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Resumo 

 

Com prejuízos econômicos no Brasil e Indonésia, entre 2002 e 2011, superiores a US$ 1 bilhão 

de dólares, a Doença da Mionecrose Infecciosa (IMN) constitui-se como uma doença de 

notificação obrigatória à OIE (Organização Mundial de Saúde) responsável por perdas 

constantes na produção do camarão marinho Penaeus vannamei. Embora fatores ambientais 

como elevada amplitude térmica, alta concentração de compostos nitrogenados e mudança 

abrupta de salinidade possam alterar a taxa de infecção desta enfermidade, ainda não há estudos 

que avaliem o papel de diferentes temperaturas na infectividade do IMNV em P. vannamei 

cultivado em sistema heterotrófico. O presente trabalho teve por objetivo avaliar a influência 

da temperatura na infectividade do IMNV em P. vannamei cultivados em sistema heterotrófico. 

O experimento teve duração de 42 dias divididos em duas etapas: (i) submissão dos animais às 

diferentes temperaturas (26, 29, 32 e 35°C) por 21 dias e; (ii) desafio viral com IMNV via 

injeção intramuscular (100µL) (21 dias); com avaliação dos animais por nested-PCR, 

histopatologia e contagem total e diferencial de hemócitos. Os resultados obtidos indicaram que 

animais submetidos às maiores temperaturas avaliadas (32ºC e 35ºC) apresentaram as maiores 

taxas de sobrevivência pós-desafio viral (85,42% e 93,75%, respectivamente), com menor 

presença de lesões sugestivas de IMN, embora estes animais ainda estivessem positivos por 

nested-PCR. Não foram observadas diferenças significativas na contagem total de hemócitos 

entre os tratamentos pré e pós-desafio (P>0,05). Conclui-se que o uso de temperatura de 35ºC 

reduziu a mortalidade dos animais e carga viral, porém alterou a absorção alimentar dos animais 

nesta temperatura, gerando redução no desempenho zootécnico.   

 

  

Palavras-chave: IMNV, camarão branco do Pacífico, temperatura da água, BFT, RT-PCR. 
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Abstract 

 

Causing economic losses in Brazil and Indonesia between 2002 and 2011 of over US$ 1 billion, 

infectious myonecrosis (IMN) constitutes a disease of mandatory notification to WHO (World 

Health Organization) and is responsible for constant damages in the production of the marine 

shrimp Penaeus vannamei. Although environmental factors such as high thermal amplitude, 

high concentration of nitrogen compounds and abrupt changes in salinity can alter the infection 

rate of this disease, there are still no studies. Thus, the present work aimed to evaluate the 

influence of temperature on the infectivity of IMNV in P. vannamei culture in a heterotrophic 

system. The experiment lasted 42 days, divided into two stages: (i) subjecting the shrimps to 

different temperatures (26°C, 29°C, 32°C, and 35°C) for 21 days; and (ii) viral challenge with 

IMNV via intramuscular injection (100 µL) also for 21 days, with evaluation of the shrimps by 

nested-PCR, histopathology and total and differential hemocyte count. The results obtained 

indicated that shrimps submitted to the highest temperatures evaluated (32°C and 35°C) had 

the highest post-viral challenge survival rates (85.42% and 93.75%, respectively), with less 

presence of lesions suggestive of IMN, although these shrimps were still positive by nested-

PCR. No significant differences were observed in total hemocyte counts between pre- and post-

challenge treatments (P > 0.05). In conclusion, the use of a temperature of 35°C reduced 

mortality and viral load but altered the feed absorption, generating a reduction in zootechnical 

performance. 

 

Key words: IMNV, Pacific white shrimp, water temperature, Symbiotic, RT-PCR   
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 CONTEXTUALIZAÇÃO DA PESQUISA 

 A produção da carcinicultura mundial apresentou crescimento histórico devido a rápida 

disseminação do cultivo de peneídeos, partindo de aproximadamente 200.000 toneladas no ano 

de 1998 (FISHSTAT, 2016) para 5.696.000 toneladas em 2018 (FAO, 2020). Com o 

desenvolvimento deste setor e o surgimento de novas tecnologias de cultivo, os produtores 

passaram a migrar para sistemas de maiores densidades populacionais, devido a necessidade de 

otimização da produção (STENTIFORD et al., 2012). Porém, com a intensificação da 

quantidade de camarões por unidade de área ou volume, os patógenos tornaram-se mais 

constantes, apresentando-se hoje, como a maior barreira na eficiência destes sistemas, com 

cerca de 60% das doenças associadas a agentes virais (FLEGEL, 2011; STENTIFORD, 2012). 

 Atualmente, nove enfermidades que acometem crustáceos cultivados são classificadas 

como doenças de notificação obrigatória em todo o mundo segundo a Organização Mundial da 

Saúde Animal (OIE) e, dentre estas, as viroses são a parcela mais significativa, com seis das 

nove doenças, a saber: Necrose Infecciosa Hipodermal e Hematopoiética (IHHN), Mionecrose 

Infecciosa (IMN), Síndrome de Taura (TS), Síndrome da Mancha Branca (WSD), Doença da 

Cabeça Amarela (YHD1) e a Doença da Cauda Branca (WTD) (OIE, 2019). Dentre estas, as 

doenças causadas pelos Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) e da Síndrome da Mancha 

Branca (WSSV) são responsáveis pelas grandes perdas econômicas para a indústria do camarão 

cultivado (LIGHTNER, 2011). 

 No que diz respeito ao IMN, esta é uma doença que tem sua origem no Nordeste 

brasileiro, com o Penaeus vannamei sendo a espécie mais acometida por esta enfermidade 

(CNA, 2018). Seu agente é o Vírus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) que possui um RNA de 

fita dupla (dsRNA), não envelopado e uma molécula com 8226-8230 pb, variando em diferentes 

cepas, sendo o músculo esquelético, o principal tecido afetado pelo IMNV (NAIM et al., 2015; 

DANTAS, 2019), resultando em opacidade muscular e áreas vermelhas necróticas dos 

segmentos abdominais e leque caudal (POULOS e LIGHTNER, 2006). 

