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RESUMO

ROCHA, Francisco Eduardo Pereira Comparagao de diferentes métodos
moleculares de detec¢ao na detecg¢ao do virus da necrose infecciosa do bago e
do rim (ISNVK) em peixes nativos brasileiros cultivados. 2023. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Animal — Area de Concentragdo: Sanidade Animal) —

Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2023.

Tucunaré (Cichla ocellaris) e o acara (Geophagus brasiliensis) sao ciclideos sul-
americanos muito desejados por pescadores e aquaristas. No Brasil, desde 2017, ha
um numero crescente de surtos de virus da necrose infecciosa do bago e do rim
(ISKNV) na producéo de tilapia. Neste estudo, relatamos a detecgéo de ISKNV em
tucunaré e acara-pérola cultivados e a caracterizagao filogenética da sequéncia
parcial do gene MCP de ambos os espécimes. Para isso, 12 peixes (dez tucunarés e
dois acaras-pérola) de uma piscicultura que relatou um pico incomum de mortalidade
afetando juvenis e adultos foram submetidos a analises bacterioldgicas e virais.
Fragmentos de baco, figado, cérebro e rim de cada peixe foram semeados em Agar
Sangue de carneiro a 5% e Agar Cistina Coragdo com 1% de glicose e hemoglobina
bovina. Além disso, o DNA extraido de figado e baco de todos os animais foi
submetido a deteccdo molecular de ISKNV usando dois protocolos de reacdo em
cadeia da polimerase convencional (cPCR) e dois protocolos de nested-PCR (nPCR).
Os amplicons obtidos foram confirmados por sequenciamento de nucleotideos.
Nenhuma bactéria foi isolada nos peixes. O DNA doe ISKNYV foi identificado em todos
os fragmentos de figado e bago de peixes analisados, em pelo menos dois dos
protocolos de PCR usados. Até onde sabemos, este € o primeiro relato de ISKNV
nessas espécies nativas brasileiras, tucunaré e acara-pérola, causando alta
mortalidade. As sequéncias de nucleotideos derivadas desses animais mostraram alta
identidade com cepas previamente identificadas em tilapias e carpas de diferentes
regides brasileiras, indicando uma possivel transmissao interespécies do virus. No
entanto, estudos adicionais s&o necessarios para entender melhor a patogénese viral
e, assim, estabelecer medidas profilaticas assertivas para reduzir os danos causados
pela infecgao viral.

Palavras-Chave: Aquicultura, Doencas em Peixes, Diagnéstico Molecular, Tucunaré,

Acara, Iridovirus.



ABSTRACT

ROCHA, Francisco Eduardo Pereira. Comparison of different molecular detection
methods in the detection of infectious spleen and kidney necrosis virus (ISNVK)
in cultivated Brazilian native fish. 2023. Dissertation (Masters in Animal Science —
Concentration Area: Animal Health) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2023.

Peacock bass (syn.: tucunaré, Cichla ocellaris) and pearl cichlid (syn.: acara,
Geophagus brasiliensis) are South American cichlids highly desired in the fish angling
and aquarist community. In Brazil, there has been a crescent number of outbreaks of
infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) in tilapia production since 2017.
In this study, we report the detection of ISKNV in farmed peacock bass and pearl cichlid
and the phylogenetic characterization of the partial sequence of MCP gene from both
specimens. For this, 12 fish (ten peacock bass and two pearl cichlids) from a fish farm
that reported an unusual peak in mortality affecting juveniles and adults, were
subjected to bacteriological and viral analyses. Spleen, liver, brain and kidney
fragments from each fish were streaked on 5% sheep blood agar and cystine heart
agar with 1% glucose and bovine haemoglobin. Additionally, DNA extracted from the
liver and spleen of all animals was subjected to molecular detection of ISKNV using
two conventional polymerase chain reaction (cPCR) and two nested-PCR protocols
(nPCR). The amplicons obtained were confirmed by nucleotide sequencing. No
bacteria were isolated from the fish. ISKNV DNA was identified in all fish liver and
spleen fragments analyzed, in at least two of the used PCR protocols. To the best of
our knowledge, this is the first report of ISKNV in these native Brazilian species,
peacock bass and pearl cichlids, causing mortality outbreaks. The nucleotide
sequences derived from these animals showed high identity with strains previously
identified in tilapia and carps from different Brazilian regions, indicating a possible
interspecies transmission of the virus. However, additional studies are needed to better
understand viral pathogenesis and thus establish assertive prophylactic measures to
reduce the damage caused by viral infection.

Keywords: aquaculture, fish disease, molecular diagnostic, peacock bass, pearl

cichlid, iridovirus.
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1 INTRODUGAO

A aquicultura é altamente dinamica e caracterizada pela enorme
diversidade, tanto da gama de espécies cultivadas como dos tipos de sistemas
para o cultivo (MARTINS, 2011). Nos ultimos anos, com a rapida expansao do
setor, principalmente devido a producgao intensiva dos animais, varias doengas
infecciosas estdo surgindo e impactando diretamente a economia do setor
(REYS, 2013). Dentre estas, destacam-se doengas virais emergentes
pertencentes a familia [ridoviridae (MAGANHA, 2016), causando alta
mortalidade em peixes e levam a grandes perdas produtivas e econdmicas
(REF).

Dong e colaboradores (2015) no Vietna descreveram que formas jovens
de barramundi (Lates calcarifer) s&o mais suscetiveis a doenga, pois
apresentaram uma taxa de mortalidade de 71,2%, enquanto Figueiredo e
colaboradores (2021) observaram taxa de mortalidade de até 75% em alevinos
e juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil. Os principais sinais
clinicos dos animais afetados pelo ISKNV sao nado irregular, palidez de
branquias e anorexia (HE et al, 2000) e as alteracdes internas dos animais
infectados incluem hepatomegalia e esplenomegalia (KURITA; NAKAJIMA,
2012).

