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INTRODUCAO

A rapida expansdo da piscicultura, principalmente devido a producéo intensiva dos
animais, tem contribuido para o surgimento e disseminacdo de diversas doencas infecciosas,
causando um grande impacto na economia do setor (QUESADA et al., 2013). Dentre estas,
destacam-se doengas virais emergentes pertencentes a familia Iridoviridae como o ISKNV -
Virus da Necrose Infecciosa de Baco e Figado (MAGANHA, 2016).

No Brasil, o ISKNV foi detectado causando doencas em tilapias (Oreochromis spp.) em
2020, com uma taxa de mortalidade de até 75% em alevinos e juvenis no pais. (FIGUEIREDO
et al., 2021). Os principais sinais clinicos dos animais afetados pelo ISKNV sao natagao erratica,
palidez de branquias e anorexia (HE et al., 2000) e as alteracdes internas dos animais infectados
incluem hepatomegalia e esplenomegalia (KURITA e NAKAJIMA, 2012). Os métodos de
diagnoéstico mais utilizados sdo as técnicas moleculares, como a PCR e suas variagdes para
amplificagdo do DNA viral e posterior andlise de algumas regides especificas do gene MCP
(NOLAN et al., 2015; CHINCHAR et al., 2017).

Neste trabalho, demonstramos o primeiro relato de detec¢ao de ISKNV no cultivo de
peixes nativos (Tucunaré e Acard) utilizando método de diagndstico molecular e reconstrugao

filogenética para identificacao do virus.

MATERIAL E METODOS

Amostras de tecidos, incluindo bago e figado de 12 peixes nativos (10 exemplares de
Cichla ocellaris - Tucunaré, e 2 exemplares de Geophangus brasiliensis - Acard Topete) foram
recebidas para diagndstico em maio de 2021 provenientes de Pirai-R]; o proprietario relatou

morte progressiva de animais no periodo do fim de abril até a metade do més de maio de
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2021. O DNA foi extraido utilizando aproximadamente 25 mg de tecido usando o kit PureLink
Genomic DNA Mini Kit da Invitrogen conforme instrug¢des do fabricante.

As reacgdes em cadeia de polimerase (PCR) e Nested PCR foram realizadas usando o
termociclador Qiagen Qlamplifier 96 (com primers proprios para deteccdo do MCP e ISKNV,
a partir das metodologias descritas por KURITA e NAKAJIMA (2012) (PCR-Kurita) e KURITA
et al. (1998) (PCR- OIE). Os amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
1% em tampao tris/borato/ EDTA (TEB) 1% e corados com SYBR Safe DNA (Invitrogen).

Ap6s passarem por PCR foram purificadas por meio de kit Quick Gel Extraction &
PCR Purification Combo Kit conforme indicacdo do fabricante para serem levadas a

sequenciamento no sequenciador 3500 Genetic Analyzer Amplied Biosystems.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma das amostras atestou positiva para o virus pelo protocolo diagndstico da
OIE, porém, todos os materiais testados provaram-se positivos na PCR-Kurita. Dados do nosso
laboratério mostram que a PCR da OIE consegue detectar apenas 42% dos animais positivos
para ISKNV enquanto a sensibilidade da PCR Kurita é maior que 95%.

As comparacdes de sequéncias dos isolados obtidos neste estudo com as sequéncias
previamente disponiveis na plataforma do GenBank revelou uma similaridade de 93,7% a
97,7%. Em comparacdo com material isolado previamente pela nossa equipe em tildpias do
Nilo houve uma semelhanca de 100%, indicando que a tilapia do Nilo atua como vetor de
transmissao para doenca nas espécies nativas. O proprietario dos animais relata a presenca e

mortalidade de tilapias na represa, indicando a possivel fonte de transmissao.

CONCLUSAO

Este é o primeiro relato de ISKNV em espécies de peixes nativos brasileiros, com uma
possivel transmissdo a partir de tildpias infectadas. Os resultados desse estudo representam
um avango no entendimento da distribuigao e caracteristicas de agentes virais potencialmente

associados a doencas graves em cultivo de peixes nativos.
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