 Em termos de mortalidade, a infecção por IMNV pode culminar em taxas de mortalidade 

de até 70%, com mais de 40% desta mortalidade ocorrendo no final do ciclo produtivo, 

existindo assim, além das perdas por morte dos animais, uma significativa redução do valor de 

mercado dos sobreviventes devido ao músculo da cauda visivelmente necrótico (TANG et al., 

2019). Para se ter uma estimativa destas perdas produtivas, Lightner et al. (2011) relatam que 

os prejuízos econômicos durante os surtos de IMNV no Brasil, entre 2002 e 2005, foram 
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próximos a US$ 440 milhões de dólares, sendo calculados os valores acumulados do Brasil e 

Indonésia, entre 2002 e 2011, como superiores a US$ 1 bilhão de dólares.  

 Dentre as formas de transmissão do IMNV, encontram-se relatadas a transmissão 

horizontal e vertical deste patógeno. Para a transmissão horizontal, há demonstração via 

canibalismo, principal rota de propagação horizontal deste agente (LIGHTNER, 2011) e, via 

vetor, como é o caso da Artemia franciscana (SILVA et al., 2015a), enquanto que a rota de 

transmissão vertical foi confirmada em reprodutores de P. vannamei a partir da detecção 

positiva de IMNV em ovários de fêmeas naturalmente e experimentalmente infectadas, em 

espermatóforos de machos naturalmente e experimentalmente infectados e ovos (fertilizados 

ou não), com maior probabilidade de transmissão vertical deste vírus atrelada ao parental 

materno (SILVA et al., 2016).  

 No que concerne à elevação de incidência do IMNV, diversos são os fatores estressantes 

apontados como gatilhos ao aumento das taxas de infecção por este vírus no cultivo de P. 

vannamei: elevada amplitude térmica, alta concentração de compostos nitrogenados, manejo 

incorreto dos animais (PRASAD et al., 2017) e redução de salinidade (VIEIRA-GIRÃO et al., 

2015). No caso da salinidade, foi demonstrado em estudo de infecção experimental que a 

redução da salinidade de 35 ppt (condição normal) para 5 ppt (condição de estresse) afeta o 

tempo de geração de IMNV, passando de 57,4 para 25,2 minutos, ocasionado maior 

proliferação viral (VIEIRA-GIRÃO et al., 2015), não existindo até o presente momento estudos 

relacionados aos demais fatores. 

 Entre as estratégias de produção adotadas após os surtos de patógenos nos cultivos, 

destacam-se: sistemas com menor taxa de renovação de água, evitando a entrada destes agentes 

e aumentando a bioseguridade (BURFORD et al., 2003; PIÉRRI et al., 2015); o uso de estufas, 

no qual o aumento e controle da temperatura do sistema, reduz a amplitude térmica diária e 

garante a homeostase dos animais e; a adoção de fases no cultivo, como os berçários, que 

promovem maior controle na produção de pós-larvas (EMERENCIANO et al., 2012; 

WASIELESKY et al., 2013). 

 Com relação aos sistemas com menor taxa de renovação de água, um que tem se 

destacado é o sistema heterotrófico, também conhecido popularmente como bioflocos (BFT), 

devido a formação de agregados de matéria inerte e outros microrganismos decorrentes da 

adição controlada de carbono orgânico. As bactérias heterotróficas presentes em grande 

quantidade neste sistema, possuem a capacidade de transformar amônia em biomassa 

bacteriana, que serve de suplementação alimentar para os animais, reduzindo custos com 
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alimentação, enquanto as autotróficas, atuam na oxidação amoniacal, transformando a amônia 

em compostos menos tóxicos para os animais (nitritos e nitratos), reduzindo a necessidade de 

renovação de água (MCINTOSH et al., 2000; BURFORD et al., 2003; PIÉRRI et al., 2015).  

 Para o IMNV, este sistema tem resultado em um aumento da imunidade e sobrevivência 

de P. vannamei dos grupos mantidos em bioflocos quando comparados ao tratamento controle 

após desafio viral, independentemente da fonte de carbono orgânico usada para produzir os 

flocos, quando estes animais foram mantidos em temperaturas entre 27 e 28ºC (EKASARI et 

al., 2014), não sendo conhecido o efeito das diferentes temperaturas sobre a infectividade do 

IMNV em P. vannamei cultivados em BFT. Deste modo, o presente trabalho avaliou a 

influência da temperatura no desempenho zootécnico e sobrevivência de animais infectados 

experimentalmente com a IMNV em sistema de cultivo heterotrófico.  

 

1.2 OBJETIVOS  

1.2.1 Objetivo geral 

• Avaliar a influência da temperatura na infectividade do IMNV em P. vannamei.  

 

1.2.2 Objetivos específicos 

• Avaliar o desempenho zootécnico (sobrevivência; ganho em peso; taxa de crescimento 

específico e conversão alimentar aparente) dos camarões cultivados em sistema de 

bioflocos sob diferentes temperaturas e desafiados com IMNV; 

• Determinar a taxa de infecção dos animais desafiados submetidos as diferentes 

temperaturas; 

• Determinar os parâmetros hemato-imunológicos dos camarões desafiados submetidos 

as diferentes temperaturas; 

• Avaliar a presença de lesões teciduais sugestivas de infecção por IMNV nos camarões 

desafiados submetidos as diferentes temperaturas por meio de histologia. 

 

1.3 HIPÓTESES 

• A elevação da temperatura afetará a taxa de infecção do IMNV em P. vannamei 

cultivado em bioflocos; 

• A elevação da temperatura afetará a taxa de sobrevivência de P. vannamei desafiado por 

IMNV cultivado em bioflocos. 

 



SILVA JÚNIOR, Á C. Efeito da temperatura na infecção experimental com o vírus... 

 

12 

 

2 ARTIGO 

 

Com os resultados obtidos, foi elaborado um artigo científico intitulado de “Avaliação 

do efeito da temperatura em Penaeus vannamei cultivados em sistema heterotrófico e 

infectados experimentalmente com o Vírus da Mionecrose Infecciosa”, devendo ser 

submetido para a revista Aquaculture. 
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Avaliação do efeito da temperatura em Penaeus vannamei cultivados em sistema 

heterotrófico e infectados experimentalmente com o Vírus da Mionecrose Infecciosa 

 

2.1 INTRODUÇÃO 

 A produção de pescado atingiu no ano de 2020, 178 milhões de toneladas, de acordo 

com a Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura - FAO (2022). Desse 

montante, a aquicultura foi responsável por uma produção estimada de 88 milhões de toneladas, 

o que a torna responsável por 49% da produção de proteína de origem aquática (FAO, 2022).  