Os métodos de diagndstico das infecgdes causadas por Megalocytivirus
inicialmente eram baseados em achados histopatologicos caracteristicos da
doenca (Kurita; Nakajima 1998). Atualmente, a detec¢cado molecular baseadas em
técnicas de PCR sdo as mais utilizados devido a sua praticidade e acuracia
(NOLAN et al, 2015). O primeiro diagnéstico molecular por PCR convencional
descrito para este virus foi no final da década de 1990 (Kurita, 1998). Contudo,
posteriormente, 0s mesmos pesquisadores mostraram que essa técnica possuia
amplificagdes inespecificas e assim descreveram novos primers que corrigiram
esse problema (Kurita 2012). Adicionalmente, dois protocolos de nested-PCR ja
foram descritos com elevada deteccao

Pattanayak et al., 2020; Rimmer et al., 2012). A PCR quantitativa (QPCR)
estd cada vez mais sendo utilizada no contexto de programas oficiais de

diagnostico de doencgas infecciosas e se destaca por ser possivel quantificar a
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carga viral (FRANS et al., 2008). Para ISKNV ja foi descrito que a PCR

convencional possui menor sensibilidade que a qPCR, enquanto a nested-PCR

e gPCR tiveram sensibilidade semelhantes. Porém, ha uma escassez de estudos
recentes e comparativos com um numero maior de métodos de diagnostico que
possam inferir qual destes métodos possuem melhor acuracia e poder de

deteccao.


https://www-sciencedirect.ez78.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0044848612003997#bb0025
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2 REVISAO DE LITERATURA/ REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aquicultura

A aquicultura, pratica milenar que engloba o cultivo de organismos
aquaticos, desempenha um papel vital na seguranga alimentar global e na
economia de diversos paises. No contexto especifico da aquicultura, a
tilapicultura, centrada na criacdo de tilapias, emerge como uma atividade

aquatica de grande relevancia.

A aquicultura experimentou um crescimento notavel nas ultimas décadas,
consolidando-se como uma fonte essencial de proteina animal. De acordo com
dados da FAO (Food and Agriculture Organization - Organizagao das Nacgdes
Unidas para Agricultura e Alimentacgéo), a producdo aquicola global atingiu mais
de 82 milhdes de toneladas em 2019, com uma contribuicdo significativa de

espécies cultivadas, incluindo peixes, moluscos e crustaceos (FAO, 2021).

A aquicultura desempenha um papel crucial na produgdo de alimentos e na
economia global. No contexto brasileiro, destaca-se como uma atividade
promissora, contribuindo para a seguranga alimentar e o desenvolvimento
econdmico. Superar desafios requer abordagens integradas e inovagdes que
promovam a sustentabilidade e a resiliéncia da aquicultura em escala global e
nacional.

Apesar do crescimento, a aquicultura brasileira enfrenta desafios similares aos
observados globalmente. Questdes relacionadas a sustentabilidade, manejo de
recursos hidricos e sanidade aquatica sdo prioridades na agenda do setor.
Iniciativas governamentais, pesquisa aplicada e parcerias publico-privadas sao
fundamentais para impulsionar a tilapicultura e a aquicultura como um todo no
Brasil (MAPA, 2021).

Dentro desse cenario, revelaram-se como uma espécie-chave na
producao aquicola global. Sua adaptabilidade a diferentes ambientes,
crescimento rapido e aceitacdo no mercado internacional tém impulsionado a
expansao da tilapicultura em varias regides mundiais. Paises como China,

Indonésia e Egito se destacam como grandes produtores de tilapias,
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contribuindo significativamente para a produgcédo mundial (FAO, 2021).

Apesar dos avangos, a aquicultura enfrenta desafios consideraveis,
incluindo questbes ambientais, sanitarias e sociais. A necessidade de praticas
sustentaveis, manejo eficiente de recursos hidricos e controle de doencas virais,
como ISKNV (Virus da Necrose infecciosa de bago e rim), destaca-se como

areas criticas que demandam atenc&o continua (Anderson et al., 2020).

2.2 Caracteristicas do ISKNV

Virus da Necrose Infecciosa de Bago e Rim (ISKNV) representa uma ameaga
significativa para populacdes de peixes em ambientes aquicolas. Compreender
as caracteristicas distintivas do ISKNV é crucial para desenvolver estratégias
eficazes de detecgéo, controle e manejo. Este texto busca analisar as principais
caracteristicas do ISKNV, destacando sua estrutura, patogenicidade e impacto

na aquicultura.
Classificagdo Taxonbmica e Estrutura:

O ISKNV pertence a familia Iridoviridae, uma familia de virus grandes de
DNA de fita dupla que inclui agentes patogénicos de peixes. Segundo Eaton et
al. (2007), a classificacdo taxonémica do ISKNV o posiciona dentro da ordem
Megalocityvirus, destacando sua natureza viral de tamanho consideravel e
complexidade genética. Os virus pertencentes a esta familia estao divididos em
duas subfamilias Alphairidovirinae e Betairidovirinae. A subfamilia
Alphairidovirinae € subdividida em trés géneros denominados Ranavirus,
Lymphocystivirus, Megalocytivirus (ICTV, 2020)), sendo que o ultimo possui
varias espécies ocasionado surtos em diferentes espécies de peixe nos ultimos
anos (RAMIREZ-PAREDES et al., 2021; WANG et al., 2021; JUNG-SCHROERS
et al. 2016). Os virus do género Megalocytivirus possuem genoma DNA dupla
fita, linear, variando de 110 a 122 kbp, capsideo com simetria icosaédrica e
tamanho variavel de 140 a 200 nm de didmetro (KURITA; NAKAJIMA; 2012,
NOLAN et al., 2015; CHINCHAR et al., 2017).
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O género Megalocytivirus € composto por duas espécies virais Infectious
spleen and kidney necrosis virus e Scale drop disease virus. Dentro da primeira
especie, estdo alocados diversos virus dentre eles: Red Sea Bream Iridovirus
(RSIV), Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV), Turbot Reddish
Body iridovirus (TRBIV) e Threespine Stickleback Iridovirus (TSIV) ( CHINCHAR
et al., 2017).

