



Portanto, cuidados quanto ao manejo e mesmo transporte dos espécimes sd80 necessarios,
minimizando as perdas econémicas na criagdo (MARTINS, 1997).

A aquicultura cresceu bastante desde os anos 1980, mas seu potencial para contribuir
para 0 bem-estar nutricional, seguranca alimentar e desenvolvimento econdmico esta
ameacado pelas doencas transfronteiricas da fauna aquatica. Movimentos globais néo
regulamentados da fauna aquética sdo fonte de graves epidemias. Uma vez que um agente
patogénico € introduzido e se instala no meio ambiente, o seu controle e/ou erradicacéo
tornam-se dificeis. A prevencdo € a melhor estratégia (FAO, 2014).

A etiologia das doengas infecciosas em peixes abrange uma diversidade de agentes:
bacterianos, fangicos, parasitarios e virais (MOELLER Jr., 2013). Devido ao alto risco de
propagacdo destas doencas atraveés do comércio da fauna aquatica, muitas das enfermidades
de peixes sdo listadas como notificaveis pela Organizacdo Mundial da Saude Animal (Office
International des Epizooties - OIE). As doengas de peixes de notificacdo obrigatdria pela OIE
sdo: Necrose Hematopoiética Epizootica, Sindrome Ulcerativa Epizodtica, infeccdo por
Gyrodactylus salaris, Anemia Infeciosa do Salmdo, infeccdo por Alphavirus dos
Salmonideos, Necrose Hematopoiética Infeciosa, doenca pelo Herpesvirus de Carpa Koi
(KHV), doenca do Iridovirus do Robalo VVermelho, Septicemia Hemorragica Viral e Viremia
Primaveril da Carpa.

Dentre as doencas listadas anteriormente, a maioria possui, como agente etioldgico,
um virus. Estas doencas sdo altamente preocupantes e muito dificeis de serem controladas,
uma vez instaladas na populacdo. Além disso, a epidemiologia de muitas dessas doencas

virais € pouco conhecida, sendo necessarios estudos que aprofundem esse aspecto.

1.2. O Virus da Viremia Primaveril da Carpa

O Virus da Viremia Primaveril da Carpa (Spring Viremia of Carp Virus, SVCV) é um
agente altamente contagioso e patogénico, que causa perdas econdmicas e ecologicas
consideraveis a uma variedade de peixes de cultivo e de vida livre, além de camardes Penaeid
(Penaeus stylirostris e P. vannamei) (GARVER et al. 2007; JOHNSON et al., 1999),
principalmente durante a primavera. Como sugere 0 nome, a carpa comum Cyprinus carpio
(incluindo seu variante ornamental, a carpa koi) e outras espécies de carpa representam 0s
hospedeiros primarios (Figura 5), apesar de outros peixes de agua doce serem naturalmente

suscetiveis ao virus, como os peixes dourados (Carassius auratus), a tenca (Tinca tinca), o
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escalo prateado (Leuciscus idus), e o siluro europeu (Silurus glanis). Peixes jovens de
espécies de lagos como o Lucio e a Perca sdo também suscetiveis (FIJAN, 1999; AHNE et al.,
2002; PADHI et al., 2012).

Figura 5. Carpa comum (A) e sua variante ornamental, carpa Koi (B).

O virus causa uma doenca aguda hemorragica e contagiosa, 0 que incluiu a infeccdo
por SVCV na lista de doencas notificaveis no Codigo Internacional de Salde dos Animais
Aquaticos (International Aquatic Animal Health Code) do OIE (ROWLEY et al., 2001).

Anteriormente conhecido como Rhabdovirus carpio, 0 SVCV tem sido detectado e/ou
isolado durante surtos da doenca em mais de 30 paises, incluindo paises europeus como
Austria, Bulgaria, Franca, Alemanha, Gra-Bretanha, Hungria, Italia, Espanha, partes da antiga
Tchecoslovaquia e da ex-Unido Soviética (ex-U.S.S.R.) e lugoslavia (TOMASEC et al., 1964;
FIJAN et al., 1971; BAUDOUY, 1975; AHNE, 1973; KOLBL, 1975; TESARCIK et al.,
1977, BUCKE, FINLAY, 1979; GHITTINO et al.,, 1971, MARCOTEGUI et al. 1992;
ROUDIKOV, 1980; BEKESI, CSONTOS, 1985; SHCHELKUNOV, SHCHELKUNOVA,
1989; WALKER, WINTON, 2010; WOLF, 1988); paises da América do Norte, como 0s
EUA (GOODWIN, 2002; DIKKEBOOM et al., 2004; GARVER et al., 2007; MILLER et al.,
2007; PHELPS et al., 2012) e o Canada (GARVER et al., 2007); na Asia (LIU et al. 2004;
ZHANG, 2002; LIU et al. 2005; TENG et al. 2007); e na América do Sul (ALEXANDRINO
et al. 1998).

A doenga (SVC) € endémica em partes da Europa continental, Russia e paises da ex-
U.S.S.R. Estimativas sugerem que cerca de 4.000 toneladas de peixes em perdas anuais séo
atribuiveis a SVCV, somente na Europa (ZHANG, 2002).

Surtos do virus acometem todas as fases da vida dos peixes (KOUTNA et al., 2003),
mas 0s mais suscetiveis sdo geralmente peixes jovens. As taxas de mortalidade de carpas

jovens podem chegar a 70% durante surtos na primavera, época em que a temperatura da agua
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encontra-se entre 10 e 17°C. Em peixes adultos, as perdas geralmente sdo abaixo de 30%
(AHNE et al., 2002). Surtos de SVCV dependem da temperatura da &gua, idade e condi¢des
dos peixes, densidade populacional dos animais e fatores de estresse (AHNE et al., 2002).

SVCV ¢ o agente etiologico da inflamacao letal hemorragica da bexiga natatoria e
peritonite em carpas e diversas outras espécies de peixes (WOLF, 1988). Animais afetados
apresentam destruicdo tecidual em rim, baco e figado, levando a hemorragias, perda do
equilibrio osmatico e deficiéncia da resposta imune (AHNE et al., 2002).

Os sinais externos mais comuns, em carpas, sdo hemorragias petequiais e/ou focais da
pele e nadadeiras, exoftalmia (Figura 6), distensdo abdominal (ascite peritoneal), fezes
mucoides de coloragdo clara, e guelras inflamadas ou edemaciadas (FIJAN et al. 1971,
AHNE, WOLF, 1977; NEGELE, 1977; AHNE et al. 2002; FLORES, 2007). No entanto,
muito dos animais morrem sem a apresentacdo de sinais clinicos externos visiveis. Portanto,
frequentemente, a primeira indicacdo de uma epidemia é o aumento subito na mortalidade de
peixes (FLORES, 2007).

Figura 6. Pimephales promelas experimentalmente infectado com SVC,
apresentando exoftalmia e hemorragia abdominal (setas brancas) (USGS,
2013).

Os sinais internos sdo peritonite, ascite catarral, enterite hemorragica, visceras
edematosas e hemorragias petequiais na parede interna da bexiga natatoria, de outros 0rgaos
internos, e de masculos esqueleticos (FIJAN et al., 1971; AHNE, WOLF, 1977; NEGELE,
1977; PHELPS et al., 2012). De acordo com JOHNSON et al. (1999), o virus causa mudancas
histoldgicas e mortalidade significante em camardes (LU et al., 1991; JOHNSON et al., 1999;
LU, LOH, 1994).

Na infeccdo experimental por inoculagdo viral na &gua, o virus é detectado
inicialmente nas guelras (NEGELE, 1977), branquias, pele ou na cavidade oral (FLORES,
2007). Em seguida, se replica de forma transitdria em celulas endoteliais e dissemina-se pelo

sangue até os 6rgdos internos. Posteriormente, ocorre a excrecao pelo trato digestorio, através
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das fezes ou da mucosa do intestino e pela urina. Os primeiros sinais, como visceras
edematosas, peritonite, enterite e hemorragias em diferentes 6rgdos podem ser visualizados
em 8 a 11 dias pos-infeccdo (AHNE et al., 2002; NEGELE, 1977).

De acordo com Negele (1977), algumas alteracdes principais sdo observadas nos
estagios finais da doenca, em figado, baco e rim. No figado, foram observados vasos
sanguineos e parénquima hepatico necrosados, degeneracdo adiposa, e hiperemia. No baco,
além de hiperemia, observou-se hiperplasia do endotélio. E no rim, os tdbulos encontram-se
congestionados, e apresentavam degeneracéo hialina.

InfeccBes bacterianas e/ou parasitarias secundarias e concomitantes podem afetar a
taxa de mortalidade e sintomas (FIJAN, 1972). A doenga clinica predomina a temperaturas
entre 5 e 10°C, onde a resposta imune do hospedeiro esta geralmente suprimida ou lenta. No
entanto, o desfecho letal é mais rapido a temperaturas entre 10 e 17°C (AHNE et al., 2002).

A disseminacdo do virus ocorre principalmente através das fezes e urina de peixes
clinicamente infectados e através de animais portadores. O virus excretado pode permanecer
infeccioso na dgua por mais de quatro semanas e na lama por aproximadamente seis semanas,
a uma temperatura de 4 a 10°C (AHNE et al., 2002). Acredita-se que a transmissdo horizontal
(pela agua) seja a rota primaria de infeccdo, mas também pode ocorrer a transmisséo
mecanica através de ectoparasitas vetores de SVCV (AHNE et al., 2002). Possiveis vetores
bioldgicos incluem piolhos das carpas (Argulus foliaceus) e sanguessugas (Piscicola
geometra), assim como aves que se alimentam de peixes, como garcas (AHNE et al., 2002).
Uma fonte adicional de infeccdo pode ser por equipamentos contaminados. Diversos estudos
também apontam a transmissao vertical como possibilidade (fluidos ovarianos em contato
com ovas), além da transmisséo por fémites (AHNE et al., 2002; FLORES, 2007).

Animais infectados tendem a apresentar progressiva deficiéncia de reacdes a estimulos
sensoriais, velocidade de natacdo reduzida e diminuicdo da frequéncia respiratoria. Os peixes
infectados podem ainda apresentar letargia e anorexia, comportamento natatério anormal e
incapacidade de manter a posi¢édo vertical de seu eixo menor, sinais que marcam o estagio
final da doenca (FLORES, 2007).

1.3. Estrutura e Genoma Viral

O Virus da Viremia Primaveril da Carpa pertence ao género Vesiculovirus, familia

Rhabdoviridae, ordem Mononegavirales, e exibe estrutura genémica semelhante a de outros
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rhabdovirus de vertebrados (WUNNER et al., 1995). Consiste de uma particula com formato
caracteristico de projétil, de aproximadamente 80 a 180 nanémetros (nm) de comprimento e
60 a 90 nm de diametro (Figura 7). Seu genoma encontra-se em um nucleocapsideo alongado
e com simetria helicoidal, contornado por uma camada lipoproteica com projecoes
glicoproteicas, e é formado por uma fita simples de &cido ribonucleico (RNA), de polaridade
negativa, de 11.019 pares de bases (pb) (AHNE et al., 2002; GARVER et al., 2007; KNIPE et
al., 2007; FIJAN, 2008).

100um

Figura 7. Microscopia eletronica de SVCV, mostrando virion
em forma de projétil (FIJAN, 2008).

Os virus da familia Rhabdoviridae sdo classificados quanto a taxonomia em seis
géneros: Vesiculovirus, Lyssavirus, Ephemerovirus, Novirhabdovirus, Cytorhabdovirus e
Nucleorhabdovirus. Os rhabdovirus infectam uma grande variedade de espécies, incluindo
artrépodes, plantas e vertebrados. Dentre os virus de vertebrados, existem os que infectam
mamiferos, aves e peixes, e alguns destes sdo de grande importancia para a saude humana e
animal (Tabela 2) (FLORES, 2007).
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Tabela 2. Taxonomia dos Rhabdovirus, com espécies hospedeiras e doengas associadas
(FLORES, 2007).