 Dentre as modalidades de cultivo da aquicultura, a carcinicultura produz uma comodity 

que atingiu no ano de 2020, uma produção total de 11,2 milhões de toneladas a nível mundial, 

com 51,7% deste total sendo representado pela espécie de camarão marinho Penaeus vannamei 

(FAO, 2022). Este valor é dado principalmente pelo aumento da densidade dos animais nos 

cultivos que otimiza a produção por área (EKASARI et al., 2021) e, embora essa prática 

possibilite maior produtividade, também aumenta as chances da proliferação de doenças 

infecciosas, estimando-se perdas por enfermidades de cerca de 40% do potencial produtivo da 

carcinicultura mundial (FLEGEL, 2011; STENTIFORD, 2012). Deste valor, as doenças de 

origem viral são as que mais acometem a carcinicultura, correspondendo a 60% do total de 

doenças (OIE, 2022). 

 Devido às limitações imunológicas dos camarões, decorrentes da dependência exclusiva 

do sistema imune inato (AMATUL-SAMAHAH et al., 2020), atrelado a falta de boas práticas 

de manejo e a expansão da carcinicultura, é possível observar um grande aumento no número 

de doenças listadas pela OIE (Organização Mundial da Saúde Animal) nos últimos anos, tendo 

hoje um total de dez doenças listadas, que são:  Hepatopancreatite Necrosante Aguda 

(AHPND), Praga do Lagostim (Crayfish Plague), Infection with Decapod Iridescent Virus 1 

(DIV 1), Necrose Hipodérmica Hematopoiética Infecciosa (IHHN), Mionecrose Infecciosa 

(IMN), Hepatopancreatite Necrosante (Necrotising Hepatopancreatitis (Hepatobacter 

penaei)),  Síndrome de Taura (TS), Doença da Mancha Branca (WSD), Doença da Cauda 

Branca (WTD) e a Doença da Cabeça Amarela (YHD) (OIE, 2022). Desse total, seis são de 

origem viral, e estas são as que mais causam prejuízos a produção da carcinicultura mundial 

(LEE et al., 2022). 

 Mais especificamente sobre a Mionecrose Infecciosa, esta é uma doença que tem origem 

no nordeste do Brasil, com seu primeiro relato em agosto de 2002. A sua rápida proliferação 

pela região costeira, gerou significativas perdas para o setor nos anos de 2004 e 2005 (COELHO 
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et al., 2009). Em 2006, ocorreu o primeiro relato de infecção desta doença na Indonésia, que 

segundo Seibert et al. (2010) foi ocasionada devido ao transporte inadequado de pós-larvas de 

Penaeus vannamei do Brasil para este país. Além dos países citados, este vírus foi identificado 

recentemente em cultivos na Índia (2016) e Malásia (2018), com a ocorrência de uma nova cepa 

na Indonésia em 2018, tendo gerado novos surtos desta doença (LEE et al., 2022; MAI et al. 

2019). 

 A IMN tem como agente etiológico, o Vírus da Mionecrose Infecciosa, constituído por 

RNA de fita dupla, com extensão de 7561–8230bp não envelopado, sendo classificado 

taxonomicamente como um vírus do gênero Totivirus, pertencente à família Totiviridae (LEE 

et al., 2022). É um agente que tem como principal forma de transmissão, a transmissão 

horizontal, podendo ocorrer de forma direta, através do canibalismo, ou indireta, por veículos 

como o ambiente ou vetores como a Artemia franciscana (SILVA et al., 2015a). Além do P. 

vannamei, o IMNV pode atingir mais três espécies de peneídeos, que são: Farfantepenaeus 

subtilis, P. monodon e P. stylirostris, mostrando em todas estas, apenas mortalidade nas fases 

juvenil e adulta, onde desenvolvem as características clássicas da infecção, com necrose 

muscular no músculo abdominal (PRASAD et al., 2017; MAI et al., 2019). 

 Com os problemas correlacionados ao controle de doenças nos cultivos convencionais, 

principalmente por causa de patógenos, foram desenvolvidos sistemas de cultivos 

heterotróficos, comumente conhecidos como bioflocos (BURFORD et al., 2003). Esse sistema 

tem por característica a mínima renovação da água, que ocorre devido a adição do carbono 

orgânico para manter uma relação C/N que estimula a conversão dos nitrogenados em biomassa 

bacteriana pelas bactérias heterotróficas, reduzindo a concentração desses compostos e, assim, 

possibilitando o aumento da estocagem dos animais e aprimorando a produtividade (CHEN et 

al., 2020; LUO et al., 2020; EKASARI et al., 2021).  

 O sistema de cultivo em bioflocos possibilita grandes benefícios as produções, como 

maiores taxas de sobrevivência, se comparado com animais cultivados em águas claras 

(EKASARI et al., 2014). A exemplo da WSSV, conforme trabalho realizado por Rahman et al. 

(2006), foi possível constatar que elevadas temperaturas atreladas a este tipo de cultivo 

contribuem positivamente com a sobrevivência dos animais infectados experimentalmente com 

esse vírus.  

 Para o IMNV, este sistema tem resultado em um aumento da imunidade e sobrevivência 

de P. vannamei dos grupos mantidos em bioflocos quando comparados ao tratamento controle 

após desafio viral, devido à ação de imunoestimulante dos flocos, independentemente do tipo 
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de fonte de carbono orgânica usada para sua produção, quando estes animais foram mantidos 

em temperaturas entre 27 e 28ºC (EKASARI et al., 2014), não sendo conhecido o efeito das 

diferentes temperaturas sobre a infectividade do IMNV em P. vannamei cultivados em BFT. 

Deste modo, o presente trabalho avaliou a influência da temperatura no desempenho 

zootécnico, taxa de infecção, imunoparâmetros e lesões histopatológicas de P. vannamei 

cultivados em bioflocos e experimentalmente desafiados com IMNV. 