A estrutura do ISKNV, caracterizada por um capsidio icosaédrico, é essencial
para sua sobrevivéncia e replicagdo. Estudo como o de Chinchar et al. (2009),
evidenciando sua capacidade de infectar células do sistema imunolégico de
tilapias.

Patogenicidade e Sintomatologia:

A patogenicidade do ISKNV é evidenciada por sua capacidade de causar danos
consideraveis aos orgaos internos das tildpias. O bago e o rim sé&o
frequentemente alvo preferencial do ISKNV, resultando em necrose pancreatica,
(Chen et al., 2019). Além disso, manifestacbes externas, como hemorragias e
lesdes cutaneas, sao observadas em peixes afetados.

A sintomatologia associada a infeccdo por ISKNV inclui alteragdes
comportamentais, anorexia e, em estagios avangados, mortalidade significativa.
Sun et al. (2015) ressaltam a importancia de identificar precocemente esses

sinais clinicos para implementar medidas de controle e prevencéo.
Epidemiologia e Transmissé&o:

A transmisséo do ISKNV em peixes ocorre por meio de diversas vias, sendo um
processo complexo e influenciado por fatores ambientais, comportamentais e
genéticos, a forma direta se da entre peixes infectados e suscetiveis, € uma das
vias mais comuns. Em ambientes de cultivo com alta densidade populacional, o
risco de transmissdo direta aumenta, tornando essencial a monitorizagao
constante. Outro fator crucial € o cuidado com a agua pois esta desempenha um
papel significativo na disseminacdo do ISKNV. O virus pode ser liberado no
ambiente por meio das secregdes corporais, fezes e urina de peixes infectados.
A presencga do ISKNV na agua cria uma fonte potencial de exposicao para peixes
suscetiveis que compartilham o mesmo ambiente. Além da transmissao direta e

pela agua, o ISKNV pode ser transportado por vetores mecéanicos, como
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equipamentos de manejo, redes de pesca e outros objetos que entram em
contato com peixes infectados. Essa forma de transmissdo destaca a
importancia da higienizacdo adequada de equipamentos e instalagbes
aquicolas. A transmissao vertical, da reprodutora para os ovos ou larvas, € outra
via potencial do ISKNV. Embora menos comum, essa forma de transmissao pode
contribuir para a persisténcia do virus em populagdes de peixes ao longo das

geracgoes.
, como observado por Wang et al. (2019).

ISKNV, devido a sua patogenicidade e capacidade de propagagéao, representa
um desafio significativo para a tilapicultura global. A compreensao detalhada de
suas caracteristicas, desde a estrutura viral até os padrdes epidemioldgicos, €

crucial para o desenvolvimento de estratégias eficazes de manejo e controle.

1.1.1.1 Impacto na produgao

A aquicultura desempenha um papel crucial na produgdo aquicola brasileira,
sendo as tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) uma espécie central nesse
cenario. Contudo, a presenca do Virus da Necrose Infecciosa de Baco e Rim
(ISKNV) representa um desafio significativo para a sustentabilidade e

produtividade da tilapicultura no Brasil.

A disseminagao do ISKNV em populacdes de tilapias no Brasil tem sido uma
preocupacgao crescente. Estudos epidemioldgicos, como os conduzidos por
Costa et al. (2020), destacam a prevaléncia variavel do virus em diferentes
regides do pais. Essa distribuicdo heterogénea influencia diretamente a

incidéncia da infecgao e os impactos na producao de tilapias.

O impacto econdmico do ISKNV na tilapicultura brasileira é evidenciado por
perdas significativas na produgdo. A mortalidade de peixes infectados, as
medidas de controle e a necessidade de investimentos em biosseguranca
contribuem para custos adicionais aos produtores. Estudos como o de Ronen et
al. (2003) demonstram que o ISKNV pode resultar em quedas na produtividade

e, consequentemente, em impactos econémicos negativos.
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O ISKNV impde desafios sanitarios consideraveis, exigindo abordagens eficazes
de manejo. Estratégias de controle, como a quarentena, vacinagao e boas
praticas de biosseguranga, tornam-se essenciais para minimizar a disseminagao
do virus. No entanto, a implementacdo dessas medidas enfrenta obstaculos

logisticos e custos adicionais, conforme discutido por Sun et al. (2015).:

As perspectivas futuras para a tilapicultura no Brasil diante do desafio do ISKNV
dependem da pesquisa aplicada e da inovacao. Investimentos em métodos de
detecgdo mais sensiveis, vacinas eficazes e estratégias de manejo adaptativas
sdo cruciais. Estudos, como os conduzidos por Zhang et al. (2012), apontam
para a necessidade de uma abordagem integrada que una a pesquisa

académica e a industria para enfrentar os desafios do ISKNV.

O impacto do ISKNV na producao de tilapias no Brasil destaca a complexidade
dos desafios enfrentados pela tilapicultura. A busca por solugdes inovadoras,
aliada a praticas de manejo eficazes, € essencial para garantir a sustentabilidade
e competitividade da tilapicultura brasileira frente a ameaga representada pelo
ISKNV.

1.1.1.2 Métodos convencionais de detecgao

Isolamento Viral:

O isolamento viral € um método classico utilizado para a detec¢do de ISKNV,
envolvendo a inoculagdo de amostras em culturas celulares. Ronen et al. (2003)
empregaram essa abordagem para estabelecer um sistema modelo de estudo
do ISKNV em carpas, permitindo a observacdo de efeitos -citopaticos

caracteristicos da infecgao.