Os rhabdovirus de peixes sdo classificados em dois grupos antigénicos, baseados nas
propriedades das proteinas e em andlises filogenéticas de sequéncias de genes. O género
Novirhabdovirus abriga o virus da necrose hematopoiética infecciosa (IHNV) e o virus da
septicemia hemorragica (VHSV), além de outros; e o Vesiculovirus inclui o SVCV e varios
rhabdovirus emergentes de peixes que sao muito relacionados aos rhabdovirus de mamiferos
(Tabela 3) (FLORES, 2007).

Tabela 3. Principais rhabdovirus de peixes, com distribuicéo
geogréfica e espécies suscetiveis (FLORES, 2007).

O RNA gendmico dos rhabdovirus possui cinco genes na ordem 3’-N-P-M-G-L-5’,
que codificam cinco proteinas virais, incluindo a nucleoproteina (N), a fosfoproteina
associada a polimerase (P), a proteina de matriz (M), a glicoproteina transmembrana de
envelope (G), e a RNA polimerase RNA-dependente (L) (Figura 8) (KOUTNA et al. 2003;
PADHI et al., 2012).
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Figura 8. Genoma e transcritos de rhabdovirus (SIB, 2015).

A transcricdo e a replicacdo virais séo realizadas quando a proteina L interage com as
proteinas P e N do nucleocapsideo. A glicoproteina (proteina G) de SVCV forma peplémeros
triméricos na superficie viral que se ligam a receptores celulares para induzir a endocitose
viral. A glicoproteina de superficie atua como o antigeno viral de maior importancia,
determinando as propriedades soroldgicas dos rhabdovirus (HILL et al., 1975; JORGENSEN
et al., 1989). A nucleoproteina N € a proteina mais abundante do virion e interage com 0 RNA
viral para formar a estrutura helicoidal do nucleocapsideo, além de ter a funcdo de modular a
transcricdo. A fosfoproteina P € um componente do nucleocapsideo dos rhabdovirus que,
associada as proteinas L e N, € necessaria para a transcricdio (WUNNER et al., 1995; ROY,
1981). Semelhante aos outros vesiculovirus, SVCV possui uma proteina de matriz M, cujas
funcGes sdo formar a estrutura do virion e ligar o nucleocapsideo com os dominios
citoplasmaticos da proteina G, integrada no envelope lipidico viral (Figura 9) (WALKER
et.al., 2000; FLORES, 2007).

Figura 9. Componentes da estrutura viral dos rhabdovirus
(FLORES, 2007).
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1.4. Ciclo Replicativo

O ciclo replicativo da familia Rhabdoviridae inicia-se com a interacdo da
glicoproteina G do envelope viral com receptores na superficie celular do hospedeiro. Ocorre,
em seguida, a adsor¢do e penetracdo dos virions por endocitose. No interior do endossomo,
sob pH &cido, a proteina G promove a fusdo do envelope viral com a membrana da vesicula
endocitica, liberando assim o complexo ribonucleoproteina no citoplasma e a fita simples de
RNA negativa é transcrita pelo complexo polimerase que esta presente no virion (FLORES,
2007).

A traducdo dos RNAs mensageiros (MRNA) estd associada com o processo de
transcricdo, e a quantidade de cada proteina reflete a abundancia relativa de cada mRNA.
Apbs a traducdo das proteinas virais pelos ribossomos, o complexo polimerase realiza a
transicdo do modo de transcricdo para 0 modo de replicacdo do genoma, sintetizando cadeias
completas do RNA com sentido positivo (que se conjugardo com a proteina N para servir de
molde para a sintese de copias de RNA de sentido gendmico) (FLORES, 2007).

Apbs a sintese de copias negativas de RNA, estas podem servir para transcri¢ao e
replicacdo, ou podem ser encapsidadas nas particulas virais pela interacdo da proteina N com
a proteina de matriz (M). O brotamento subsequente na membrana plasmatica é mediado pela
interacdo da proteina M com a glicoproteina G (Figura 10) (FLORES, 2007).

De acordo com BJORKLUND et al. (1997), SVCV causa a morte celular por inducéo
de apoptose. Ocorrem mudancgas morfoldgicas nas células, como reducdo de volume celular,
blebbing de membrana e formacao de corpusculos apoptoticos, 36 horas apos infeccdo. Apos
40 horas, mais de 70% de células infectadas por SVCV encontram-se apoptéticas
(BJORKLUND et al. 1997).
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Figura 10. Ciclo replicativo da familia Rhabdoviridae, com base no Virus da Estomatite Vesicular
(VSV). 1- Adsorgdo; 2- Endocitose; 3- Fusdo do endossomo com o envelope viral e liberagdo do
nucleocapsideo no citosol; 4- Transcri¢do génica; 5- Traducdo; 6- Producdo de proteinas virais (N, P, M,
G, e L); 7- Sintese de RNA complementar; 8- Sintese de copias gendmicas; 9- Transporte até membrana;
10- Interacdo com proteinas M e G; 11- Brotamento e saida da proteina viral (FLORES, 2007).

1.5. Grupos filogenéticos

Estudos conduzidos com base em analises filogenéticas utilizando uma regido de 550
nucleotideos (nt) do gene da glicoproteina (G) (WARG et al., 2007) tém sido realizados para a
caracterizacdo de SVCV (JOHNSON et al. 1999; ORESHKOVA et al. 1999; JOHANSSON
et al. 2001; AHNE et al. 2002; KOUTNA et al. 2003; STONE et al. 2003; LIU et al. 2004;
DIKKEBOOM et al. 2004). Desta forma, o virus possui quatro subtipos distintos. Todos 0s
isolados de SVCV pertencem a um unico grupo génico (I) que compreende quatro subgrupos,
ou genogrupos (la-1d). Estes subgrupos diferenciam-se geograficamente em Asia (genogrupo
la), Leste Europeu (Ib), Estados da ex-U.S.S.R. (Ic) e do Oeste Europeu (Id) (Tabela 4)
(STONE et al. 2003).
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Tabela 4. Isolados de rhabdovirus incluidos nos estudo de Stone et al. (2003), demonstrando os 4
genogrupos distintos. SVCV: Virus da Viremia Primaveril da Carpa; PFR: Rhabdovirus Pike Fry
(STONE et al., 2003).

Os virus do subgrupo la foram isolados na Inglaterra, China, EUA e Canada
(GARVER et al., 2007; MILLER et al., 2007; SHEPPARD et al.,2007; TENG et al., 2007;
ZHANG et al., 2009). Os do subgrupo Ib e Ic consistem de virus isolados de Moldova,
Ucrania e Russia (STONE et.al., 2003). E o subgrupo Id consiste de isolados virais do Reino
Unido, Alemanha e Austria (ROWLEY et al., 2001; HOFFMANN et al., 2005; BASIC et al.,
2009; PADHI et al., 2012).

A partir desta descricdo, SVCV tem sido relatado em carpas comuns de vida livre e
cultivadas, em diversos Estados dos EUA e no Canadd (GARVER et al., 2007). Anélise
filogenética destes isolados revelou que todos os isolados de SVCV na América do Norte
agrupam-se no genogrupo la, que inclui isolados da Asia. Isto sugere que os isolados dos
EUA e do Canada podem ter suas origens na Asia (STONE et al. 2003; DIKKEBOOM et al.,
2004).

Essa identificacdo conferida pelo sequenciamento dos genes dos isolados nos permite
investigar as trajetdrias migratdrias, as fontes de virus em surtos e seu padrdo de evolugéo ao
longo do tempo (STONE et al. 2003).
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1.6. Métodos Profilaticos e Diagnostico

Medidas de profilaxia e controle de SVCV por meio da vacinagdo estdo em
desenvolvimento. Carpas vacinadas intraperitonialmente ou via oral, com virus vivo, podem
desenvolver resisténcia a reinfeccao, que pode durar varios meses, inclusive durante o inverno
(FIJAN et al. 1977; FIJAN, 1988; FIJAN, 1999). Uma preparacdo comercial de SVCV
inativado para aplicagao intraperintoneal obteve resultados positivos em vacinagOes de carpas
na Europa ocidental (TESARCIK et al. 1981). No entanto, mais pesquisas sao necessarias.

Diversos testes diagndsticos estdo disponiveis para a deteccdo do SVCV, incluindo
ensaios de Transcricdo Reversa — Reagdo em Cadeia de Polimerase (Reverse Transcription-
Polimerase Chain Reaction - RT-PCR) e sequenciamento, isolamento viral em culturas de
células, microscopia eletrbnica, testes de neutralizacdo viral, ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay), entre outros. No entanto, a maioria consome tempo e ndo sdo
adaptados para diagndstico a campo. A prevencdo da disseminacdo do virus é crucial,
portanto, deve-se conhecer mais sobre o SVCV e como ocorre sua transmissdo (SHIVAPPA,
2008).

Uma maneira eficaz de se evitar perdas econémicas devido ao SVCV é o uso de
medidas de biosseguridade nos criatorios, evitando-se a introducdo do agente. Algumas dessas
medidas sdo: treinamento especializado de funcionarios; registro de entrada de novos animais;
quarentena; avaliacdo da agua e dos equipamentos utilizados no criatorio; uso de ovas ou
estoques de peixes certificados como livres de patdgenos; criacdo de peixes jovens em agua
livre de contaminacdo por virus como &gua de pocos, dgua tratada com luz ultravioleta,
clorada/desclorada ou tratada com o0z6nio (tratamentos inativadores de rhabdovirus de
peixes); tratamento de equipamentos com compostos contendo iodo (iod6foros) ou
hipoclorito; evitar mistura de ovas de varias fémeas durante a postura; e inspecao sanitaria de
peixes cultivados e ornamentais.

Os rhabdovirus possuem infectividade razoavelmente estavel sob condigOes
ambientais, especialmente em pH alcalino (FLORES, 2007). No entanto, os virions tornam-se
ineficazes sob pH 3, em solventes lipidicos e a temperatura de 56°C. O virus € inativado
quando exposto a formalina (3%), cloro (500 partes por milhdo - ppm), iodo (0,01%), NaOH
(2%), radiacéo ultravioleta - UV (254 nm) e radiagdo por raios gamma (103 krads), durante 10
minutos. Ciclos de congelamento-descongelamento inativam parcialmente o virus (AHNE et
al., 2002).
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Surtos de SVCV causam perdas econdmicas significantes a industrias aquicolas ao
redor do mundo (WALKER, WINTON, 2010; MILLER et.al. 2007; AHNE et.al., 2002).
Relatos recentes da doenca SVC em peixes de vida livre e a expansdo de seu alcance
geografico e de hospedeiros, representam uma grande ameaca, ndo somente a industria
aquicola e de peixes ornamentais, mas também para as populacdes endémicas de peixes de
vida livre (DIKKEBOOM et. al., 2004).

Diante da importancia econdémica da piscicultura no Brasil e da falta de conhecimentos
sobre a ocorréncia de SVCV no pais, empreendeu-se o presente projeto envolvendo um
estudo sobre a possivel circulagdo de SVCV em peixes no interior do estado de S&o Paulo
(regiGes nordeste e centro-leste) e em outras regides, enfocando-se o diagnostico laboratorial
através de técnicas moleculares. Espera-se que o0s resultados obtidos possam ser utilizados
como subsidios para o desenvolvimento e estabelecimento de potenciais estratégias de

controle dessa doenca na aquicultura brasileira.
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2. JUSTIFICATIVA

O virus da Viremia Primaveril da Carpa (SVCV) causa graves problemas econdmicos
e ecoldgicos ao redor do mundo, sendo transmitido para diversas espécies de peixes e
camardes, através de excretas, pela agua, por contato e por vetores. O virus induz taxas de
letalidade de até 70% aos animais infectados, podendo estes ser jovens ou mesmo adultos. O
virus ja foi isolado e ou detectado em paises europeus, na Asia e nas Américas, incluindo no
Brasil, porém, até o presente momento, sem qualquer tipo de caracterizacdo molecular, tema

no qual a presente investigacdo pretende contribuir.