 

2.2 METODOLOGIA 

2.2.1 Material infeccioso  

O material infecioso (inóculo viral diluído a 10-7) usado no desafio foi preparado 

conforme Silva et al. (2015b), a partir do tecido muscular abdominal de P. vannamei, coletado 

durante surto de Mionecrose Infecciosa em fazendas comerciais de P. vannamei no Brasil. Todo 

material foi previamente triado por RT-PCR para confirmar a presença do Vírus da Mionecrose 

Infecciosa (IMNV) (PINHEIRO et al., 2007) e posteriormente quantificado via PCR em tempo 

real (SILVA et al., 2011; 1,1 x10³ cópias de IMNV/µg de RNA), sendo armazenado a -80°C 

até sua utilização no desafio viral.  

 

2.2.2 Preparação do sistema de cultivo 

A maturação do sistema ocorreu por um período de 40 dias antes da estocagem dos 

camarões nas unidades experimentais, as quais foram abastecidas com água salgada (30 g L-1), 

previamente filtrada (30 μm), clorada (10 ppm de cloro ativo) e declorada através da utilização 

de aeração constante. Durante o experimento, não ocorreu troca de água, exceto a adição de 

água doce previamente tratada (10 ppm de cloro ativo) para compensar as perdas por 

evaporação. Em seguida, foi feita a fertilização orgânica a partir do uso de farelo de arroz (24 

horas em anaerobiose seguidas de 24 horas em aerobiose), com o uso de probiótico comercial 

na concentração de 7,4x 109 UFC/g composto por Bacilus sp., Pseudomonas putida, P. 

denitrificans, Nitrosomonas sp. E Nitrobacter sp. (SANTOS et al., 2021).  Para manter a 

alcalinidade acima de 120 mg L-1 e pH próximo a 7,8  foi utilizado bicarbonato de sódio 

(NaHCO)3). Após a maturação da água, foi feito o povoamento com pós-larvas adquiridas de 

laboratórios comerciais, negativas para IMNV por PCR, que foram mantidas no sistema até 

atingirem 2g, peso médio inicial usado no experimento.  
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2.2.3 Aquisição de animais e condições experimentais 

As pós-larvas de P. vannamei com dez dias (PL10) negativadas por diagnóstico 

confirmatório, foram adquiridas de larvicultura comercial (Empresa, estado, pais) e estocadas 

em unidades experimentais na densidade inicial de 1000 animais/m3 até alcançarem 2 g de peso 

médio (peso médio mínimo usado para marcação com elastômero em unidades produtivas). Ao 

atingirem este peso médio, os animais foram redistribuídos em unidades de 40L a densidade de 

500 camarões/m³ (densidade utilizada em fazendas intensivas comerciais). 

O experimento foi composto por 4 tratamentos com três repetições cada, sendo: (1) 26ºC 

- T26; (2) 29ºC – T29 [temperatura de referência usada em desafios com IMNV, segundo Silva 

et al. (2015b)]; (3) 32ºC – T32 e; (4) 35ºC – T35; com duração de 21 dias. Cada unidade foi 

telada para conter os aerossóis, sendo mantidas sob aeração constante e intensa, com 

fotoperíodo natural. A fim de reduzir a perda por evaporação e aumentar o equilíbrio térmico, 

além de diminuir o tempo de atuação dos aquecedores, as laterais das unidades experimentais 

dos tratamentos com temperaturas de 32°C e 35°C foram isoladas com isopor e todas as 

unidades cobertas com lonas plásticas transparentes. 

 Para realizar o controle térmico nas temperaturas dos tratamentos e desafio viral, foram 

desenvolvidos controladores térmicos baseados na plataforma Arduino. Os componentes 

utilizados para montagem foram: três unidades Arduino nano (microcontrolador Atemega 

328p); doze unidades do sensor de temperatura Dallas Semiconductor DS18B20; três módulos 

com quatro relés cada para o acionamento automático dos termostatos e; doze termostatos. Cada 

controlador possuía a capacidade de ajustar a temperatura de quatro unidades experimentais de 

forma individual, através da leitura dos sensores, que possibilitava o acionamento dos 

termostatos até atingirem as temperaturas configuradas de cada unidade. O código fonte criado 

e esquemático está disponível no link (https://github.com/Alvarojr255/temperature_cont.git). 

Durante todo o experimento e desafio viral, os camarões foram alimentados com ração 

comercial (35% proteína bruta, 8% extrato etéreo, 13% umidade, 4% fibra bruta, 12% material 

mineral, 3% cálcio, e 1,3% de fósforo, tipo, marca, pais) à 5% da biomassa, tendo a quantidade 

ajustada, de acordo estimativa de consumo e mortalidade segundo metodologia de Van-Wyk et al 

(1999). A frequência de fornecimento foi de quatro vezes ao dia (8, 11, 15 e 17 horas) e, a fonte 

de carbono orgânico (melaço de cana de açúcar e farelo de arroz fermentado), foi adicionada a fim 

de manter a relação C:N de 6:1. 

Oxigênio dissolvido, temperatura, pH e a salinidade de cada unidade experimental 

foram aferidos duas vezes ao dia (8 e 14 horas), com a utilização do multiparâmetro (Hanna 
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Instruments - HI98194, EUA). Os sólidos sedimentáveis foram mensurados semanalmente 

através do cone Imhoff, onde amostras de um litro de água de cada unidade experimental foram 

transferidas para os cones e após 20 minutos em repouso, o volume correspondente a estes 

sólidos sedimentados foi medido (AVNIMELECH, 2014). As análises de amônia e nitrito foram 

realizadas semanalmente a partir de testes colorimétricos comerciais (Alcon Labcon, Camboriú, 

Santa Catarina, Brazil), e alcalinidade a partir do uso da titulação (BRIDGEWATER, 2012).  

Semanalmente, biometrias foram realizadas para observação do desempenho zootécnico 

dos camarões e ajuste da ração fornecida, no qual foi possível determinar o peso médio final; 

sobrevivência; fator de conversão alimentar (FCA); taxa de crescimento específico (TCE) e 

produtividade. 

 

2.2.4 Desafio viral  

Após os animais serem mantidos nos diferentes tratamentos (temperaturas de 26°C, 29°C, 

32°C e 35°C, respectivamente) por um período de 21 dias, foi iniciado o desafio viral. Nesta fase, 

os animais foram inoculados através de injeção intramuscular de 100µL do inóculo de IMNV 

diluído a 10-7, conforme metodologia adotado por Silva et al. (2015b).  