Testes Sorolégicos:

Testes sorologicos, como o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay - ELISA), tém sido empregados para detectar a
presenca de anticorpos especificos contra ISKNV. Sun et al. (2015) destacam a

sensibilidade desses testes na identificagdo de animais previamente expostos
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ao virus, fornecendo insights valiosos sobre a prevaléncia da infecgao.

Reac&do em Cadeia da Polimerase (PCR):

A PCR é uma ferramenta molecular amplamente utilizada na deteccdo do
ISKNV. Zhang et al. (2012) aplicaram a PCR para identificar o material genético
do virus em amostras de tilapias, proporcionando resultados rapidos e sensiveis

mesmo em estagios iniciais da infecgao.

Imunofluorescéncia Indireta (IFI):

A Imunofluorescéncia Indireta (IFI) é uma técnica convencional que utiliza
fluorescéncia para identificar a presenca do ISKNV em tecidos. Wang et al.
(2019) destacam a utilidade da IFI na visualizagao direta do virus em amostras,

contribuindo para diagndsticos rapidos e especificos.

Técnicas de Hibridizagao:

Técnicas de hibridizagdo, como a hibridizag&o in situ, tém sido empregadas para
localizar o material genético do ISKNV em tecidos infectados. Ke et al. (2021)
exploraram essa abordagem para analisar a distribuigdo espacial do virus em
amostras histologicas, fornecendo informagdes valiosas sobre a patologia

associada a infecgao.

Os métodos convencionais de deteccdo do ISKNV desempenham um papel
crucial na identificagdo e compreensao da infecgao em populagdes de tilapias. A
combinagdo dessas abordagens, considerando suas respectivas vantagens e
limitagdes, contribui para uma abordagem abrangente no estudo do ISKNV e na

implementacgao de estratégias eficazes de controle.
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1.1.1.3 Métodos moleculares de deteccao

A aplicagcao de métodos moleculares na detecgcao de ISKNV em tilapias do Nilo

tem se destacado como uma abordagem eficaz e sensivel.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR):

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) permanece uma ferramenta
fundamental na detecgao do ISKNV. Zhang et al. (2012) destacam a aplicagéo
da PCR na amplificagdo do material genético do virus, possibilitando a
identificacdo rapida e sensivel do ISKNV mesmo em estagios iniciais da

infecgao.

PCR em Tempo Real (QPCR):

A PCR em Tempo Real (QPCR) aprimora a sensibilidade e especificidade da
detecgdo, permitindo a quantificagdo em tempo real da carga viral. Sun et al.
(2015) ressaltam a utilidade da qPCR na avaliacdo da progressao da infec¢ao
por ISKNV em populagdes de tilapias, oferecendo insights valiosos sobre a

dindmica viral.

Nested PCR

A Nested PCR é uma técnica que envolve duas etapas consecutivas de
amplificagdo do material genético, utilizando dois pares de primers. Essa
abordagem ¢é comumente utilizada para aumentar a sensibilidade e
especificidade da deteccéo de sequéncias especificas de DNA. Inserir trabalhos

que usaram essa técnica.

Reverse Transcription PCR (RT-PCR):

A RT-PCR é empregada na detecgdo do RNA do ISKNV, sendo crucial para a
identificacdo de material genético viral em estagios especificos da infecgao.
Ronen et al. (2003) utilizaram a RT-PCR para analisar a expressao génica do

ISKNV, contribuindo para a compreensao da patogénese do virus.
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Sequenciamento Genético:

O sequenciamento genético fornece informagbdes detalhadas sobre a
composi¢cao gendémica do ISKNV. Estudos, como o de Chinchar et al. (2009),
exploram essa abordagem para analisar a variabilidade genética do ISKNV,

contribuindo para estudos filogenéticos e epidemioldgicos.

A deteccgao precoce e precisa do Virus da Necrose Infecciosa de bago e rim
(ISKNV) é fundamental para o manejo eficaz e controle da infeccdo em

populagdes de tilapias do Nilo.

1.1.1.4 Perspectivas futuras

Apesar das vantagens dos métodos moleculares, desafios persistem, como a
necessidade de adaptacao constante as novas variantes do ISKNV. Inovacdes
recentes incluem a aplicacdo de técnicas como Sequenciamento de proxima
geracdo (Next-Generation Sequencing - NGS) para uma analise mais

abrangente do genoma viral (Ke et al. (2021).

O desenvolvimento de métodos diagndsticos eficazes € crucial para a detecgao
precoce, manejo adequado e controle da disseminagdo do virus. Este texto
aborda as perspectivas futuras dos métodos diagnésticos do ISKNV, explorando

avangos tecnologicos e estratégias inovadoras.
Avancgos Tecnologicos em Diagndstico Molecular:

A aplicacao de técnicas moleculares, como a Nested-PCR, gPCR, e
sequenciamento genético, continua a evoluir. A utilizagcdo de plataformas de
NGS permite uma analise genbmica mais abrangente do ISKNV, proporcionando
insights sobre sua diversidade genética e mutacdes. Esses avancgos oferecem
perspectivas promissoras para diagndsticos mais precisos € uma compreensao

mais profunda da variabilidade do virus (Ke et al., 2021; Sun et al., 2015).

Técnicas Imunolbgicas e Biomarcadores:
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O desenvolvimento de técnicas imunolégicas avangadas, incluindo ensaios de
deteccdo de antigenos e biomarcadores especificos, apresenta potencial para
simplificar e acelerar os diagndsticos. A incorporacédo de biomarcadores na
detecgdo do ISKNV pode oferecer uma abordagem mais rapida e especifica,

contribuindo para estratégias de vigilancia eficazes (Chen et al., 2019).
Integracdo de Sensores e Biossensores:

A implementacdo de sensores e biossensores, como dispositivos de
microfluidica e biossensores eletroquimicos, pode representar o futuro da
detecgdo rapida e portatii de ISKNV. Essas tecnologias inovadoras tém o
potencial de fornecer resultados em tempo real, facilitando a vigilancia em campo

e reduzindo o tempo necessario para tomada de decisdes (Zhang et al., 2012).
Abordagens Integradas e Diagnéstico Remoto:

Perspectivas futuras também incluem abordagens integradas, onde multiplos
métodos sdo combinados para aumentar a sensibilidade e especificidade. Além
disso, o desenvolvimento de tecnologias de diagndstico remoto, como a
utilizacao de imagens de satélite e analises bioinformaticas, pode oferecer uma
visdo abrangente da disseminacdo de ISKNV em escala regional ou global
(Costa et al., 2020).