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo foi investigar a presenca de SVCV em peixes de
pisciculturas e rios das regides nordeste e centro-oeste do estado de Séo Paulo, e de criacfes
do Ceard, Bahia e Minas Gerais, no periodo de 2013 a 2015, mediante diagndstico laboratorial

por técnicas moleculares. Para tanto, os seguintes objetivos especificos foram estabelecidos:

- Caracterizar os peixes coletados de acordo com a espécie e quanto a presenca ou auséncia de
sinais clinicos de doenca infecciosa, dentro da regido compreendida pelas bacias hidrograficas
dos rios Mogi-Guagu e Pardo, e de outras regides produtoras do pais, situadas nos estados do
Ceard, Bahia e Minas Gerais, incluindo coleta em criacbes comerciais e de espécimes de vida

livre;

- Realizar o diagnostico molecular de infec¢gdes causadas por SVCV pelas técnicas de RT-
PCR (Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction) e RT-nested PCR, incluindo a

padronizacdo dessa Ultima, a partir de amostras clinicas dos espécimes coletados;

- Realizar a caracterizacdo molecular dos fragmentos gendmicos obtidos, por sequenciamento
nucleotidico e analise filogenética envolvendo sequéncias de estirpes descritas na literatura

e/ou depositadas em bancos de dados pertinentes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Coleta de peixes e amostras

Os peixes caracterizados no presente estudo foram adquiridos em pisciculturas e em
rios, através de coletas realizadas pela equipe do Laboratério de Higiene Zootécnica,
Departamento de Medicina Veterinaria, Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos
(FZEA-USP), Pirassununga-SP, bem como pela colaboracdo de pesquisadores de outras
instituicbes como o Centro Nacional de Pesquisa e Conservacdo de Peixes Continentais
(CEPTA/ICMBIO0), Pirassununga-SP, e Aquivet Salude Aquatica, Sdo José do Rio Preto-SP,
que gentilmente cederam espécimes coletados para atenderem a programas de monitoramento
sanitario ou que vieram a Obito por causas ndo diagnosticadas.

Um total de 306 peixes foi coletado durante o periodo do projeto, entre 2013 e 2015,
provindos de pesqueiros e rios das regides nordeste e centro-leste do estado de S&o Paulo,
além de alguns provenientes de criacdes do Ceara, Bahia e Minas Gerais. O material foi
recebido de trés formas: animais vivos doentes (eutanasiados posteriormente), espécimes
mortos por motivo desconhecido e amostras previamente coletadas, dignosticadas como livres
de outras doencas infecciosas, e enviadas para o diagnostico molecular de doengas virais. Os
animais recebidos foram caracterizados quanto a espécie, regido de origem, e se eram de vida-
livre ou de criagBes comerciais. Em seguida, foram examinados para a presen¢a ou auséncia
de lesdes clinicas, detalhes os quais eram registrados por escrito e fotografados, e
eutanasiados (Figura 11). Os peixes entdo eram acondicionados em sacos Ziploc® e
armazenados a -20°C em freezer até a coleta de tecidos para diagndstico molecular. Os
procedimentos de coleta e eutanasia dos espécimes, bem como o processamento das amostras
teciduais, foram realizados de acordo com o protocolo n° 13.1.542.74.6, aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FZEA-USP (no item 9. ANEXO).



22

Figura 11. Achados macroscopicos externos em peixes submetidos a
diagndstico molecular. (A) Tilapia (peixe n° 166) preparado para autdpsia.
Observam-se pontos hemorragicos na boca, guelras e nadadeiras (setas); (B)
Carpa (peixe n°168). Observa-se lesdo em nadadeira caudal (seta).

A retirada dos orgaos foi realizada no Laboratorio de Higiene Zootécnica da FZEA-
USP, utilizando-se material cirargico estéril e tubos Eppendorf 1,5 mL (Figura 12). Os 6rgéaos
colhidos foram: figado, baco, rim e, ocasionalmente, cérebro (abreviados por F, B, R, e C,
respectivamente). O material coletado era de aproximadamente 0,5 cm de diametro. Para cada
peixe examinado foi composto um pool (mistura) de tecidos, de aproximadamente 50mg.
Caso ocorresse alguma positividade do pool (P), tinhamos tubos contendo fragmentos
separados dos 6rgdos descritos, para sabermos qual 6rgdo estaria infectado. Os fragmentos
foram pesados, misturados a 1,0 mL de Trizol® e macerados com o uso de pistilos
descartaveis autoclavdveis. ApOs maceracdo, o0s tubos foram entdo centrifugados e
armazenados em freezer a -80°C (80°C negativos) para ensaios posteriores, ou seguia-se a

extracdo de RNA.
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Figura 12. Achados macroscépicos em necropsia de peixes submetidos
ao diagnostico molecular. (A) Tildpia (peixe n° 166) apés abertura
ventral, com tesoura anatémica e bisturi estéreis; (B) Carpa (peixe n° 168)
apos abertura ventral. Observa-se hemorragia abdominal (seta).

4.2. Extracédo de RNA

A extracdo de RNA dos tecidos foi realizada pelo método de Trizol® (Life
Technologies, EUA) de acordo com instrucGes do fabricante. Resumidamente, 250 pL de
amostra clinica foram homogeneizadas em 750 pL de Trizol® e centrifugadas a 12.000 x g
por 15 minutos (min) para separagdo das fragBes ricas em RNA e DNA/proteinas. A fracéo
superior, rica em RNA, foi lavada com cloroférmio e precipitada com isopropanol (Merck,
EUA). O RNA precipitado em isopropanol foi lavado com alcool 70%, secado e
ressuspendido em H,O tratada com DEPC (Pirocarbonato de dietilo) (Promega, EUA). A
concentracdo de RNA extraido foi mensurada utilizando espectrofotdmetro (DS-11/DS-11+

Spectrophotometer, DeNovix, EUA).
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4.3. Transcricdo Reversa (RT)

A transcricdo reversa (RT) foi realizada logo ap6s a extracdo, evitando assim a
degradacao do RNA extraido. O kit utilizado foi a ImProm II™ Reverse Transcription System
(Promega, EUA). As condictes da reacao foram: 4 uL de RNA (até 1,0 pg/reacdo) acrescido
de 1 puL de primer randdomico (Promega, EUA) na concentracdo de 10 puM (micromolar)
foram pipetados em tubo Eppendorf de 0,2 mL, identificados quanto ao nimero da amostra e
data de processamento, e acondicionados em termociclador a 70°C durante 5 min. Em
seguida, foram incubados em gelo durante 5 min. Ap6s uma breve centrifugacéo (spin), foram
adicionados os seguintes reagentes a reacdo: 3,2 L de d&gua DEPC (Promega, EUA); 4,0 puL
de Reaction Buffer (ImProm II™ 5X); 4,8 uL de MgCl, a 25 mM; 1,0 uL de dNTP Mix (5
mM); e 1,0 uL ImProm II™ Reverse Transcriptase. Os tubos, entdo, foram incubados em
termociclador nas seguintes condig¢fes: 25°C/5 min, 42°C/60 min, 70°C/15 min e 4° C/w
(tempo indeterminado).

Finalizada a reacdo, os cDNAs (DNAs complementares) foram quantificados em

espectrofotbmetro para posteriores reacdes de PCR.

4.4. Padronizagao de reagentes moleculares

4.4.1. Sintese de controle positivo e desenho de primers

Realizou-se a padronizacdo das reac6es em cadeia de polimerase (PCRS) subsequentes
utilizando um controle sintético de 489 pb (pares de bases) do gene G de SVCV. O fragmento
do gene foi sintetizado pela IDT (Integrated DNA Technologies, EUA), apds alinhamentos e
analises de sequéncias de SVCV presentes no GenBank. Com os alinhamentos, foi possivel
determinar uma regido de alta conservagdo entre as sequéncias, e, assim, foram desenhados
trés pares de primers. O par externo, denominado Outer-Outer (O-O) (3946F e 4370R)
objetivava um fragmento de 425 pb do gene G de SVCV, enquanto os outros dois pares
visavam amplificacdo de fragmentos internos e intermediarios (Inner-1; e Middle-M,

respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 5. Primers desenhados e sintetizados para deteccdo do gene G de SVCV, contendo sequéncia de
nucleotideos no senso positivo, tamanho dos oligonucleotideos e nomenclatura.

Primers Tamanho (nt) Sequéncia (+) Nomenclatura
3946-F 24 GGATTAGACTTGATTGACACAGTC Outer F
4004-F 25 GTGAAGGGACTAAAAGGAAAATCAA Middle E
4121-F 27 TAGAGAGAGGGAGCACTACTTATATCA Inner E
4290-R 23 AAAGGGAAAGATGGGAAGATCCA Inner R
4336-R 23 GATAGAATCAGGAATCATAGATG Middle R
4370-R 24 ACATGCTTTCCAAGCCGATATTAT Outer R

4.4.2. Clonagem do fragmento sintético para estoque

Apoés verificagdo da viabilidade do controle por meio de PCR objetivando um
fragmento de 425 pb do gene G de SVCV, foi realizada a clonagem do controle positivo,
utilizando-se vetor pGEM-T® (Promega, EUA) (Figura 13). Ap6s visualizacdo de coldnias
contendo o inserto, utilizando protocolo com X-Gal (20mg de XGal/lmL de
dimetilformamida) e IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside) (0,8M), um total de 17
col6nias foram identificadas, das quais uma foi escolhida (clone 7) para utilizar durante a
otimizacdo das PCRs.

O produto das reacdes de ligacdo entre o vetor e o fragmento do PCR foi transformado
por eletroporacdo em bactérias Escherichia coli DH10-B. As coldnias selecionadas foram
entdo incubadas overnight em caldo LB (Luria Bertani) (Gibco, EUA), para crescimento
(BERTANI, 2004). Esse material foi posteriormente centrifugado e o sedimento resultante foi
submetido a extracdo plasmidial (Miniprep), utilizando kit da Macherey Nagel®. A entrada do
inserto de interesse no vetor pGEM-T® (Promega, EUA) foi confirmada por PCR com os
primers M13F/M13R.
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Figura 13. Mapa do vetor pGEM-T®.

Todos os clones foram quantificados utilizando NanoDrop (Thermo Fisher, EUA) e,
baseado na concentracdo (ng/uL) e leitura de absorbancia a 260/280, foi escolhido o clone 7,
por apresentar maior grau de pureza (1,85). Em seguida, foi realizada eletroforese do produto
de PCR do clone, usando os primers M13 (10 mM). Apos visualizacdo do clone em gel de
agarose (1,5%), foi realizada a purificacdo, a partir do produto de PCR, utlizando o kit
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA). Em seguida, foi realizado o

sequenciamento nucleotidico.

4.4.3. Sequenciamento do clone

A partir da quantificacdo do produto de PCR (66 ng/uL) e da observacdo de sua
intensidade no gel de agarose, foi determinada a quantidade de produto a ser utilizada na
reacdo de sequenciamento bidirecional (primers em sentido senso e antissenso). O kit de
sequenciamento utilizado foi o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction
(Life Technologies, EUA). Na reacdo, foram colocados os seguintes reagentes em tubos
Eppendorf de 0,2 mL: 11,2 pL de H,O DEPC (Promega, EUA); 4,0 uL de Ready React Mix
(BigDye™ Terminator v3.1); 2,0 uL de Big Dye™ Sequencing Buffer; 1,6 uL (10pmol/pL)
de primer; e 1,2 pL (10 ng) de DNA, para um total de 20 pL por reacdo. Foram preparados 4
tubos, para cada primer: M13F; M13R; 3946F; e 4370R. Apos o sequenciamento do clone,
foi observado que o produto tinha 709 pb (inserto e plasmideo).