As condições experimentais foram as mesmas descritas na primeira fase, e durante todo 

o desafio viral (21 dias), todos os indivíduos mortos e sobreviventes ao final do experimento 

foram coletados e estocados a –80°C para análise de nested-PCR, visando a confirmação da 

infecção por IMNV. Os animais sobreviventes oriundos de todos os tratamentos foram 

submetidos a contagens total e diferencial de hemócitos (CTH e CDH), enquanto três animais 

de cada unidade (preferencialmente os moribundos) foram fixados para análise histopatológica. 

 

2.2.5 Extração do RNA, RT-PCR e nested-PCR 

Para a extração do RNA total dos camarões desafiados (pool de 2 animais para todos os 

tratamentos), foi utilizado 50 mg de tecido do músculo abdominal, seguindo o protocolo do kit 

ReliaPrep™ Viral TNA Miniprep System (Promega, Madison, WI, USA), conforme as 

instruções do fabricante. O RNA extraído foi avaliado por espectrofotometria e armazenado a 

-80°C, para posterior construção do cDNA. O cDNA foi obtido através do kit Improm-II™ 

Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI, USA), conforme as instruções do 

fabricante. O cDNA produzido foi armazenado a -20°C, até usa utilização na nested-PCR.  

A nested-PCR foi conduzida para a confirmação da infecção por IMNV segundo 

protocolo estabelecido por Poulos e Lightner (2006), diagnóstico confirmatório de IMNV 



SILVA JÚNIOR, Á C. Efeito da temperatura na infecção experimental com o vírus... 

 

18 

 

recomendado pela OIE (2019). As condições da PCR e ciclo térmico foram os mesmos descritos 

por Poulos e Lightner (2006). Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

agarose a 2% corado com brometo de etídio e o tamanho dos fragmentos foram estimados a 

partir do uso de marcadores de peso molecular de 50pb e 100pb (Invitrogen, EUA). Em todas 

as reações de PCR foram inseridos controles positivos (amostra positiva para IMNV) e 

negativos (água ultrapura). 

 

2.2.6 Histopatologia  

Para realização da análise histológica, foram coletados quatro animais por tratamento (um 

animal de cada unidade experimental) durante a primeira fase (21 dias) e, três animais por 

tratamento (animais moribundos), ao final do desafio viral (segunda fase). 

 Todos as amostras foram fixadas em solução Davidson AFA por 48 horas, e em seguida, 

transferidas para uma solução de etanol a 70%, onde foram mantidas até serem processadas. A 

metodologia usada para a histologia foi a mesma descrita por Bell e Lightner (1988). Em todas 

as lâminas foram avaliadas a presença de lesões sugestivas do IMNV através do microscópio 

óptico Olympus (mod. BX41). Quando constatada a presença de infiltrados hemocíticos, as 

amostras foram submetidas a análises quantitativas através da contagem de hemócitos por 

infiltrado, a partir do uso de microscópio óptico com ampliação 40x. Para realizar a medição 

da área das lesões, foi utilizado régua graduada acoplada a ocular do microscópio.  

 

2.2.7 Variáveis hematológicas 

Similarmente à análise histológica, na primeira fase (21 dias) foram coletados quatro 

animais por tratamento (um animal de cada unidade experimental) e, na segunda fase (final do 

desafio viral), três animais por tratamento (animais moribundos), para determinação da contagem 

total e diferencial de hemócitos (células imunocompetentes).  

A coleta da hemolinfa e a contagem total de hemócitos (CTH) foi realizada através do 

protocolo descrito por Guertler et al. (2013). Cem microlitros de hemolinfa coletada foi diluída 

em solução anticoagulante de Alsever modificada (MAS) (336 mmol L-1NaCl, 115 mmol L-1 

glicose, 27 mmol L-1 citrato de sódio, 9 mmol L-1 EDTA, pH 7,2) com formaldeído a 4%, na 

proporção de 1:2 (v:v). O número das células foi estimado em câmara de Neubauer, em duplicata 

e, a contagem diferencial de hemócitos (CDH), foi realizada em microscopia de contraste de 

fase em triplicata, segundo o protocolo adaptado de Celi et al. (2013). 
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2.2.8 Análise estatística 

 Os dados adquiridos foram previamente analisados quanto à homogeneidade das 

variâncias e normalidade pelos testes de Bartlett e Shapiro-Wilk, respectivamente, com 

significância de 5% (P≤0,05). Como mostraram-se não paramétricos, foi utilizado o teste de 

Kruskal-Wallis, seguido do post hoc de Dunn, quando observada diferença significativa 

(P≤0,05). Os dados dos animais infectados e de sobrevivência ao final do período (pré-

inoculação e pós-inoculação), foram agrupados em tabelas de contingência e submetidos ao 

teste qui-quadrado de Pearson (P≤0,05), com correção proposta por MacDonald e Gardner 

(2000). Foram feitas análises dos resíduos para verificar diferenças significativas, com o teste 

exato de Fisher aplicado para os dados que apresentaram frequência esperada inferior a 5. Todas 

as análises foram feitas através do software R versão 4.2.0.  

 

2.3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 Os resultados obtidos das variáveis de qualidade de água durante todo o período 

experimental, encontram-se resumidos na Tabela 1. Foram registradas diferenças significativas 

para as variáveis de oxigênio dissolvido, salinidade e nitrito (P≤0,05), não existindo diferença 

significativa para os valores médios de pH, amônia total, alcalinidade e sólidos sedimentáveis 

(Tabela 1).   

Segundo Boyd (2020), as concentrações de oxigênio dissolvido e outros gases 

atmosféricos dissolvidos em água variam com as pressões parciais e solubilidades dos gases, 

com a temperatura e salinidade da água, havendo diminuição das concentrações de oxigênio 

dissolvido e outros gases diante da elevação da salinidade e temperatura. Este fenômeno ocorre 

porque o movimento das moléculas de água e gás aumenta em função da temperatura e, à 

medida que a temperatura aumenta, as moléculas que se movem mais rapidamente colidem com 

mais frequência para impedir a entrada de moléculas de gás na água (BOYD, 2020). Assim, no 

presente estudo, no tratamento de maior temperatura (T35), foi registrada a menor concentração 

de oxigênio dissolvido (Tabela 1). 