A medida que novas tecnologias diagnésticas emergem, é imperativo considerar
as implicacbes éticas e socioecondmicas associadas ao seu uso. Questdes
relacionadas a acessibilidade, custo e aceitacao por parte dos produtores devem
ser abordadas para garantir que as inovagdes se traduzam em beneficios

tangiveis para a industria aquicola (Wang et al., 2019).
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Comparar diferentes métodos moleculares na detecgdo do virus da necrose
infecciosa do bacgo e do rim (ISNVK) em amostras de peixes nativos brasileiros

cultivados.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a presenca de ISKNV em peixes nativos brasileiros da espécie

Acara e Tucunaré cultivados em clube de pesca.

e Avaliar a sensibilidade de diferentes métodos moleculares em detectar ISKNV

em amostras de peixes da espécie Acara e Tucunare.

e Comparar métodos moleculares de detecgdo de ISKNV recomendados por
orgaos oficiais (Organizagao Mundial da Saude Animal - OMSA) com os

descritos atualmente.

e Realizar a caracterizagdo molecular e analise filogenética a partir de

sequéncias parciais do gene major capsid protein (MCP) de cepas de ISKNV
identificadas neste estudo com outras cepas descritas em peixes Brasileiros

e de outros paises.
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6 ARTIGO A -

First report of Infectious Spleen and Kidney Necrosis Virus (ISKNV) in
native Brazilian farmed fish
Primeiro relato do virus da necrose infecciosa do bago e do rim (ISKNV)

em peixes nativos brasileiros cultivados

Highlights
1- Detection of ISKNV in Brazilian native fish species
2- High similarity between ISKNV strains identified in tilapia and native fish
3- PCR protocol for ISKNV recommended by WOAH has a low detection rate

Resumo

Tucunaré (Cichla ocellaris) e o acara (Geophagus brasiliensis) sao ciclideos sul-
americanos muito desejados por pescadores e aquaristas. No Brasil, desde
2017, ha um numero crescente de surtos de virus da necrose infecciosa do bacgo
e do rim (ISKNV) na producéo de tilapia. Neste estudo, relata-se a deteccao de
ISKNV em um surto de mortalidade tucunaré e acara-pérola cultivados e a
caracterizagao filogenética da sequéncia parcial do gene da proteina do
capsideo maior (MCP) de ambos os espécimes. Para isso, 12 peixes (dez
tucunarés e dois acaras-pérola) provenientes de uma piscicultura com relatos de
alta mortalidade afetando juvenis e adultos foram submetidos a analises
bacterioldgicas e virais. Fragmentos de baco, figado, cérebro e rim de cada peixe
foram semeados em Agar Sangue de carneiro a 5% e Agar Cistina Coragéo com
1% de glicose e hemoglobina bovina. Além disso, o DNA extraido de figado e
baco de todos os animais foram submetidos a deteccdo molecular de ISKNV
usando dois protocolos de reagdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR) e dois protocolos de nested-PCR (nPCR). Os amplicons obtidos foram
confirmados por sequenciamento Sanger de nucleotideos. Nenhuma bactéria foi
isolada nos peixes. O DNA amplificado do ISKNV foi identificado em todos as
amostras de figado e bago dos peixes analisados, em pelo menos dois dos
protocolos de PCR utilizados. Acredita-se que este é o primeiro relato de ISKNV
nessas espécies nativas brasileiras, tucunaré e acara-pérola, causando alta

mortalidade. As sequéncias de nucleotideos derivadas desses animais
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mostraram alta identidade com cepas previamente identificadas em tilapias e
carpas de diferentes regides brasileiras, indicando uma possivel transmissao
interespécies do virus. No entanto, estudos adicionais sdo necessarios para
entender melhor a patogénese viral nessas novas espécies de peixe e, assim,
estabelecer medidas profilaticas assertivas para reduzir os danos causados pela
infecgao viral.

Palavras-Chave: Aquicultura, Doengas em Peixes, lIridovirus, Diagndstico
Molecular, Tucunare, Acara.

Abstract

Peacock bass (syn.: tucunaré, Cichla ocellaris) and pearl cichlid (syn.: acara,
Geophagus brasiliensis) are South American cichlids highly desired in the fish
angling and aquarist community. In Brazil, there is an increasing number of
outbreaks of infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) in tilapia
production since 2017. In this study, we report the detection of ISKNV in from
farmed peacock bass and pearl cichlid that were experiencing high mortality, and
the phylogenetic characterization of the partial sequence of major capsid protein
(MCP) gene from both specimens. For this, 12 fish (ten peacock bass and two
pearl cichlids) from a fish farm that reported a high mortality affecting juveniles
and adults, were subjected to bacteriological and viral analyses. Spleen, liver,
brain, and kidney fragments from each fish were streaked on 5% sheep blood
agar and cystine heart agar with 1% glucose and bovine haemoglobin.
Additionally, DNA extracted from the liver and spleen of all animals was subjected
to molecular detection of ISKNV using two conventional polymerase chain
reaction (cPCR) and two nested-PCR protocols (hPCR). The amplicons obtained
were confirmed by Sanger nucleotide sequencing. No bacteria were isolated from
the fish. ISKNV DNA was identified in all fish liver and spleen analyzed samples,
in at least two of the used PCR protocols. This is believed to be the first report
this is the first report of ISKNV in these native Brazilian species, peacock bass
and pearl cichlids, from a mortality outbreak event. The nucleotide sequences
derived from these animals showed high identity with strains previously identified
in tilapia and carps from different Brazilian regions, indicating a possible
interspecies transmission of the virus. However, additional studies are needed to
better understand the viral pathogenesis in these new host species and establish

assertive prophylactic measures to reduce the damage caused by this viral
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infection.
Keywords: aquaculture, fish disease, iridovirus, molecular diagnostic, peacock

bass, pearl cichlid.