O célculo do numero de cépias de plasmideo por pL foi determinado conforme a

formula expressa na Figura 14, associado a um software online (URI Genomics & Sequencing
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Center). A partir desse célculo, foi possivel saber a quantidade de moléculas ou cépias de
virus que havia por uL de reacdo. A partir do célculo abaixo, pudemos confirmar que, em

nosso controle, havia 8,62 x 10*° moléculas de nosso fragmento/pL de reacéo.

i massa da amostra [quantificacdo espectrofotométrica (g) X 6,02.10%3]
N¢ de moléculas =

massa do clone [massa de 1 mol do total de pb (g)] ||

Figura 14. Célculo do nimero de moléculas do clone, por reacao.

4.4.4. Determinacdo do limite de deteccéo do controle

Para otimizar a reagdo de PCR, inicialmente foram feitas diluicbes do controle em
agua livre de RNAses. A partir do tubo Eppendorf contendo o clone 7, foram pipetados 5,0
puL e entdo colocados em outro tubo contendo 45,0 uL de agua DEPC, obtendo-se uma
diluicdo de 10, a partir da qual procedeu-se a diluicéo serial de base 10 até a diluicdo 10™%°.
A partir destas dilui¢des, foram realizadas PCRs para SVCV (PCR e nestedPCR), seguidas
por eletroforeses para observar o limite de detec¢cdo do fragmento clonado.

Primeiramente, foi realizada a PCR utilizando-se primers com o objetivo de se
amplificar 425 pb do gene G de SVCV (externos). Cada tubo foi numerado quanto ao numero
de diluicdo do controle, data e primers utilizados. Em cada tubo de 0,2 mL foram colocados
0s seguintes reagentes: 8,5 pL de H,O DEPC; 1,0 uL (10 uM) de 3946F; 1,0 uL (10 uM) de
4370R; 12,5 pL de GoTag® Colorless MasterMix 2X (Promega, EUA); 1,25 pL de
dimetilsulfoxido - DMSO (0,1%) e 1,0 pL (< 250 ng) de DNA. A PCR seguiu as condicdes
descritas, a seguir, em “1° round de PCR” ou PCRL1 (item 4.5.2).

Depois de realizada a primeira PCR, usando primers externos que objetivaram a
amplificacdo de um fragmento de 425 pb do gene G de SVCV, foi realizada a segunda PCR,
ou nestedPCR, para amplificacdo de fragmento interno de 170 pb do gene G (combinacéo de
primers internos I-1, descrito posteriormente, em 4.4.6.). A reagéo de nestedPCR foi realizada
utilizando-se 1,0 pL de produto da primeira PCR, colocado num tubo Eppendorf, contendo os
mesmos reagentes (exceto o DNA e primers) da primeira reacdo. Os primers utilizados nesta
reacdo foram o 4121F e 0 4290R, e ambos estavam na concentragéo de 10 uM. Esta segunda
PCR seguiu as condi¢des apresentadas no item 4.5.2, em “nestedPCR”.

Realizadas as duas PCRs (PCR1 e nestedPCR) do controle, foram entdo visualizadas

as amplificacOes através de eletroforese em gel de agarose a 1,5%.
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4.4.5. Spiking de tecidos com o controle positivo

Posteriormente a padronizacdo das diluicdes do controle, foi realizado experimento
com inoculacdo proposital (spiking) de virus em tecidos provenientes de um peixe
sabidamente ndo infectado, denominado Peixe da Padronizacdo (PP), adquirido de
estabelecimento comercial (supermercado). O ensaio de spiking trata-se de um experimento
importante na padronizacdo do diagndstico molecular, pois mimetiza as condi¢des reais dos
processos realizados na deteccdo viral em tecidos, desde a extragdo de acidos nucleicos a
amplificacdo do agente em ensaios de PCR. Com relacdo aos resultados obtidos, pode-se

determinar a sensibilidade do ensaio através do limite de detecgdo do virus.

A remocéo dos 6rgéos (figado e rim) do peixe foi realizada de maneira idéntica a dos
peixes utilizados no estudo, com materiais cirdrgicos autoclavados e em ambiente estéril,
além da extracdo de RNA e RT-PCR. Foram aliquotados 25 fragmentos, de aproximadamente
50 mg cada, de ambos os 6rgdos, sendo 10 fragmentos de rim e 15 de figado, e colocados em
tubos Eppendorf de 2,0 mL, contendo aproximadamente 750 pL de Trizol® e uma esférula
metalica. Em seguida, foram colocados em equipamento para preparar macerados e
homogeneizar tecidos (TissueLyser LT, Qiagen, EUA). A extracdo de RNA dos tecidos e a
transcricao reversa seguiram protocolos iguais aos realizados nos peixes do estudo, descritos
nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

Apoés a RT, verificou-se primeiramente se a extracdo e a RT obtiveram éxito, atraves
da realizacdo de PCR visando amplificacdo de fragmento de actina de peixe (fish actin),
seguindo o protocolo descrito no item 4.5.1.

Na sequéncia, foi feita a inoculacéo das diluicdes do controle positivo em preparacgdes
de cDNA no espécime de peixe utilizado para a padronizacdo (PP). Do total de 25 fragmentos
colhidos, foram utilizados 9 provenientes do rim do animal. Tubos de 0,2 mL foram
identificados quanto ao numero da amostra (1 a 9), a dilui¢do inoculada e a reacdo de PCR
(PCR1 ou nestedPCR). Optou-se por se utilizar os pontos de diluicdes de 10 até 102, para
se evitar desperdicio de controle e devido a intensidade da banda no gel do controle diluido.

Em cada tubo foram colocados os seguintes reagentes: 7,25 uL de H,O DEPC
(Promega, EUA); 1,0 uL (10 uM) de PF; 1,0 puL (10 uM) de PR; 12,5 pL de GoTaq® Master
Mix 2X (Promega, EUA); 1,25 uL de DMSO (0,1%) e 1,0 pL de cDNA (< 250 ng) do PP
com 1,0 pL de controle diluido, para um final de 25 uL de reacdo. Para as nestedPCRs, 0s

reagentes usados foram os mesmos, porém, utilizando-se 2,0 pL do produto proveniente da
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primeira reacdo (volume final de 25 pL de reacdo). Em seguida, foram realizadas
eletroforeses das PCRs dos ensaios de spiking.

4.4.6. Padronizagao dos primers utilizados nas PCRs

Com a confirmacéo da funcionalidade do controle positivo frente a PCR, foi realizada
a padronizacdo quanto a combinacdo de primers utilizados nas PCRs para detec¢do do virus
nas amostras, além da temperatura ideal de anelamento. Nesta etapa, foi utilizada a diluicéo
de 10 do controle positivo, por ter sido o limite de detec¢do da primeira PCR.

Inicialmente, foram realizadas nestedPCRs do controle positivo, utilizando diferentes
combinagdes de primers. Os primers da PCR1 continuaram sendo 3496 FOR e 4370 REV (O-
O). As combinagOes dos primers internos seguem na Tabela 6. As PCRs utilizando as
combinagbes de primers da tabela resultavam em produtos de tamanhos diferentes. Quando
realizada a PCR com primers M-I, o produto foi de 287 pb; com primers M-M, 333 pb; com
primers I-1, 170 pb; e com primers I-M, 215 pb.

Tabela 6. Combinag6es de primers utilizados na nestedPCR.

Primers 4290 REV (Inner-1) 4336 REV (Middle-M)
4004 FOR (Middle-M) 10% 10™: 107 (M-1) 10™%% 10™; 107 (M-M)
4121 FOR (Inner-I) 1012 10 102 (1-1) 10%%: 10 10" (1-Mm)

A partir das combinagdes indicadas na tabela acima, foram realizadas PCRs utilizando
trés diluicdes do controle positivo: 10%°, 10™ e 102 Apés as PCRs, foi feita eletroforese em
gel de agarose (1,5%) para observar amplificacdo (Figura 15). Foi observada maior
sensibilidade de detec¢do quando utilizada a combinagéo I-1, que permitiu detectar o controle

até a diluicdo 1012 (amplificagéo de 170 pb).
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Figura 15. Gel de agarose de PCRs, utilizando combinag¢fes de primers exibidas na tabela 6. Canaleta 1:
marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2 a 4: combinacdo M-I; canaletas 5 a 7:
combinacdo M-M; canaletas 8 a 10: combinacéo I-I (retangulo vermelho); canaletas 11 a 13: combinagdo 1-M.

Em seguida, foram testadas as diferentes temperaturas de anelamento da primeira
reacdo de PCR (PCR1) e da nestedPCR. Na PCR1, para cada temperatura estabelecida, foram
preparados quatro (4) tubos de PCR, contendo os reagentes descritos no item 6.5.2, e 1,0 L
da diluicdo 10™° do controle positivo. As temperaturas foram: 52, 54, 56, 58, 60 e 62°C. Ap6s
as PCRs, foi feito gel de agarose 1,5% para visualizacdo da amplificacdo (Figura 16).
Observou-se melhor amplificagdo utilizando temperatura de anelamento a 58°C. Desta forma,
optou-se por utilizar a temperatura de 56°C como de anelamento para a primeira PCR (PCR1).
A temperatura inferior foi estabelecida para garantir a probabilidade de anelamento e geracédo

de produto.

Figura 16. Gel de agarose de PCRs com primers externos, da diluicdo 10™ do controle positivo, utilizando
diferentes temperaturas de anelamento. Canaletas 1, 10 e 19: marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific,
EUA); canaletas 2-5: 52°C; canaletas 6-9: 54°C; canaletas 11-14: 56°C; canaletas 15-18: 58°C; canaletas 20-23:
60°C; e canaletas 24-27: 62°C.
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Na padronizacdo da temperatura de anelamento da nestedPCR foram utilizados dois
(2) tubos de PCR para cada temperatura estabelecida, contendo os reagentes descritos no item
6.5.2, e 1,0 pL da diluicdo 10™° do controle positivo. As temperaturas foram: 54, 56, 58, 60 e
62°C. Apds as PCRs, foi feito gel de agarose 1,5% para visualizacdo da amplificacdo (Figura
17). Observou-se amplificacdo idéntica de 54 a 60°C e uma banda com intensidade inferior
em 62°C. Desta forma, como na PCR1, optou-se pela temperatura de 58°C como temperatura

de anelamento da nestedPCR, e ndo de 60°C, garantindo assim a sensibilidade do ensaio.

Figura 17. Gel de agarose (1,5%) de nestedPCRs com primers da combinaco I-1, da diluicdo 10™*°
do controle positivo, utilizando diferentes temperaturas de anelamento. Canaletas 1 e 13: marcador
de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2 e 3: 54°C; canaletas 4 e 5: 56°C; canaletas 6
e 7: 58°C; canaletas 8 e 9: 60°C; canaletas 10 e 11: 62°C; e canaleta 12: controle negativo da
nestedPCR. (Asteriscos amarelos — bandas de 500 pb do marcador).

A partir da padronizagdo da combinagéo de primers e da temperatura de anelamento,

foram determinadas as condicdes das PCRs a serem desenvolvidas no estudo.

