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INTRODUCAO

A Aquicultura é uma pratica antiga que envolve o cultivo de diversas espécies de
organismos aquéticos (OTTINGER et al., 2016). Sua rdpida expansdo estd relacionada a
crescente demanda mundial por alimentos a base de peixes (BENE et al., 2015) mas como
qualquer setor com crescimento acelerado, a aquicultura estd sujeita a ocorréncia de doengas
que podem ocasionar graves perdas econdmicas.

Entre as principais familias virais de interesse na aquicultura mundial est4 a familia
Iridoviridae, subfamilia Alphairidovirinae, que compreende os géneros Ranavirus,
Megalocytivirus e Lymphocystivirus sendo que os trés géneros virais sdo compostos por virus
grandes de DNA fita dupla que infectam animais vertebrados de sangue frio (CHINCHAR et
al., 2017). O género Megalocytivirus acomete uma ampla variedade de espécies de peixes e
encontra-se mundialmente distribuido, sendo descrito inclusive em peixes ornamentais
brasileiros (MAGANHA et al., 2018). Os surtos em decorréncia desse género viral podem
causar a morte de 100% dos animais acometidos, causando graves perdas econdmicas para o
setor aquicola mundial (KODA et al., 2018). Os peixes acometidos apresentam sintomatologia
pouco especifica sendo, portanto, uma infeccdo de dificil diagndstico; dessa forma,
preconiza-se para o diagnoéstico a realizagdo da técnica molecular de reacdo em cadeia da

polimerase (PCR), bem como o isolamento viral em cultivo celular (OIE, 2018).

MATERIAL E METODOS

154



Um pool de tecidos (figado, baco e rins) oriundo de peixe da espécie Poecilia reticulata

sabidamente positivo ao diagndstico molecular para Megalocytivirus foi submetido ao
isolamento viral em células da linhagem BF-2. O isolamento foi realizado conforme protocolo
descrito pela OIE (OIE, 2012). Foram realizadas 2 passagens sucessivas com intervalo de sete
dias cada até o aparecimento de efeito citopatico. A partir da 2% passagem do inéculo viral
foram realizadas 3 passagens sucessivas em garrafas a fim de se aumentar o titulo viral. A
partir da 5% passagem do inéculo viral, foi realizada a extracdo do DNA contido na amostra
seguido pela reacdo de nested-PCR utilizando 2 pares de primers visando a amplificacdo
sequencial de fragmentos de 1.362pb e 369pb do gene MCP de Megalocytivirus, de acordo
com CHOI et al. (2006). O amplicon obtido na eletroforese em gel de agarose foi purificado e
enviado para sequenciamento nucleotidico na empresa HELIXXA em Campinas-SP. A
pesquisa de similaridade entre a sequéncia obtida neste estudo e outras sequéncias do

género descritas na literatura foi realizada no programa BLAST versao 2.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apenas a amostra referente ao pool de tecidos da espécie Poecilia reticulata
apresentou efeito citopatico em placa apdés a segunda passagem, sendo que o efeito
observado caracterizou-se pelo arredondamento celular, desprendimento das células da
superficie da placa e posteriormente morte celular. KODA et al. (2018), ao realizarem o
isolamento de uma estirpe de Megalocytivirus em células GF, também observaram a presenca
de células citomegalicas arredondadas. A confirmagdo do isolamento foi realizada a partir da
quinta passagem do inéculo viral. A eletroforese em gel de agarose contendo os amplicons
obtidos no nested-PCR, visando a amplificacdo do gene MCP de Megalocytivirus, revelou a
presenca de uma banda de 900pb, ndo compativel com o tamanho de fragmento esperado de
369pb. A sequéncia nucleotidica obtida, a partir do produto de 900pb, apresentou 93% de
identidade com a sequéncia do gene MCP de Infectious spleen and Kidney necrosis virus
(AB666346), espécie tipo do género Megalocytivirus. A sequéncia obtida no estudo realizado
por KODA et al. (2018) também apresentou valor de identidade elevado (92,4%) quando

comparada com a sequéncia do gene MCP de Infectious spleen and Kidney necrosis virus.
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