A salinidade diferiu nos tratamentos de menores temperaturas (T26 e T29) quando 

comparado com os de maiores (T32 e T35). De acordo com AL-Shammiri (2022), maiores taxas 

de evaporação são determinadas quando há aumento da temperatura, velocidade do ar e redução 

da salinidade da água, indicando no presente trabalho que as maiores salinidades encontradas 

nos tratamentos de temperaturas mais elevadas estariam associadas à taxa de evaporação.  
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Para o nitrito, embora tenha sido determinada diferença significativa no tratamento T29 

em relação aos demais, este valor médio ficou dentro da faixa recomendada para a criação de 

camarões marinhos em sistema intensivo (SAMOCHA, 2019). As demais variáveis (pH, 

amônia total, alcalinidade e sólidos sedimentáveis), também estiveram dentro dos parâmetros 

recomendados para o cultivo de P. vannamei (ZHANG et al., 2006; ESPARZA-LEAL et al., 

2016).    

 

Tabela 1 - Variáveis de qualidade de água (valores médios e desvio padrão) avaliadas durante 

o período experimental. 

Variáveis T26°C T29°C T32°C T35°C 

Oxigênio dissolvido 

(mg/L) 
5,72 ± 0,39a 5,25 ± 0,39b 4,94 ± 0,38c 4,55 ± 0,34d 

pH 7,85 ± 0,36 a 7,87 ± 0,17 a 7,90 ± 0,14 a 7,88 ± 0,36 a 

Temperatura (°C) 26,25 ± 0,12a 29,16 ± 0,12b 32,11 ± 0,13c 34,95 ± 0,09d 

Salinidade (PSU) 29,19 ± 0,49a 29,27 ± 1,22a 29,62 ± 0,86b 29,64 ± 1,30b 

Amônia total (mg/L) 0,55 ± 0,38a 0,57 ± 0,37a 0,58 ± 0,36a 0,58 ± 0,36a 

Nitrito (mg/L) 1,40 ± 0,42a 1,86 ± 0,42b 1,71 ± 0,46ab 1,41 ± 0,49a 

Alcalinidade (mg/L) 169,4±36,09a 167,8±37,58a 166,7±41,51a 153,6±34,10a 

Sólidos sedimentáveis 

(mL/L) 
4,46 ± 1,52a 3,56 ± 1,88a 4,12 ± 3,30a 5,43 ± 2,61a 

Fonte: Elaborado pelo autor. Letras diferentes significam diferença significativa para o teste de Kruskal-Wallis 

com significância P≥0,05, com post hoc de Dunn, caso observado diferença significativa (P≥0,05). 

 

A respeito das variáveis de desempenho zootécnico (Tabela 2), não houve diferenças 

significativas para a taxa média de sobrevivência quando os animais foram submetidos às 

diferentes temperaturas durante o período de pré-desafio (21 dias) (P<0,05). Por outro lado, no 

desafio viral, foi observada diferença significativa entre os tratamentos (X2 9,29; P<0,05) 

(Tabela 2). De acordo com a análise de resíduos padronizados (Tabela 3), há maior 

probabilidade de mortalidade dos animais infectados e submetidos ao tratamento com 

temperatura de 29°C (T29), enquanto os animais submetidos à temperatura de 35°C (T35), que 

tiveram as menores probabilidades de mortalidade.  

Resultados similares aos obtidos na sobrevivência dos animais desafiados para o IMNV 

no presente estudo, foram identificados em experimentos com infecção experimental em P. 

vannamei pelo WSSV, sendo observado menores taxas de mortalidade quando os animais 

foram submetidos as maiores temperaturas (RAHMAN et al., 2006; RAHMAN et al., 2007b; 

MOSER et al., 2012). 

Para o IMNV, a temperatura tem desempenhado um papel crucial na ocorrência da 

doença, sendo descrito que o aumento da temperatura pode levar à alimentação excessiva e, 
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portanto, à produção de amônia acima do nível normal, sendo este um fator estressor para o 

camarão em condições de cultivo, que culminaria em mortalidade elevada (PRASAD et al., 

2017). No presente estudo e, sob condições controladas de cultivo, incluindo a concentração de 

amônia total, maiores temperaturas, levaram a menores taxas de mortalidade e de infecção, 

indicando que este composto nitrogenado e, não a temperatura, teria um efeito negativo no 

animal infectado com IMNV.  

Silva et al. (2015b), relatam que juvenis de P. vannamei (2g) mantidos a 28ºC e 

desafiados para IMNV com diluições entre 10-1 e 10-7 apresentaram níveis médios de infecção 

mais elevados do que aqueles encontrados para diluições entre 10-5 e 10-7 para camarões 

mantidos a 26ºC, sendo observadas taxas de infecção e cargas virais médias semelhantes para 

ambas as temperaturas para as diluições de 10-8 e 10-9, resultados similares aos encontrados 

neste estudo. 

Quanto aos valores médios de ganho de biomassa diário, resultados inferiores foram 

encontrados no tratamento T35 (P≤0,05), indicando influência da elevada temperatura no 

crescimento dos animais. Já os resultados de desempenho zootécnico observados no desafio 

viral, demonstraram que apenas as variáveis produtividade, biomassa média final e peso médio 

final diferiram significativamente (P≤0,05), com menores valores no tratamento T35. Todos os 

resultados de desempenho zootécnico para ambas as fases estão elencados na Tabela 2. 

Segundo Wyban et al. (1995), os efeitos térmicos no crescimento de P. vannamei são 

tamanho-específico. Nos camarões pequenos e médios (<10g), o crescimento está diretamente 

relacionado à temperatura, sendo que os animais crescem mais rápido em temperaturas mais 

altas da água (até 30°C). Já em camarões maiores (>15g), o crescimento a 30°C não se mostrou 

diferente do crescimento a 27°C. As demais variáveis (produtividade, biomassa média e peso 

médio final) não mostraram diferenças significativas entre os tratamentos durante este período 

(P<0,05). Resultados diferentes aos encontrados no experimento foram observados por Ponce-

Palafox et al. (1997). Avaliando o cultivo de P. vannamei, em diferentes faixas térmicas, 

temperaturas de 30 e 35°C não mostraram diferenças significativas em salinidade próxima ao 

avaliado no presente trabalho.  