4.5. Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

4.5.1. Deteccgdo do controle enddgeno

A PCR do controle enddgeno é de grande importancia, pois prova que as etapas de
extracdo e RT tiveram éxito, além de assegurar a funcionalidade dos reagentes da prépria
PCR. O ensaio seguiu protocolo semelhante ao das PCRs para SVCV, utilizando o mesmo kit
(GoTag® Colorless MasterMix 2X — Promega, EUA), porém, com outros parametros de
temperatura e tempos de ciclagem no termociclador, além de primers (FishActin-For e

FishActin-Rev) direcionados a amplificagdo de fragmento de 139 pb do gene da actina de
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peixe (Tabela 7). Tubos Eppendorf de 0,2 puL foram identificados quanto a data e amostra,
colocando-se os seguintes reagentes: 8,25 uL de H,O DEPC (Promega, EUA); 1,0 pL (10
M) de primer FishActin-For; 1,0 puL (10 puM) de primer FishActin-Rev; 12,5 pL de GoTag®
MasterMix 2X (Promega, EUA); 1,25 pL de DMSO (0,1%); e 1,0 pL (< 250 ng) de cDNA de
amostra, para um final de 25 pL de reagédo de PCR. As condigdes de ciclagem desta PCR
foram: 95°C/2 min; 30 ciclos a 95°C/30 seg, 55°C/30 seg, e 72°C/15 seg; 72°C/5 min; e 4°C/o0.
Apobs identificacdo de amplificacdo por eletroforese utilizando esses primers, foram realizadas

as proximas etapas da deteccdo do SVCV.

Tabela 7. Primers de actina de peixe utilizados na deteccéo do controle endégeno.

Primers Tamanho (nt) Sequéncia Produto
FishActin-For 20 GGAGAAGATCTGGCATCACA
} 139 pb
FishActin-Rev 21 GTTGAAGGTCTCGAACATGAT

4.5.2 Deteccdo de SVCV

Com a padronizacdo do controle positivo e verificagdo de amplificacdo do controle
enddgeno, iniciou-se a deteccdo do virus nas amostras. A PCR e a nestedPCR das amostras
foram realizadas utilizando o protocolo GoTaq® Colorless Master Mix (Promega, EUA),
como na PCR do controle endégeno. Os primers das PCRs objetivaram amplificacdo de
fragmentos de 425 pb (PCR1, ou, Outer-Outer) e de 170 pb (nestedPCR, ou Inner-Inner)
(Tabela 5), respectivamente, do gene G de SVCV. Como controles negativo e positivo, foram
utilizados, respectivamente, agua livre de nucleases e a dilui¢éo 10™'° do fragmento sintético
de 489 pb do gene G do virus.

Em cada tubo Eppendorf de 0,2 mL, foram adicionados os seguintes reagentes, de
PCR, com volume final de 25,0 pL: 8,25 puL de H,O DEPC (Promega, EUA); 1,0 pL de PF
(10 uM); 1,0 pL de PR (10 pM); 12,5 pL de GoTaq® MasterMix 2X (Promega, EUA); 1,25
puL de DMSO (0,1%); 1,0 uL de cDNA ou &gua (controle negativo).

A amplificacdo de cDNA foi realizada sob as seguintes condicdes, em termociclador:
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- 1°round de PCR (PCR1 ou O-0): desnaturagéo a 95°C por 2 min; 45 ciclos de desnaturagéo,

anelamento e extensdo a 94°C/40 seg, 56°C/40 seg, e 72°C/40 seg, respectivamente; extensdo
final de 72°C por 5 min; e 4°C/c0.

- nestedPCR (I-1): desnaturacao inicial a 95°C por 2 min; 45 ciclos de amplificacdo a 94°C/40
seg, 58°C/40 seg, 72°C/40 seg; 72°C/5 min; 4°C/w.

Os amplicons obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (1,5%) em
tampdo Tris-Acetato/EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) (TAE 1X), incluindo-se
marcador (ladder) de tamanho molecular 100 pb (GE Healthcare, EUA). Posteriormente, 0s
géis foram corados em solugdo de SYBR® Gold nucleic acid gel stain (Life Technologies,
EUA), e observados & luz UV, utilizando-se sistema de fotodocumentagdo L-Pix ST e
software L-Pix Image (Loccus Biotecnologia, Brasil). Além desta forma de observacdo de
amplificacdo em gel de agarose a luz UV, alguns géis foram corados com SYBR® Gold
(Invitrogen, EUA) (corante aplicado juntamente com a amostra) e visualizados utilizando
sistema de fotodocumentacdo (Alpha Imager® EC — Muilti Image™ Light Cabinet, acoplada
a camera Alpha Innotech e impressora térmica de géis Mitsubishi P91D).

Todos os procedimentos que envolveram a amplificagdo de DNA foram submetidos a
rigidos procedimentos para evitar contaminacdo, incluindo a realizagdo de controles
negativos, e acréscimo de DNA realizado em sala diferente da utilizada para a preparacdo das
misturas das reacGes. ApOs visualizagdo de amplificacdo de amostras por sistema
fotodocumentador, foi observado se o amplicon era Unico, ou se havia multiplas
amplificacdes. Se fosse somente uma banda, o produto da PCR era purificado direto do tubo
de PCR. Caso aparecessem multiplas bandas, era realizada uma nova PCR com volume final
de 50 uL por reacgdo, feita nova eletroforese, e as bandas localizadas na altura desejada eram

excisadas do gel, para sequenciamento posterior.

4.6. Sequenciamento Nucleotidico

As bandas de tamanho esperado foram excisadas de gel de agarose e purificadas com a
utilizacdo do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, EUA), segundo
instrucdes do fabricante, ou purificadas direto do produto da PCR. Este sistema baseia-se na
habilidade do DNA se ligar a membranas de silica. Apos a eletroforese, a banda de altura
esperada é excisada e dissolvida na presenca de uma solugdo de guanidina isotiocianato.
Alternativamente, ap6s amplificacdo, uma aliquota da PCR ¢ adicionada a esta solucdo e
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purificada diretamente. O DNA pode ser isolado por microcentrifugacdo, que forca o
fragmento de gel ou o produto de PCR através de uma membrana enquanto liga
simultaneamente 0 DNA a superficie da silica. Ap6s a lavagem do fragmento isolado de DNA

ou produto de PCR, o DNA é eludo em agua.

As reacdes de sequenciamento (duas por amostra - primers senso e antissenso) foram
realizadas com a utilizacdo do BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Life Technologies, EUA), pelo método de Sanger, de acordo com as especifica¢Bes do
fabricante. Nas reagdes, foram colocados os seguintes reagentes em tubos Eppendorf de 0,2
mL, para um total de 10 pL por reacdo: 2,0 pL de Ready React Mix; 2,0 UL de Big Dye®
Sequencing Buffer; 1,0 uL de primer (10 pmol/pL); e volumes de DNA (1,0 - 3,0 uL) e H,O
variaveis, dependendo da concentracdo de DNA e intensidade em gel de agarose. Apds o
preparo das reacdes de BigDye®, os mesmos foram colocados em termociclador (Eppendorf
Mastercycler — Nexus, ou Applied Biosystems Thermal Cycler — Veriti) com as seguintes
condicdes de ciclagem: 96°C/1 min; 35 ciclos de 96°C/15 seg, 50°C/15 seg, e 60°C/4 min; e

4°C/oo. Apbs retirar as amostras do termociclador, os mesmos foram submetidos a

precipitacdo manual do DNA e submetidos ao sequenciamento.

4.7. Analise Filogenética

A busca de similaridade das sequéncias geradas e editadas com o programa BioEdit
7.0.9 (HALL et al., 1999) foi realizada pelo programa BLAST versao 2.0 (ALTSCHUL et al.,
1997). A edicdo e alinhamento maltiplo das sequéncias nucleotidicas obtidas, juntamente com
outras depositadas no GenBank foram realizadas com o programa ClustalW versdo 1.4
(THOMPSON et al., 1994), implementado no programa BioEdit Sequence Alignment Editor
versdo 7.0.9 (HALL et al., 1999), utilizando-se, para tanto, dos parametros em ‘default’.
Matrizes de distancias, dadas em porcentagens de similaridade/identidade, entre as sequéncias
nucleotidicas foram calculadas através do programa MatGAT verséo 2.0 (CAMPANELLA et
al., 2003), utilizando algoritmo de alinhamento global. A visualizacdo do alinhamento foi
realizada através do programa Jalview versdao 2.8.1 (WATERHOUSE et al., 2009).
Reconstrucdo filogenética para sequéncias de 170 nucleotideos, relativas ao gene G, foram
realizadas através do método Neighbor-Joining (NJ), utilizando-se para tanto dos modelos de
substituicdo distancia P (P distance) com suporte nodal de bootstrap para 1000 pseudo-
réplicas através do programa MEGA 6.0 (KUMAR et al., 1994). Para a reconstrucdo foram
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utilizadas outras sequéncias de SVCV depositadas no GenBank, conforme indicado no
cladograma no item 5.6. de RESULTADOS.

5. RESULTADOS

5.1. Caracterizacdo dos animais do presente estudo

Os peixes utilizados no presente estudo foram caracterizados quanto a sua espécie e se
foram observados sinais clinicos macroscopicos no momento de sua coleta e/ou eutanasia. Os
nomes comuns dos animais e de suas espécies respectivas estdo representados na Tabela 8,
abaixo, além da quantidade de cada espécie coletada e a relacdo do numero de animais
sintomaticos e assintomaticos. Além desta forma de caracterizacdo, realizou-se um grafico
gue mostra 0 nimero de animais coletados por estado, apresentando sinais clinicos ou néo
(Figura 18). O numero total de animais sintométicos foi 90, enquanto os assintomaticos foram
216. Em Sdo Paulo, 71 animais apresentavam alguma sintomatologia, enquanto 149 né&o
apresentavam sintomas macroscopicos visiveis. No Ceara observou-se 7 animais
sintomaticos, enquanto 59 ndo apresentavam sinais clinicos. Todos os animais coletados em
Minas Gerais apresentavam sintomatologia, enquanto nenhum dos animais coletados, tanto na

Bahia ou no Rio de Janeiro, apresentava algum sinal clinico especifico.

250

200

150

100 B Sintomaticos

B Assintomaticos
Total

Figura 18. Quantidade de animais coletados por Estado, relacionado a presenga ou auséncia de sinais clinicos.
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Tabela 8. Caracterizacdo de animais quanto a espécie e presenca ou auséncia de sintomatologia especifica.

Nome comum Espécie Quant. Sintom Assintom
Acara Geophagus brasiliensis 12 01 11
Bagre Siluriformes spp 02 00 02

Bijubira Rachycentron canadum 01 01 00
Caborja Hoplosternum littorale 01 00 01
Carpa comum Cyprinus carpio 02 02 00
Carpa cabeguda Cyprinus carpio 01 01 00
Carpa colorida Cyprinus carpio 09 04 05
Cascudo comum Hypostomus plecostomus 02 02 00
Carpa de aquéario Cyprinus carpio 03 03 00
Catfish Siluriformes spp 08 04 04
Curimba Prochilodus spp 31 00 31
Dourado Salminus brazilienses 03 00 03
Lambari Astyanax spp 17 00 17
Mandi Pimelodus maculatus 01 00 01
Matrinxa Brycon amazonicus 07 01 06

Pacu comum Mylossoma spp 25 20 05

Piapara Leporinus elongatus 01 00 01

Piavugu Leporinus macrocephalus 08 00 08
Pintado Pseudoplatystoma corruscans 05 05 00
Piracanjuba Triurobrycon lundii 14 09 05
Pirapatinga Piaractus brachypomus 11 00 11
Piraputanga Brycon hilarii 02 00 02
Pirarara Phractocephalus hemioliopterus 01 01 00
Surubim do P. S. Steindachneridion parahybae 06 06 00

Tilapia do Nilo Oreochromis niloticus 121 18 103
Truta Salmoniformes spp 12 12 00

306 90 216
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5.2. Padronizacdo da RT-PCR

5.2.1. Confirmacao de amplificacdo do controle positivo

Inicialmente, foi realizada PCR com o0s primers externos utilizados na PCR1 de
SVCV, que amplificavam um fragmento de 425 pb do gene G do virus, para se comprovar a
viabilidade do controle positivo. Apos a reacdo, foi feita a eletroforese em gel de agarose
(1,5%) do produto e sua visualizacdo (Figura 19A). Observou-se amplificacdo do controle, na

altura esperada de 425 pb (seta vermelha).