1. Introduction

Peacock bass (syn.: tucunaré, Cichla ocellaris), and pearl cichlid (syn.:
acara, Geophagus brasiliensis) are two South American cichlids highly sought-
after by anglers and aquarists alike (Rodrigues et al., 2020). Peacock bass is
considered a premier game fish due to its aggressive strikes, aerial jumps, and
fighting spirit. In 2021, Brazil produced approximately 101 ton of peacock bass to
support this industry (IBGE 2022). Pearl cichlid is a popular aquarium fish and an
important game fish as well (de Azevedo et al., 2006). However, the optimal
production of these fishes is hindered by knowledge gaps in fish husbandry,
nutrition, health, and emergent infectious diseases (Valladao et al., 2018). To
date, several parasites have been reported in peacock bass and pearl cichlid,
including cestodes, digeneans, monogeneans, nematodes, coccidia, and
copepods (Békési and Molnar 1991, de Azevedo et al., 2012, Januario et al.,
2019, Lacerda et al., 2018, Madi and Ueta 2009, Pavanelli et al., 2018, Pozza et
al., 2018, Rassier et al., 2015, Rocha et al., 2015, Scholz et al., 1996).

Infectious spleen and kidney necrosis virus (ISKNV) is a double-stranded
DNA virus that belongs to the family Iridoviridae, subfamily Alphairidovirinae and
genus Megalocytivirus. Other important aquaculture pathogens in this genus
include Red Sea Bream Iridovirus (RSIV) and Turbot Reddish Body iridovirus
(TRBIV), and scale drop disease virus (ICTV 2022). Since 2017, there has been
an increasing number of ISKNV outbreaks in tilapia production in Brazil
(Figueiredo et al., 2022, Fonseca et al., 2022). To date, the virus has also been
reported in the country in red piranha, ornamental fishes, and Brazilian catfish
(Pseudoplatystoma corruscans) (de Lucca Maganha et al., 2018, Fonseca et al.,
2022).

The clinical signs of ISKNV are nonspecific, such as lethargy, irregular
swimming, pale gills, ascites, and anorexia, which makes clinical diagnosis
difficult (Dong et al., 2015; Johan and Zainathan, 2020; Subramaniam et al.,
2016). Molecular assays targeting the major capsid protein (MCP) gene are
widely used for detection of ISNKV (Kurita and Nakajima 2012).
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In this study, the detection of ISKNV in farmed peacock bass and pearl
cichlid is reported, as well as the phylogenetic characterization of the partial

sequence of MCP gene from both specimens.

2. Materials and Methods
2.1 Outbreak description

An excavated pond fish farm in Rio de Janeiro state contacted us to report
an unusual increase in mortality within their peacock bass in late April 2021. The
farmer stated that the number of dead animals increased from six per day to more
than 200 per day within 11 days, affecting both juveniles and adults. Ten peacock
bass and two recently dead pearl cichlid (from the same farm) were collected for
laboratory analysis. The dam where the farm is located belongs to a sports club
and contains several other fish species such as Astyanax spp., trahira (Hoplias
spp.), Leporinus spp., and Nile tilapia (Oreochromis niloticus). None of the other
species showed any mortality at the time, but increased Nile tilapia mortality was
reported a few days later. In May 2021, 12 fish (ten peacock bass and two pearl
cichlid) were packed in isothermal boxes with ice and sent for laboratory
diagnosis. Transport between the farm and the laboratory took eight hours. In the

laboratory, the fish were immediately necropsied.

2.2 Bacterial isolation and identification

Fragments of spleen, liver, brain, and kidney were aseptically collected
and streaked on 5% sheep blood agar and cystine heart agar with 1% glucose
and bovine hemoglobin. The plates were incubated for bacterial isolation at 28
°C for up to 96 h. Liver and spleen fragments were also collected and frozen in -

20 °C for further molecular diagnostic.

2.3 Detection of ISKNV DNA

DNA extraction from liver and spleen fragments from each sampled fish
was performed using a PureLink™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™ Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s protocol. DNA
extracts from all animals were then screened for ISKNV using two conventional
polymerase chain reaction (cPCR) protocols (Kurita and Nakajima 2012, Kurita
et al., 1998), and two nested PCR (nPCR) protocols (Pattanayak et al., 2020;
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Rimmer et al.,, 2012) (Table S1 and S2). PCR products were subjected to
electrophoresis in a 1% agarose gel stained with SyBR Safe DNA (Invitrogen® Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). Aliquots of sterile ultrapure water were included
as negative controls in all procedures and biological samples previously known

as positive were included as positive controls.