  

Tabela 2 - Variáveis de desempenho zootécnico de P. vannamei (valores médios e desvio 

padrão) nos diferentes tratamentos, para cada etapa do experimento. 

1ª Fase (Pré-inoculação) – 21 dias 

Variáveis 

avaliadas 

T26°C T29°C T32°C T35°C 
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Peso médio final 

(g) 
4,54 ± 0,06a 4,87 ± 0,23a 4,31 ± 0,14a 3,91 ± 0,37a 

Sobrevivência 

(%) 
98.33a  ± 2,86 98.33a ± 2,86 93.33a ± 5,77 95.00a ± 8,66  

FCA 1.10 ± 0,07a 0,95 ± 0,04ab 1,12 ± 0,06ab 1,49 ± 0,08b 

TCE (%dia) 3,78 ± 0,16ª 4,21 ± 0,08a 3,77 ± 0,40a 2,94 ± 0,38a 

Produtividade 

(Kg.m-3) 
2,24 ± 0,92a 2,39 ± 0,14a 2,01 ± 0,10a 1,85 ± 0,82a 

2ª Fase (Desafio viral) – 21 dias 

Variáveis 

avaliadas 

T26°C T29°C T32°C T35°C 

Peso médio final 

(g) 
8,58 ± 0,44a 8,37 ± 0,76a 6,98 ± 0,58ab 5,60 ± 0,28b 

Sobrevivência 

(%) 
79.17a ± 15,73 70.83b* ± 9,55 85.42a ± 3,61  93.75c* ± 6,25 

FCA 1,55 ± 0,29 a 1,93 ± 0,30 a 1,90 ± 0,41 a 2,15 ± 0,11a 

TCE (%dia) 2,00 ± 0,11a 1,80 ± 0,45a 1,66 ± 0,30a 1,41 ± 0,07a 

Produtividade 

(Kg.m-3) 
2,73 ± 0,66a 2,35 ± 0,16a 2,38 ± 0,23ab 2,10 ± 0,08b 

Letras diferentes significam diferença significativa para o teste Kruskal-Wallis com significância P≥0,05, com 

post hoc de Dunn, caso observado diferença significativa (P≤0,05). 

“*” indicam que os resultados obtidos diferiram estatisticamente para o teste Qui-quadrado de Pearson (P≤0,05). 

 

Sobre a taxa de infecção, o teste Qui-quadrado mostrou que há relação entre a 

temperatura e a presença de animais infectados com IMNV na primeira PCR (X2 17,87; p < 

0,001), com maior incidência de P. vannamei positivos no tratamento T29 e, menor, no 

tratamento T35 (Tabela 3). Para a segunda PCR, não foi observado diferença significativa, com 

todos os resultados positivos para presença de infecção por Mionecrose Infecciosa, 

independente do tratamento submetido (Tabela 3). 

Segundo Poulos e Lightner (2006), os primers usados, na primeira etapa do método de 

nested RT-PCR, tem-se um limite de detecção de 100 cópias do genoma IMNV, enquanto na 

segunda etapa, o limite de detecção é aumentado para 10 cópias, indicando no presente estudo 

que menores cagas virais foram encontradas em animais submetidos às maiores temperaturas 

(32ºC e 35ºC). 

Segundo estudo realizado por Raj et al. (2012) e Rahman et al. (2007ab) em animais 

desafiados pelo vírus WSSV e submetidos a diferentes temperaturas, inclusive acima de 32°C 

mostraram maiores taxas de sobrevivência, mesmo assim, a segunda PCR mostrou positiva, 

mostrando que ainda os animais abrigavam o WSSV. Isso é explicado, pois a temperatura afeta 

de forma significativa a replicação do vírus no hospedeiro para o WSSV, sugerindo efeito 

similar para os resultados obtidos neste experimento com o IMNV .  

  



SILVA JÚNIOR, Á C. Efeito da temperatura na infecção experimental com o vírus... 

 

23 

 

Tabela 3 - PCRs e taxa de sobrevivência submetidos ao teste Qui-quadrado de Pearson para os 

diferentes tratamentos. 

Dados analisados 
Tratamentos 

T26°C T29°C T32°C T35°C 

Infectados na 1ªPCR (%) 33,33 40,00* 13,33 0,00* 

Infectados na 2ª PCR (%) 100 100 100 100 

Sobrevivência pré-desafio (%) 98,33 98,33 93,33 95,00 

Sobrevivência pós-desafio (%) 79,17 70,83* 85,42 93,75* 
Fonte: Elaborado pelo autor. “*” indicam que os resultados obtidos diferiram estatisticamente para o teste Qui-

quadrado de Pearson (P≤0,05). 

  

Quanto às variáveis hematológicas, não foram observadas diferenças significativas na 

contagem total de hemócitos entre os tratamentos pré e pós-desafio (P>0,05) (Tabela 4). 

Segundo Ponce-Palafox et al. (1997), essas temperaturas avaliadas ainda conseguem prover 

condições de conforto fisiológico para os animais, o que possivelmente pode favorecer maior 

padronização dos resultados hematológicos nessas condições. Similarmente, a contagem 

diferencial de hemócitos não diferiu entre os tratamentos pré-desafio viral, embora os dados 

pós-desafio para esta contagem tenham diferido entre os tratamentos (P≤0,05) (Tabela 4). 

Costa et al. (2009), em estudo realizado com P. vannamei naturalmente infectado com IMNV, 

relataram que os resultados de CTH variaram consideravelmente dentro do mesmo grupo de 

camarões, com grande desvio padrão, independentemente se os camarões eram assintomáticos, 

com sinais clínicos iniciais ou avançados de infecção por IMN. Tal resultado, também foi 

observado no presente estudo, indicando que a temperatura não foi responsável por esta 

comportamento da variável e que, isto independe se o animal foi naturalmente ou 

experimentalmente infectado com IMNV.  

Ainda neste estudo, Costa et al. (2009), também descrevem que os hemócitos granulares 

(SG e G) sempre foram predominantes sobre os hemócitos hialinos (H), representando 

aproximadamente 70% do total de células circulantes, independentemente do grupo de 

camarões (animais assintomáticos, com sinais clínicos iniciais ou avançados de infecção por 

IMN). Da mesma forma, no presente estudo, também foi determinada predominância de 

hemócitos hialinos ao invés de granulares (SG e G), que de acordo com Tang et al. (2005), 

Poulos et al. (2006), Costa et al. (2009) e Silva et al. (2011), reflete a presença de elevada 

infiltração de hemócitos nas fibras musculares encontradas em animais com sinais clínicos 

típicos de IMN, associada a baixa substituição celular ou morte destas células por apoptose.  