5.2.2. Clonagem do fragmento sintético e escolha do clone

Posteriormente, foi realizada a clonagem em vetor pPGEM-T do produto de PCR. Apos
a clonagem, realizou-se PCR com primers dirigidos a sequéncia de M13 do plasmideo, a
partir de 17 coldnias selecionadas. Somente uma (figura 19B) das dezessete col6nias (1/17)

ndo apresentou amplificacdo (seta vermelha).

O clone 7 foi escolhido (retdngulo vermelho) para ser usado na otimizacdo da PCR
(Figura 19B), pois sua quantificagdo em espectrofotdbmetro mostrou maior grau de pureza
(1,85). Assim, foi realizada uma PCR com primers para M13 e eletroforese do clone para

obter material para o sequenciamento.

Figura 19. Géis de agarose (1,5%). (A) PCR1 do controle positivo. Canaleta 1: marcador de 100 pb (Thermo
Fisher Scientific, EUA); canaleta 2: controle positivo; canaleta 3: controle negativo; (B) PCR com primers para
M13 de col6nias selecionadas ap6s clonagem do controle positivo em pGEM-T (Promega, EUA). Canaleta 1:
marcador de 100 pb; canaletas 2 a 18: col6nias selecionadas. (Asterisco amarelo - banda 500 pb do marcador).
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5.2.3. Sequenciamento do fragmento clonado

Ap0s visualizar a amplificacdo no gel de PCR a partir do clone 7 (Figura 19B), foi
realizada a purificagdo da banda e sequenciamento do produto da PCR do mesmo. Utilizando
BioEdit 7.0.9 e BLAST, o controle positivo apresentou 100% de identidade com gene G de
SVCV (BJORKLUND et al., 1996) (Figura 20A). Observou-se que o controle positivo obteve
100% de identidade quando comparado a sequéncia de referéncia depositada por Bjorklund e
colaboradores, cujo n° de acesso é U18101.2 (1996) (Figura 20B).

Figura 20. (A) Distribuicdo das 100 concordancias (matches) no BLAST quando comparadas
com a sequéncia consultada; (B) primeiras seis sequéncias com alinhamentos significantes.
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5.2.4. Limite de deteccdo das PCRs

A partir da formula descrita no item 4.4.3, foi possivel saber que o controle positivo
inicial continha 8,62 x 10' moléculas/uL. Para continuar a otimizacdo das PCRs, foi
necessario identificar o limite de deteccdo da primeira PCR (O-0) e da nestedPCR (I-I), com
0 uso de diluicdes seriadas do controle. Primeiramente, foi realizado o ensaio usando primers
externos (O-0), para gerar o fragmento de 425 pb do gene G de SVCV (Figura 21). Observa-

se que foi possivel a detecgdo do controle até na décima diluicio (10™°).

Figura 21. Gel de agarose de PCR1 de dilui¢des seriadas do controle positivo. Canaletas 1 e 19: marcador
de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2-16: diluicdes seriadas do controle, desde 107, até
10°"; canaleta 17: controle negativo; canaleta 18: espaco.

Ap0s identificar-se o limite de deteccdo das dilui¢des do controle na primeira PCR, foi
realizada a nestedPCR (I-1), utilizando primers internos, objetivando amplificagédo de
fragmento do gene G de SVCV de 170 pb (Figura 22). Observou-se amplificacdo até a décima

segunda diluicdo (10™2) (seta vermelha).



40

Figura 22. Gel de agarose 1,5% da nestedPCR de dilui¢bes seriadas do controle
positivo. Canaletas 1 e 19: marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA);
canaletas 2-16: dilui¢des seriadas do controle, desde 10, até 10°; canaleta 18: controle
negativo da nestedPCR.

Observa-se no gel ilustrado na Figura 22 que foi possivel se detectar o controle
positivo até a diluicdo 10™2. Isto significa que com o ensaio utilizado, foram detectadas 8,62 x
10° moléculas do controle/pL de reacdo quando realizada a PCR1, e 8,62 x 10" moléculas/pL

de reacdo, quando realizada a nestedPCR.

5.2.5. Spiking de tecidos com o controle positivo

Inicialmente, foi realizada uma PCR com primers direcionados a amplificacdo de
fragmento de 139 pb do gene da actina de peixe para mostrar que a extracdo de RNA e a RT
dos tecidos do peixe da padronizacdo (PP) tiveram éxito. Apds a reacdo, foi feita uma
eletroforese em gel de agarose 1,5% para observar amplificacdo (Figura 23A).

Posteriormente a confirmacdo da funcionalidade da extracdo de RNA e de RT, foi
realizada a inoculagdo de dilui¢cdes do controle positivo em tecidos colhidos do PP. Dilui¢Oes
seriadas de 10™ a 10™2 foram inoculadas em nove tubos contendo cDNAs do PP, provenientes
do rim do animal. Em seguida, foi realizada uma PCR usando primers externos (O-O) de
SVCV e eletroforese objetivando amplificacdo de fragmentos de 425 pb (Figura 23B).
Observou-se a deteccdo do controle até a décima diluicdo (109, demonstrado por seta

vermelha.
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Figura 23. Géis de agarose (1,5%). (A) PCR de trés fragmentos de rim do PP, com
primers para actina de peixe. Canaleta 1: marcador de 100 pb (Thermo Fisher
Scientific, EUA); canaletas 2-4: amostras de rim de PP (setas vermelhas); canaleta 5:
controle negativo. (B) PCR1 de spiking de amostras de rim do PP com diluigBes do
controle positivo. Canaleta 1: marcador de 100 pb; canaletas 2 a 10: tecidos do PP
contendo diluicBes seriadas do controle (10 a 10™*%); canaleta 11: controle negativo
da PCRL1. (Asterisco amarelo - banda de 500 pb do marcador).

Com a visualizagdo da amplificacdo dos tecidos submetidos ao experimento de spiking
(Figura 23B), foi entdo realizada a nestedPCR, utilizando primers objetivando a amplificacao
de fragmento interno ao amplificado pela primeira PCR, seguida de eletroforese em gel de
agarose (1,5%). Observou-se que houve amplificacdo intensa das diluicdes do controle
positivo na nestedPCR. Por isso, decidiu-se realizar uma nova reacao utilizando diluicGes até
10, Desta forma, foram pipetados novamente 1,0 pL dos produtos da PCR1 em tubos
contendo os reagentes da nestedPCR e colocados em termociclador. Em seguida, foi realizada
nova eletroforese em gel de agarose a 1,5% (Figura 24). Foi observada amplificacdo da
nestedPCR do tecido submetido a spiking com a décima segunda diluicdo (10™2) do controle

positivo (seta vermelha).
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Figura 24. Gel de agarose de nestedPCR de amostras do PP apds spiking. Canaleta
1: marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2 a 12: tecidos
do PP contendo diluicBes do controle positivo a partir de 10 até 10™.

Portanto, de acordo com os resultados das duas PCRs, foi possivel se detectar o
controle positivo na décima diluicdo (10™*°) apés a primeira PCR, e na décima segunda (10™9),
guando submetido a nestedPCR. Além disso, foi possivel detecta-lo nas mesmas diluigdes,

guando inoculado em tecidos do PP, em ambas as PCRs.

5.3. Deteccdo do controle enddgeno

Apbs as PCRs feitas com primers objetivando a sequéncia de 139 pb da actina de
peixe, foram realizadas eletroforeses de géis de agarose das amostras testadas, e sua
visualizacdo em sistema fotodocumentador. As figuras abaixo mostram a amplificacdo de
produto de PCR de peso molecular esperado em alguns tecidos de peixes, apos PCR para o
controle endogeno (Figura 25). Somente uma amostra do total ndo apresentou amplificacdo do

controle enddgeno.
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Figura 25. Géis de agarose (1,5%) de PCRs para o controle endégeno, em amostras de peixes coletados. (A)
Canaleta 1: marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2-4: amostras de 44P, 63P e 73P;
canaleta 5: controle negativo da PCR. (B) Canaleta 1 e 12: marcador de 100 pb; canaletas 2-9: amostras 21P,
23P, 24P, 26P, 31P, 33P, 37P e 121P de peixes testados; canaleta 10: controle negativo da RT; canaleta 11:
controle negativo da PCR. Observa-se amplificacdo de todas as amostras com altura esperada de 139 pb.
(Asterisco amarelo — banda de 500 pb do marcador).

5.4. Deteccdo do virus SVCV

Com a padronizacdo do controle, o estabelecimento das condi¢cdes das PCRs a serem
desenvolvidas no presente estudo e a confirmacdo de amplificacdo do gene da actina de peixe,
foi iniciada a prospecgdo do virus nas amostras de peixes coletadas.

Apos as PCRs visando um amplicon de 425 pb, do gene G de SVCV, foram realizadas
eletroforeses de géis de agarose a 1,5% visualizados em equipamento fotodocumentador
(Alpha Imager®). A seguir, estdo imagens ilustrativas de dois géis mostrando a primeira PCR
de 70 pools de amostras de peixes testadas, alem do controle positivo (Figura 26). Observou-

se a amplificacdo dos controles positivos em ambos 0s géis, mas ndo das amostras.



44

Figura 26. Géis de agarose (1,5%) da primeira PCR em pools de amostras testados. (A) Canaletas 1 e 30
(acima e abaixo): marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaleta 14 (acima e abaixo):
diluicdo 10 do controle positivo; canaletas 2-13 e 15-29 (acima): pools de amostras testadas ; canaletas 2-
13 e 15-28 (abaixo): pools de amostras testadas; canaleta 29 (abaixo): controle negativo da PCR1. (B)
Canaletas 1 e 13 (acima) e canaletas 1 e 11 (abaixo): marcador de 100 pb; canaletas 7 (acima) e 6 (abaixo):
diluicdo 10™° do controle positivo; canaletas 2-6 e 8-12 (acima) e canaletas 2-5 e 7-9 (abaixo): pools de
amostras testadas; canaleta 10 (abaixo): controle negativo da PCR1. (Asteriscos amarelos — banda de 500 pb
do marcador).

As PCRs, utilizando primers externos, foram realizadas em 150 pools de tecido de 146
peixes diferentes. No entanto, nenhuma amostra apresentou amplificacdo na primeira reacao
de PCR. Foram entdo realizadas as nestedPCRs de todas as amostras. A seguir, géis de
agarose a 1,5% ilustram os resultados de 91 amostras de peixes testadas (Figuras 27-29).
Houve degradacdo visivel na décima diluicio (10™°) do controle positivo nas Figuras 27
(canaleta 13, abaixo) e 29 (canaleta 13). No entanto, foi observada amplificacdo de duas das
amostras de peixes testadas (183P e 302P) (apresentadas em retangulos vermelhos). Os peixes
que apresentaram amplificacdo nos géis sdo um lambari (Astyanax bimaculatus), proveniente
de S&o Paulo, e uma tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), proveniente do Ceara. Ambos

foram retirados de pisciculturas, e ambos eram assintomaticos.



Figura 27. Gel de nestedPCR realizada em 41 amostras. Canaletas 1 e 26 (acima e abaixo):
marcador de 100 pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2-11 e 15-25 (acima): amostras de
peixe testadas; canaletas 2-11 e 15-24 (abaixo): amostras de peixes testados; canaletas 13 (acima):
controle positivo na diluicdo 10°%; canaleta 13 (abaixo): controle positivo na diluicdo 10™; canaletas
12 e 14 (acima e abaixo): espagos; canaleta 25 (abaixo): controle negativo da nestedPCR. Observa-
se amplificacdo de tamanho esperado (170 pb) indicado no retangulo vermelho.