2.4 Sequence analysis

To confirm the specificity of the ISKNV MCP gene, PCR amplicons from
four different positive samples were randomly selected for nucleotide sequencing
analysis. The amplicons of the expected size were purified using PureLink™
Quick Gel Extraction & PCR Combo Kit (Invitrogen® Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) and their concentration was determined using a Nanodrop
spectrophotometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Direct
sequencing was performed using a BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) in both directions, using the
primers described above on a 3500 Genetic Analyzer sequencer. The sequence
data were aligned using MEGA software, version 7.0.26 (Kumar, Stetcher, Li,
Knyaz & Tamura 2018). BLASTN analysis was performed using the edited and
assembled sequences (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/). A Maximum Likelihood
phylogenetic analysis was performed using MEGA software version 7.0.26 using
Kimura-2 model (Kimura, 1980), with 1000 non-parametric standard bootstraps
to test the robustness of the clades (Efron et al., 1996). The nucleotide sequence

identity matrix was constructed using BioEdit software version 7.2.5

3. Results and Discussion

No bacteria were isolated from the 12 analyzed fish. ISKNV DNA was
identified in all liver and spleen fragments analyzed in more than one diagnosis
PCR protocol (Table 1). Different results (negative or positive amplification) were
observed among the four different PCR protocols used in this study. The PCR
protocol developed by Kurita & Nakajima (2012) and the n-PCR described by
Rimmer et al. (2012) were able to amplify the virus DNA in all evaluated fish
samples, while the PCR protocol developed by Kurita et al. (1998) was not able
to amplify the laminin-like protein and phosphatase ISKNV partial gene in any of

the evaluated samples. The n-PCR protocol developed by Pattanayak et al.
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(2020) amplified ISKNV DNA in all peacock bass samples, but only amplified
ISKNV DNA in one of the two pearl cichlids samples.

The specificity of ISKNV amplicons obtained from different fish samples
were confirmed through phylogenetic analysis and nucleotide sequence identity
matrix obtained with the assay designed by Kurita and Nakajima (2012).
Comparative analysis of the sequences of the partial MCP gene obtained in this
study with 17 representative strains of ISKNV was performed. The ISKNV strains
identified from pearl cichlids were named BRA/RJ-Acar1/2021 and BRA/RJ-
Acar2/2021 (GenBank accession numbers: OQ875186 and OQ875187). The
strains derived from peacock bass were named BRA/RJ-Tucunar4/2021 and
BRA/RJ-Tucunar6/2021 (GenBank accession numbers: OQ875188 and
0Q875189). Phylogenetic analysis grouped these sequences with other ISKNV
strains from Nile tilapia and Carpe from different Brazilian regions (BRA/PR-
Til1/2021, BRA/PR-TIil3/2021, BRA/PR-TIil4/2021, BRA/PR-Carpe1/2021)
(unpublished data) and other sequences obtained from GenBank at the NCBI
(Figure 1). Comparative analysis of the strains identified in peacock bass and
pearl cichlids revealed 100% nucleotide identity, and the same percentage of
identity was observed when compared to other ISKNV sequences from different
fish species, including the prototype ISKNV strain (AF371960).

In this study, we report the first identification of ISKNV DNA in these two
native fish species (peacock bass and pearl cichlids) in Brazil. The virus has
previously been reported in Brazil in tilapia, red piranha, ornamental fishes, and
Brazilian catfish (Figueiredo et al., 2022; Fonseca et al., 2022). Four different
protocols for viral detection were used in this study, two of which were based on
conventional PCR and two nested-PCR. Nested-PCR is known to have greater
sensitivity than conventional PCR methods. The protocol developed by Kurita et
al. (1998), was not able to amplify ISKNV DNA in any sample, while the protocol
by Kurita & Nakajima (2012), which is also a conventional PCR, was able to
identify the virus in all evaluated samples from animals. This could indicate that
this novel ISKNV strain might have significant mutations in the laminin-like protein
and phosphatase gene that it might dramatically inhibit the PCR DNA
amplification. The lower detection power/sensibility of the Kurita protocol has
been previously reported (Rimmer et al., 2012). Despite this, the Kurita protocol

is the only one recommended by World Organization for Animal Health (WOAH).
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Therefore, our study reinforces the need to update the WOAH-recommended
diagnostic protocol for ISKN in order to improve the identification of infected
animals.

Mortality of tilapias from the same dam has also been reported, however,
the etiology of this mortality could not be investigated due logistic limitation and
degradation of samples. The high frequency of native fish in search of food scraps
in aquaculture facilities, which use floating cages in large lakes or dams, is well-
known (Azevedo-Santos et al., 2011, Casimiro et al., 2018). Additionally, tilapia
often escape from fish farming tanks, which can be a source of pathogen infection
for other species. These interactions are responsible for the transfer of pathogens
between species and, even in some cases, for the introduction of exotic
pathogens into the native fauna (da Costa et al., 2021). Both species in this study,
peacock bass and pearl cichlids, are cichlids from the same tilapia family. This
similarity can facilitate transmission of the virus between the species. Although
there were native fish from other families in the dam, none of them showed
mortality or clinical signs of disease. Therefore, it is not yet known whether ISKNV
can be transmitted to native non-cichlid fish, or what its effect on them might be.
However, it has already been demonstrated that other viruses, members of the
Megalocytivirus genus, can be detected in diseased native fish, such as Brazilian
catfish (Pseudoplatystoma corruscans) (Fonseca et al., 2022).

The phylogenetic analysis of the strains revealed a high degree of
similarity between the different strains of ISKNV identified in different countries.
The strains identified in native fish in this study were highly similar to the strains
identified in Brazilian tilapia and carp, suggesting that transmission between
these species is possible through ponds, water tanks, and horizontal
transmission between these different fish species (Swaminathan et al., 2022).

Disease outbreaks in aquaculture that cause significant morbidity or
mortality always led to significant economic losses, such as feed conversion,
increased mortality, and treatment costs. This problem can be exacerbated when
outbreaks are caused by the introduction of an exogenous pathogen to a region
and/or country. Therefore, biosecurity measures in aquaculture are essential for

both controlling existing diseases and preventing the entry of exotic pathogens.