Em outro estudo, Ekasari et al. (2014), após manter juvenis de P. vannamei (2,02g) em 

quatro tipos de sistemas de bioflocos (melaço, tapioca, subproduto de tapioca e farelo de arroz), 
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verificaram que após o desafio com IMNV, houve redução da CTH em todos os tratamentos 

em comparação com o controle negativo (camarão não desafiado). Embora estes autores não 

tenham efetuado a análise diferencial deste tipo celular, percebe-se a migração de células para 

o sítio de infecção, pela redução de células circulantes, fenômeno também determinado no 

presente estudo. 

Sobre os resultados da análise histológica, foram encontradas lesões sugestivas de 

infecção por IMNV em todos os animais após o período de desafio, com marcada presença dos 

infiltrados hemocíticos nas fibras musculares dos animais. Em relação ao número de lesões, 

maior quantidade foi observada nos animais mantidos a 29ªC, indicando que os animais foram 

mais afetados pela infecção por IMNV (P≥0,05) (Tabela 5). O número de hemócitos por lesão, 

a área da lesão e a densidade de hemócitos não diferiu entre os tratamentos avaliados (Tabela 

5). A 

Tabela 4 - Contagem total e diferencial de hemócitos obtidos nos diferentes tratamentos, pré e 

pós-desafio experimental. 

Variáveis 
Tratamentos (Pré-desafio) (x106 ml-1) 

T26 T29 T32 T35 

CTH (Céls/mL) 5,9±5,7a 7,4±1,2a 5,6±0,9a 7,0±0,8a 

Variáveis 
Tratamentos (Pós-desafio viral) (x106 ml-1) 

T26 T29 T32 T35 

CTH (Céls/mL) 6,6±4,7a  3,4±1,0a 3,9±2,6a 4,3±3,2a 

CDH 

(%) 

Variáveis 
Tratamentos (Pré-desafio viral) 

T26 T29 T32 T35 

H 84,86±7,18a 91,07±3,49a 89,92±0,98a 86,92±5,77a 

SG 13,49±6,69a 7,68±3,26a 8,57±1,03a 
 

11,79±5,17a 

G 1,64±0,50a 
 

1,25±0,52a 
 

1,50±0,05a 
 

1,28±0,59a 
 

CDH 

(%) 

Variáveis 
Tratamentos (Pós-desafio viral) 

T26 T29 T32 T35 

H 91,50±1,43ab 
 

71,16±20,19a 
 

75,28±6,43ab 
 

87,40±4,03b 
 

SG 7,11±1,50ab 
 

28,31±20,05a 
 

22,36±5,02ab 
 

12,18±3,81b 
 

G 1,38±0,24ab 
 

0,53±0,23a 
 

2,35±2,45b 
 

0,41±0,28ab 
 

Fonte: Elaborado pelo autor.  

CTH – Contagem Total de Hemócitos, CDH – Contagem Diferencial de Hemócitos, BFT – Bioflocos, H – 

Hialinas, SG – Semi-granulares, G – Granulares  

Letras diferentes significam diferença significativa para o teste de Kruskal-Wallis com significância P≥0,05, 

com post hoc de Dunn, caso observado diferença significativa (P≤0,05).  
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Tabela 5 - Lesões histopatológicas encontradas nos animais pertencentes aos diferentes 

tratamentos após desafio viral (Resultado da análise histológica, valores expressos em média e 

desvio padrão). 
Variáveis T26°C T29°C T32°C T35° 

Números de lesões por 

animal amostrado (N) 
4,1±0,92a 8,1±2,7b 4,6±2,6ab 3,1±2,0a 

Número de hemócitos 

por lesão (N) 
31,3±20,6a 25,8±25,7a 21,0±14,7a 14±10,7a 

Área da lesão (µm2) 
460,1±139,8a 

 

386,4±208,7a 

 

451,5±201,0a 

 

244,9±165,5a 

 

Densidade de hemócitos 

(N/µm2) 

6,5±2,0x102a 

 

6,2±3,1x102a 

 

4,6±1,9x102a 

 

5,8±2,0x102a 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. Letras diferentes significam diferença significativa para o teste de Kruskal-Wallis 

com significância P≥0,05, com post hoc de Dunn, caso observado diferença significativa (P≤0,05). 

   

Em estudo histopatológico realizado por Silva et al. (2010), em animais oriundos de 

fazendas de engorda de P. vannamei, foram encontradas como lesões sugestivas de IMN, 

necrose coagulativa caracterizada por edema entre as fibras musculares no cefalotórax e, 

infiltração hemocítica entre as fibras musculares no abdômen, achados histopatológicos 

similares aos encontrados nos camarões submetidos às diferentes temperaturas avaliadas.  

 

2.4 CONCLUSÕES  

 Com os resultados obtidos é possível concluir que há influência da temperatura na 

infectividade de IMNV em P. vannamei cultivado em sistema heterotrófico, sendo determinado 

que os animais submetidos às maiores temperaturas avaliadas (32ºC e 35ºC) apresentaram as 

maiores taxas de sobrevivência pós-desafio viral (85,42% e 93,75%, respectivamente), com 

menor presença de lesões sugestivas de IMN, embora estes animais estivessem positivos por 

nested-PCR. Esses resultados indicam uma possível estratégia prática ao controle de IMNV em 

P. vannamei cultivado em ambientes controlados com baixa taxa de renovação de água, porém 

é necessário realizar melhor avaliação do desempenho zootécnico dos animais cultivados nestas 

condições. 
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3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

- Em sistema heterotrófico, a temperatura influencia a infectividade de IMNV em P. vannamei, 

com maiores temperaturas induzindo a menores taxas de mortalidade e carga virais; 

- A temperatura de 35ºC pode ser utilizada em sistema heterotrófico como estratégia prática ao 

controle de IMNV em P. vannamei, sendo necessário apenas novo estudo que reproduza um 

ciclo produtivo completo para validação dos resultados. 
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