Figura 28. Gel de nestedPCR realizada em 20 amostras. Canaletas 1 e 25: marcador de 100 pb
(Thermo Fisher Scientific, EUA); canaletas 2-11 e 15-24: amostras de peixe testadas; canaleta
13: diluicdo 10 do controle positivo; canaletas 12 e 14: espacos.
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Figura 29. Gel de nestedPCR realizadao em 17 amostras. Canaletas 1 e 23: marcador de
100 pb pb (Thermo Fisher Scientific, EUA); canaleta 13: diluicdo 10™ do controle
positivo; canaletas 2-11 e 15-21: amostras de peixes testados; canaletas 12 e 14: espacos;
canaleta 22: controle negativo da nestedPCR. Observa-se amplificacdo de tamanho
esperado (170 pb) indicado no retangulo vermelho.

5.5. Sequenciamento nucleotidico

A partir da prospeccdo de produto de PCR de tamanho compativel ao fragmento do
gene G de SVCV nas amostras testadas (Item 5.3.), foram identificadas duas amostras (183P e
302P) com amplificacdo, apds nestedPCR, de tamanho aproximado a 170 pb. Como
especificado no Item 4.5.2, em MATERIAL E METODOS, se houvesse amplificacdo de
produto esperado na deteccdo do virus, o protocolo a seguir dependeria da quantidade de
bandas visualizadas no gel de agarose. Caso fossem visiveis multiplas amplificagfes, seguia-
se com a excisdo do fragmento na altura esperada e purificacdo de DNA do gel. No entanto,
as amplificacGes observadas das duas amostras foram Unicas. Deste modo, apos visualizagdo
no gel de agarose, seguiu-se com a purificacdo do DNA a partir do produto de PCR.

Apos purificacdo do DNA, utilizando kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System, ambas as amostras foram quantificadas em NanoDrop (Thermo Fisher, EUA) (Tabela
9), além do controle positivo utilizado na nestedPCR (10°). Foi utilizado controle positivo na

nona diluicdo, pois houve degradacao visivel da décima.



Tabela 9. Quantificacdo e grau de pureza de amostras positivas.

Amostras Quantificacao (ng/puL) Absorbancia (260/280)
183P 45,8 1,93
302P 01,7 1,91

C+ (109) 39,1 1,84
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Posteriormente a quantificacdo, a quantidade de produto a ser colocada na reacdo de
sequenciamento foi determinada, sendo: 1,75 pL DNA e 3,25 pL de H,O (183P); 1,55 pL
DNA e 3,45 pL H,0 (302P); 2,05 uL DNA e 2,95 H,0 (C+). No final, haviam seis (6) tubos,

um para cada amostra com cada um dos primers: 4121 FOR/4290 REV.

Apbs o sequenciamento, foram analisados os cromatogramas obtidos das amostras

183P e 302P, além do obtido do controle positivo (10°%), no programa BioEdit Sequence

Alignment Editor (Figura 30 e 31).

Figura 30. Cromatogramas de amostras 183P e 302P, A e B, respectivamente, e da nona diluicdo do
controle positivo (10), em C. Estas reacdes foram realizadas utilizando primers no sentido senso

(forward).
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Figura 31. Cromatogramas de amostras 183P e 302P, A e B, respectivamente, e da nona dilui¢éo
do controle positivo (10), em C. Estas reagdes foram realizadas utilizando primers no sentido
antissenso (reverse).

5.6. Analise Filogenética

Apbs editar e alinhar as sequéncias nucleotidicas, foi realizado a busca de
similaridade pelo programa BLAST versdo 2.0 (Figuras 32 a 37). A sequéncia obtida da
amostra 183P (FOR) contém 149 nucleotideos (nt), e apresentou similaridade com as
sequéncias presentes na Figura 32, quando usado o BLAST 2.0. Observou-se que o grau de
identidade da sequéncia 183P (lambari - Astyanax bimaculatus) com aquelas do banco de
dados ndo ultrapassou 99%. J& na sequéncia obtida da mesma amostra, no sentido antissenso
(REV), que contém 147 nt (Figura 33), foi observada uma Unica sequéncia do banco de dados
apresentando 100% de identidade com a amostra.



Drescription

Spring viraemia of carp virus isolate 14 2001 glycoprotein gene, partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene, partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SWCV1 glycoprotein gene, complete cds

Spring viremia of carp virus isolate 42-97 qlycoprotein gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 556 glycoprotein (G) gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 555 alycoprotein (G) gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 613 alycoprotein (G) gene. partial cds

Spring viremia of carp virus, complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 glycoprotein gene. partial cds

Max
score

246
246
246
246
246
246
248
246
246
243

Total
score

246
246
246
246
246
246
246
246
246
243

Query
cover

92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%
92%

E

value
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
Te-62
9e-61

Ident

99%
99%
99%
95%
99%
99%
99%
99%
99%
98%

Figura 32. Sequéncias similares a da amostra 183P (FOR), incluindo porcentagem de identidade (ldent.) e

numero de acesso (Accession) no GenBank.

Description

Spring viremia of carp virus, complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 19 2011 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 14 2001 alycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene. parfial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene. parfial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 1 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 glycoprolein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SWCV1 glycoprotein gene. complete cds
Spring viremia of carp virus isolate 42-97 glycoprotein gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 556 glycoprotein (G) gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 555 glycoprotein (G) gene. partial cds

Max
score

263
257
257
257
257
257
257
257
257
257
257

Total
score

263
257
257
257
257
257
257
257
257
257
257

Query
cover

96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%
96%

E
value

Be-67
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65
3e65

Ident

100%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%

Accession

u181012

KF983472 1
KF983467 1
KF983456 1
KF983460.1
KF983454 1
KF983455.1
EF593145.1
AY540076.1
AY196202.1
AY196201.1

Figura 33. Sequéncias similares a da amostra 183P (REV), incluindo porcentagem de identidade e

nimero de acesso no GenBank.
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Accession

KF983467.1
KF983456.1
KF083460.1
EF5931451
AY540076 1
AY1962021
AY106201.1
AY196200.1
u18101.2

KF9834551

As sequéncias obtidas da amostra 302P (FOR-150 nt; REV-147 nt) apresentaram

similaridade com as sequéncias presentes nas Figuras 34 e 35. Nota-se que o grau de

identidade das sequéncias, em comparagdo com a amostra 302P (FOR), néo ultrapassa 98%.

No entanto, quando realizado o BLAST na amostra 302P (tilapia do Nilo - Oreochromis

niloticus) no sentido antissenso (REV), observa-se maior grau de identidade.

Description

Spring viraemia of carp virus isolate 14 2001 glycoprotein aene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene, partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene, parfial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SVCV1 glycoprotein gene. complete cds

Spring viremia of carp virus isolate 42-97 glycoprotein gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 556 glycoprotein (G) gene, partial cds
Spring viremia of carp virus isolate 555 glycoprotein (G) qene, parfial cds
Spring viremia of carp virus isolate 613 alycoprotein (G) aene. partial cds

Spring viremia of carp virus, complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 glycoprotein gene, parfial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 19 2011 alycoprotein gene. partial cds

Max | Total Query

score
255
255
255
255
285
255
255
255
254
252
250

score
255
255
255
255
255
255
255
255
254
252
250

cover
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
99%
96%
99%
99%

E
value

1e-64
le6d
le6d
le6d
le6d
le-64
le-64
le-64
de-64
1e63
5e-63

Ident

97%
97%
97%
97%
97%
97%
9%
9%
98%
97%
97%

Accession

KF983467.1
KF983456.1
KF983460.1
EF593145.1
AY540076.1
AY196202.1
AY196201.1
AY196200.1
U18101.2

KF983455.1

KF983472.1

Figura 34. Sequéncias similares a da amostra 302P (FOR), incluindo porcentagem de identidade e

niimero de acesso no GenBank.



Description

Spring viremia of carp virus. complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 19 2011 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 14 2001 glycoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 1 2010 glycoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SVCV1 glycoprolein gene. complete cds

Spring viremia of carp virus isolate 42-97 glycoprotein gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 556 glycoprotein (G) gene. partial cds

Max
score

261
255
255
255
255
255
255
255
255
255

Total
score

261
255
255
255
255
255
255
255
255
255

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

2e-66
1e-64
1e-64
le64
le64
le64
le64
le64
1e-64
1e-64

Ident

99%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%
98%

Accession

u18101.2

KF983472 1

KF983467 1

KF983456.1

KF983460.1

KF983454.1

KF983455.1

EF593145.1

AY540076.1

AY196202 1

Figura 35. Sequéncias similares a da amostra 302P (REV), incluindo porcentagem de identidade e

niimero de acesso no GenBank.
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Finalmente, apds observar as similaridades das sequéncias das amostras com

sequéncias presentes em banco de dados, realizou-se 0 mesmo procedimento com o controle

positivo. A sequéncia de sentido senso, do controle positivo (FOR-148 nt), apresentou

similaridade com as sequéncias presentes na Figura 36, enquanto a de sentido antissenso

(REV-147 nt) apresentou similaridade com as sequéncias presentes na Figura 37.

Description

Sbring viragmia of carp virus isolate 14 2001 glycoprotein gene, partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene, partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SVCW1 glycoprolein gene, complete cds

Spring viremia of carp virus isolate 42-97 glycoprotein gene. partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 556 glycoprotein (G) gene, partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 555 glycoprotein (G) gene, partial cds

Spring viremia of carp virus isolate 613 glycoprotein (G) gene, pariial cds

Spring viremia of carp virus. complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 glycoprotein gene. partial cds

ceore scre cove | vl 1| Acces5n
22 252 93% 1e63 99% KFO834671
22 252 93% 1e63 99% KF834561
352 252 93% 1e63 99% KF9834601
352 252 9% 1e63 99% EF5031451
2 252 93% 1e63 9% AY540076.1
2 252 93% 1e63 99% AY1952021
352 252 93% 1e-63 99% Av1952011
32 252 93% 1e63 9% AY1952001
B2 252 9% 1e63 9% U1B1012
248 28 93% 2e62 99% KF0834551

Figura 36. Sequéncias similares a do controle positivo (FOR), incluindo porcentagem de identidade e

nlimero de acesso no GenBank.

Description

Spring viremia of carp virus, complete genome

Spring viraemia of carp virus isolate 19 2011 glvcoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 14 2001 glycoprotein gene. partial cds
Spring viraemia of carp virus isolate 3 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 7 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 1 2010 glycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate 2 2010 alycoprotein gene. partial cds

Spring viraemia of carp virus isolate SVCV1 glycoprotein gene. complete cds

Max
score

255
250
250
250
250
250
250
250

Total
score

255
250
250
250
250
250
250
250

Query
cover

100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%
100%

E
value

1e-64
5e-63
5e-63
5e-63
5e-63
5e-63
5e-63
5e-63

Ident

98%
97%
97%
97%
97%
7%
97%
97%

Accession

u18101.2

KF9834721
KF983467 1
KF983456.1
KF983460 1
KF983454.1
KF983455 .1
EF5931451

Figura 37. Sequéncias similares a do controle positivo (REV), incluindo porcentagem de identidade e

niimero de acesso no GenBank.
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A Figura 38, a seguir, ilustra o alinhamento multiplo das sequéncias utilizadas para as
andlises de similaridade e filogenética, com a exibicdo da sequéncia consenso, sendo 0s
nucleotideos identificados por cores diferentes.