4. Conclusions
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In this study, the presence of ISKNV was detected in two different native
Brazilian fish species, peacock bass and pearl cichlids, causing high mortality.
The authors believe that this is the first report of the virus in these native species.
The nucleotide sequences derived from these animals showed high identity with
ISKNV DNA strains previously identified in tilapia and carpe from different
Brazilian regions, indicating a possible interspecies transmission of the virus.
However, additional studies are needed to better understand the viral
pathogenesis and thus establish assertive prophylactic measures to reduce the
damage caused by the viral infection and its dispersion risk to another native fish

species.
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1 Table 1. Results of ISKNV by cPCR (conventional-PCR) and nPCR (nested-
2 PCR) diagnosis from the sampled fish

Fish samples

PCR protocol Assay ™M T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 A1
Kurita et al., 1998 cPCR - - - - - - - - - - -
Kurita & Nakajima, 2012 ¢cPCR + + + + + + + + + + +
Rimmer et al., 2012 nPCR + + + + + + + + + + +

Pattanayak et al., 2020 nPCR + + + + + + + + + + .

3 cPCR: conventional-PCR; nPCR: nested-PCR
4  T1-T10: peacock bass; A1-A2: pearl cichlids
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@ BRA/RJ-Acar1/2021

@ BRA/RJ-Acar2/2021

@ BRA/RJ-Tucunar4/2021

@ BRA/RJ-Tucunar6/2021
OR360624 BRA/PR-Til1/2021
OR360626 BRA/SP-Til3/2021
OR360627 BRA/PE-Til4/2021
OR360641 BRA/SP-Carpe1/2021
MW657333 Fish6 2020 Brazil

MW657334 Fish4 2020 Brazil
100

AF371960 Infectious spleen and kidney necrosis virus
AB666340 strain: 1GG 2004 China
AB666341 strain: 9GG 2004 China
KX354219 case6 2006 Australia
AB666347 dwarf gourami iridovirus DG8/10 2001 Singapore
AB666345 dwarf gourami iridovirus DGA13/6 2000 Singapore
LC378578 ISKNV CU/KSC1702 2017 Thailand
HQ317465 ISKNV-DW 2006 China
AB666339 lapulapu 2000 Philippines
AB666343 mullet iridovirus MA5/5 2000 Singapore
KF753321 FIRVA3 2012 Malaysia
99 | KY440046 Red seabream iridovirus
— KT804738 Giant sea perch iridovirus
MK098185 Pompano iridovirus isolate
GQ273492 Turbot reddish body iridovirus

98

0.01

Figure 1: Phylogenetic analysis by maximum likelihood method of partial (354 nt)
major capsid protein (MCP) gene of infectious spleen and kidney necrosis virus
(ISKNV). The evolutionary history was inferred by using the Kimura 2-parameter
model. The tree is drawn to scale, with branch lengths measured in the number of
substitutions per site. Our isolates BRA/RJ-Tucunar4/2021 and BRA/RJ-
Tucunar6/2021, and BRA/RJ-Acar1/2021 and BRA/RJ-Acar2/2021 are grouped with
other ISKNV isolates. Other iridovirus sequences were used as an outgroup.
Evolutionary analyses were conducted in MEGA7. The ISKNV strains identified in this

study are marked with green filled circles.
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Table S1. Oligonucleotide, amplification techniques and amplified product size used for
the diagnosis of ISKNV in fish.

Amplified

Oligonucleotide Molecular Protocol
Sequence (5’-3’) product length
name technique reference
(bp)
1-F CTCAAACACTCTGGCTCATC PCR 570 (Kurita et al.,
1-R GCACCAACACATCTCCTATC 1998)
MCP-specl465-F3 GGTGGCCGGCATCACCAACGGC PCR 415 (Kurita and
MCP-specl879-R CACGGGGTGACTGAACCTG Nakajima 2012)
C1105 GGGTTCATCGACATCTCCGCG PCR 1075
MCP-uni1108-R8 TCTCAGGCATGCTGGGCGCAAAG (Pattanayak et al.,
MCP-specl465-F3 GCTGTTGCAACCATTTGAGA . 415 2020)
MCP-specl879-R3 ACGGGGTGACTGAACCTG
C1105 GGGTTCATCGACATCTCCGCG - 430
C1106 AGGTCGCTGCGCATGCCAATC (Rimmer et al.,
C1073 AATGCCGTGACCTACTTTGC 2012)
N-PCR 167
C1074 GATCTTAACACGCAGCCACA
Molecula Amplification step
Initial Number Final
r
PCR protocols . denaturation Extensio of extension
techniqu Denaturation Annealing
step n cycles step
e
Kurita et al., 1998 PCR 94 °C, 15 m 94 °C, 30s 58 °C, 60s 72 °C, 60s 30 72 °C, 5m
Kurita & Nakajima, 2012 PCR 95°C, 156 m 95 °C, 60s 60.5°C,60s 72°C, 60s 35 72 °C, 5m
PCR 95°C, 15 m 95 °C, 180s 55 °C, 30s 72 °C, 60s 30 72 °C, 5m
Rimmer et al., 2012
Nested 95°C, 15 m 95 °C, 30s 55 °C, 30s 72 °C, 60s 30 72 °C, 5m
PCR 94 °C, 15 m 94 °C, 30s 55 °C, 30s 72 °C, 60s 30 72 °C, 5m
Pattanayak et al., 2020
Nested 94 °C, 15 m 94 °C, 30s 60,5°C,60s 72°C, 60s 35 72 °C, 5m

Table S2. Convectional and nested-PCR thermocycler conditions of the different molecular

methods used for the diagnosis of ISKNV in fish.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

As técnicas moleculares avaliadas nesse estudo possibilitaram
detectar a presenga de ISKNV em peixes nativos brasileiros da espécie Acara e
Tucunaré cultivados em clube de pesca. Este foi o primeiro relato do virus nessas
especies nativas de peixes brasileiros. Além disso, as sequéncias de nucleotideos
identificadas nesses animais apresentaram alta identidade com cepas de DNA de
ISKNV previamente identificadas em tilapias e carpas de diferentes regides

brasileiras, indicando uma possivel transmissao interespécies do virus.