Quando realizada a comparacdo multipla de porcentagens de identidade, atraves do
programa MatGat, utilizando algoritmo de alinhamento global de matrizes, os valores
encontrados para as sequéncias 183P e 302P foram maiores (variando entre 74,5 a 75,6%)
para grupo de sequéncias oriundas de variantes de SVCV, recuperadas do GenBank, ainda
ndo classificadas genotipicamente, e provenientes de paises diferentes. Quando comparadas
com sequéncias correspondentes de variantes de SVCV ja tradicionalmente classificadas
dentro dos grupos I, II, 1l e IV, além de amostras de outros vesiculovirus encontrados no
Brasil incluindo representantes do grupo do virus da estomatite vesicular (VSV), as amostras
183P e 302P apresentaram valores de identidade bem menores, entre 33,2 a 38,0. Tais
diferencas foram confirmadas pelo perfil de agrupamento verificado na reconstrucao
filogenética (Figura 39), onde as sequéncias 183P e 302P formaram um subclado distinto do
agrupamento de variantes de SVCV ainda nédo classificadas segundo a nomenclatura usual

para grupo/genogrupo.
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Figura 38. Alinhamento mdltiplo de sequéncias nucleotidicas parciais do gene G de SVCV incluindo aquelas
detectadas em Astyanax bimaculatus (lambari) e Oreochromis niloticus (tildpia do Nilo), em destaque (retangulo
vermelho), e outras sequéncias homdlogas depositadas no GenBank, utilizando os programas BioEdit e Jalview.
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Figura 39. Cladograma representando reconstrucédo filogenética baseada no alinhamento mdltiplo de sequéncias
nucleotidicas referentes a amplificacdo parcial de 170pb do gene G de SVCV, referente a regido compreendida
entre os nucleotideos 217 e 377 do gene G de isolado de referéncia de SVCV presente no GenBank (KF983467).
A andlise foi realizada utilizando-se o algoritmo Neighbor-Joining e modelo P (P distance), com o programa
MEGA 6.0. Valores de bootstrap para 1000 pseudo-réplicas estdo indicados juntos aos nds. As sequéncias
SVCV-Brasil obtidas no presente estudo estdo em destaque (vermelho). A barra de escala estima a distancia
filogenética das sequencias nucleotidicas.
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6. DISCUSSAO

Conhecimentos sobre mecanismos de transmissdo e epidemiologia do virus da
Viremia Primaveril da Carpa (SVCV) ainda séo restritos. O virus tem sido detectado desde
antes de seu isolamento, quando era conhecido como edema (dropsy) infeccioso da carpa,
causa de inflamacao letal hemorragica da bexiga natatoria e ascite (FIJAN, 1972; WOLF,
1988; AHNE et al., 2002). SVCV infecta peixes em todos os estagios de vida, desde ovas,
larvas e alevinos, a peixes adultos (KOUTNA et al., 2003), e tem sido isolado durante surtos
em mais de 30 paises (GARVER et al., 2007; JOHNSON et al., 1999; FIJAN, 1999; AHNE et
al., 2002; PADHI et al. 2012). Dentre os continentes onde alguma forma de deteccdo viral foi
realizada, estd a América do Sul; mais especificamente, o Brasil (ALEXANDRINO et al.
1998).

Em estudo restrito a oito carpas sintomaticas do lago Nabuco, Sado Paulo, publicado
em 1998, Alexandrino et al. (1998) descreveram a deteccdo de antigeno de SVCV por um
ensaio de ELISA in house (ALEXANDRINO, et al., 1998). O artigo ndo traz descrigdo
detalhada dos métodos de producdo do anticorpo de captura, nem da fonte de antigeno usado
para imunizar os coelhos que foram a espécie usada para producdo do anticorpo primario.
Como ndo houve isolamento do virus, nem foram usados métodos moleculares de
confirmacéo, ndo é possivel afastar a possibilidade de reacdo cruzada com outros rhabdovirus.
Além disso, diferentemente do nosso estudo, aquele foi realizado em animais de um lago, e
ndo de rios, cujo fluxo de agua pode levar a transmissdo do virus a peixes susceptiveis em
pontos distantes. No presente estudo, 0s peixes coletados foram provenientes de pisciculturas
e de rios nas regiGes nordeste e centro-leste do estado de S&o Paulo, além de criagbes do
Ceara, Bahia e Minas Gerais. O método utilizado no presente estudo foi de RT-nestedPCR,

seguida de sequenciamento, assim permitindo a identificagéo correta do alvo.

O SVCV, até o presente, ainda ndo foi isolado no Brasil. Desta forma, ndo existe
controle positivo natural para utilizar nas reacGes de deteccdo por RT-PCR. Além disso, a
legislagdo nacional é rigida quanto a importacdo de um virus exatico isolado a ser usado como
controle positivo por receio de introduzir tal agente no pais. Portanto, foi necessario sintetizar
um controle positivo para a padronizagdo do ensaio no presente estudo. Sabe-se que 0 uso de
controles sintéticos plasmidiais em ensaios moleculares acarreta diversos problemas, o mais

preocupante sendo a contaminagdo. Por esta razdo, a preparacdo de reagentes para PCR, a
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pipetagem de cDNA, a aplicacédo de produtos da primeira reacdo de PCR em experimentos de
nestedPCR, e 0 uso de controle positivo oriundo de plasmideo foram realizados em ambientes
separados, utilizando material de paramentacdo especifico, e seguindo rigorosos protocolos de

limpeza do ambiente de trabalho.

A padronizacao de um ensaio de PCR ¢ de fundamental importancia, pois evita gastos
desnecessarios de reagentes e de tempo. No presente estudo, na etapa de padronizagéo, foi
utilizada como controle positivo, a ultima diluigdo visivel do gene sintético em gel de agarose.
O mesmo foi submetido a ensaios com variagfes de temperatura, concentragcdes de reagentes
inclusive de primers, tempos e quantidade de ciclos. Ao final desta etapa, observaram-se as
temperaturas de anelamento ideais, o limite de deteccdo da PCR, importante fator que mostra
a sensibilidade do teste, e outros dados que asseguram a acurécia e eficacia do teste. Além da
padronizacdo do controle positivo, foi realizado ensaio de spiking do gene sintético em
tecidos do peixe utilizado na padronizacao (PP). Trata-se de um experimento importante, pois
recria 0 microambiente no qual se processa a bioguimica de extracdo de acidos nucleicos,
mimetizando condicdes reais de extracdo em presenca de tecido. Este experimento revelou
que o limite de detecco era indicativo de alta sensibilidade, da ordem de 10 molécula do
controle positivo por reacgdo, inferior ao encontrado por Shimahara et al. (2015), em que o
limite de deteccéo foi de 7,1 x 10° cpias/reacdo, embora a natureza dos controles utilizados
na padronizagao dos referidos testes tenha sido diferente. Desta forma, este ensaio mostrou-se
adequado, quanto a sensibilidade, para deteccdo do virus em amostras coletadas na natureza,

onde existe a possibilidade da concentracdo nao ser elevada.

Precedendo a aplicacdo do ensaio de RT-PCR para a deteccdo do virus, foi verificada
a capacidade de deteccdo de um gene de peixe, neste caso a actina, como controle endogeno.
Esse alvo foi escolhido pela sua abundéncia e expressdo constitutiva, ja que se trata de
proteina do citoesqueleto (TORGERSON e McNIVEN, 1998). De todas as 306 amostras de
tecidos de peixe testadas por PCR com 0s primers para actina, em somente uma (1) amostra
ndo houve amplificacdo, provavelmente por algum problema na qualidade da extracdo de

acidos nucleicos, ou por degradacéo do material na amostra.

O SVCV causa doenga hemorragica aguda severa altamente contagiosa em animais
susceptiveis. No entanto, animais podem morrer sem que tenham sido notados os sinais
clinicos mais comuns (FLORES, 2007). Como relatado por Fijan (1999) e Garver (2007),
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grande parte das infeccBes de peixes pelo virus da SVC sdo assintomaéticas (FIJAN, 1999;
GARVER, 2007).

A existéncia de portadores assintoméaticos é importantissima do ponto de vista
epidemioldgico, pois esses animais podem servir como fonte de infeccdo para outros. No
presente estudo, 2 dos 146 peixes testados foram positivos: um lambari (Astyanax
bimaculatus) de Séo Paulo e uma til&pia do Nilo (Oreochromis niloticus) do Ceard, ambos de

piscicultura e assintomaticos.

A deteccdo de SVCV em peixes de cultivo € muito importante do ponto de vista
industrial, visto que este agente pode causar grandes perdas econdmicas. Considerando o
momento ascendente na producdo pesqueira no Brasil, este € um importante dado que indica a

necessidade de vigilancia de SVCV em pisciculturas.

O presente estudo foi realizado em pools de amostras, mas foram mantidas aliquotas
separadas dos tecidos individuais que entraram na composicdo dos pools. Assim, sera
importante testar cada uma das aliquotas que entraram na composi¢do dos dois pools que
foram positivos para SVCV, para entender quais tecidos dos animais estavam infectados,

visando a contribuir para o entendimento da patogénese deste agente.

No presente estudo, foi utilizada RT-PCR convencional, que gera produtos
prontamente identificaveis por sequenciamento pelo método de Sanger. Trata-se de estratégia
apropriada a estudo de pesquisa epidemiol6gica. Porém, caso seja necessario estabelecer
rotinas de processamento de largas quantidades de amostras, 0 mesmo ensaio pode ser
realizado usando estratégias de PCR em tempo real, por SybrGreen ou TagMan, que
permitem testar muitas amostras em pouco tempo, e evitar a manipulagédo de produtos de

PCR, assim minimizando chances para contaminacdo cruzada.

O ensaio de PCR convencional usado s6 evidenciou amplicons de SVCV ap0s
realizacdo da etapa de nestedPCR, que além de aumentar sensibilidade também acrescenta
especificidade, pois inclui dois primers adicionais, internos aos utilizados no primeiro round.
Em contrapartida, a falta de deteccdo de produtos de PCR no primeiro round de amplificacao,
requerendo um segundo round para sua visualizacdo, sugere que o genoma de SVCV nao esta

distribuido em grande abundancia nos tecidos dos peixes infectados.

De acordo com estudos de caracterizacdo de SVCV, baseados em analises

filogenéticas, utilizando o gene da glicoproteina (G) (WARG et al., 2007), é possivel
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determinar a origem de um surto do virus, com sua classificagdo em subgrupos, ou
genogrupos (STONE et al., 2003). Os resultados obtidos no presente estudo, porém, ainda néo
permitem tal classificacdo. Observa-se no cladograma da Figura 39 que o clado formado pelas
amostras positivas no estudo distancia-se dos demais, incluindo grupo parafilético com o qual
formou clado dos SVCV ndéo classificados genotipicamente em grupo/genogrupo, indicando a
possibilidade de que as variantes 183P e 302P possam constituir um potencial novo grupo
dentro dos vesiculovirus, fato corroborado pelas diferencas nas porcentagens de identidade
encontradas com relacdo aos demais SVCV ja identificados e mesmo outros vesiculovirus

detectados no Brasil.

Este trabalho relata o desenvolvimento de um ensaio molecular para deteccdo de
SVCV, cuja utilizacdo permitiu confirmar a presenca desse agente no Brasil, em peixes de
criacdo. Trata-se de um importante e inédito achado, que deve ser levado em conta no
estabelecimento de medidas de biosseguridade na producdo pesqueira no nosso pais. Além
disso, a presenca de SVCV em territorio nacional mostra que este ndo é um agente exatico, e

assim altera a percepc¢do da prépria biodiversidade do viroma aquético no Brasil.
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7. CONCLUSOES

- Caracterizou-se 0s peixes coletados no presente estudo quanto a espécie e presenca ou
auséncia de sinais clinicos.

- Padronizou-se um ensaio de RT-PCR convencional sensivel para a deteccdo de fragmento
do gene G do Virus da Viremia Primaveril da Carpa, utilizando gene sintético como controle
positivo.

- O SVCYV foi detectado nas espécies Astyanax bimaculatus (lambari) e Oreochromis niloticus
(tildpia do Nilo), ambos de criagdo, mostrando que este agente estid presente no Brasil e
indicando necessidade de medidas de biosseguridade na produgédo pesqueira.

- As sequéncias nucleotidicas para fragmento parcial do gene G do Virus da Viremia
Primaveril da Carpa obtidas na presente investigacdo apresentaram elevada identidade com
sequéncias homologas depositadas no GenBank, confirmando a circulagdo do virus no pais.

- As variantes de SVCV detectadas no Brasil formaram clado distinto dos demais SVCV ja
identificados dentro dos quatro grupos genéticos conhecidos, bem como de outros
vesiculovirus detectados no pais.
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