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Roteiro da Apresentagﬁo “Um novo método diagnéstico

para o IMNV, capaz de detectar
clinicamente variantes de

1. Contexto e Desafios Atuais: isolados asiaticos e latino-
IMNV: uma ameaca global e persistente na carcinicultura. americanos em ambientes

laboratoriais”
2. Objetivo do Estudo:

Desenvolver e validar um novo método de RT-qPCR para deteccao de variantes do IMNV.

3. Metodologia:
Desenho do ensaio TagMan com primers direcionados ao gene MCP/RdRP

4. Resultados-Chave:

1. Sensibilidade e especificidade
2. Comparagcao com o método anterior (SETO vs. SET1)

5. Impacto na Industria:
6. Conclusdoes e mensagem
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1.Contexto e Desafios Atuais:
IMNV: uma ameaca global e persistente na carcinicultura
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1.Contexto e Desafios Atuais:
IMNV: uma ameaca global e persistente na carcinicultura
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Sinais clinicos da doenca da mionecrose infecciosa
ocasionada pelo virus da mionecrose infecciosa (IMNV)
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Sinais clinicos da doenca da mionecrose infecciosa
ocasionada pelo virus da mionecrose infecciosa (IMNV)
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Musculo branco
Sinais clinicos similares a IMNV (NIM

Agmasoma
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O sinal macroscdpico proeminente de corpo palido ou musculo branco pode ser causado por varios
patdgenos, incluindo:

Virus:

*Virus da Mionecrose Infecciosa (IMNV) (Lightner et al., 2004ab; Poulos et al., 2006),

*Nodavirus de Penaeus vannamei (PvNV) (Tang et al., 2007),

*Nodavirus de Macrobrachium rosenbergii (MrNV) (Qian et al., 2003),

*Nodavirus da Mortalidade Encoberta (CMNV) (Zhang et al., 2014).

Existem exemplos de virus que também infectam o musculo do camarao, mas que resultam em sintomas
clinicos diferentes:

*Virus iridiscente de decapodes tipo 1 (DIV1 [SHIV]),

*Solinvivirus de Penaeus vannamei (PvSV) (Cruz-Flores et al., 2022).

Bacterioses como Vibrio harveyi, Lactococcus e Photobacterium damselae subsp. damselae

(anteriormente conhecida como Vibrio damsela) (Gan et al., 2022; Wang et al., 2008; Singaravel et al.,
2020; Alolod et al., 2024; Chuchird et al., 2024) e

Micose que causa a “doenca do algod3o” ou “doenca do leite”, devida a microsporidiose associada

aos géneros Agmasoma, Amerson, Perezia, Pleistophora e Thelohania (Lightner, D.V., 1996; Han et al,,
2016), também estdo associadas a doenga do musculo branco.

Natureza nao infecciosa: A mionecrose que causa a doenca do musculo branco também pode estar
relacionada a causas nao infecciosas, como exposicao prolongada a baixos niveis de oxigénio ou nutricao
desequilibrada, como observado na sindrome da “doenca do caibra”, entre outros (nghtner DV, 1996). £ -
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"Os erros de diagnostico do IMNV sao frequentes e multifatoriais”

1. Considerando que sinais de palidez ou musculo branco pode
ser causado por varios patégenos e ndao somente IMNV

2. Diferentes gendtipos e/ou variantes variantes do IMNV.

Musculo branco

Sinais clinicos similares a IMNV (NIM) E:Sﬁ'ﬂ"ﬁ?cfﬁ«"s" . b
sl 3. Realizagao frequente de diagndsticos por
: = laboratorios ndo acreditados na ISO 17025.

4. Relatos de falsos negativos por meio do uso do protocolo
recomendado pela OMSA

2. Objetivo do Estudo:

5. Expansao da carcinicultura

Desenvolver e validar um novo método de RT-qPCR para deteccao de variantes do
IMNV.
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3. Metodologia



Amostras

mortalidades relacionadas ao IMNV.

Diagndstico de Enfermidades de
Crustaceos da Universidade Estadual do
Maranhdo (LAQUA-UEMA).

Estados do Ceard, Piaui, Rio Grande do
Norte, Pernambuco, Bahia e Rio de
Janeiro
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4. Resultados



Alinhamento global dos 13 genomas completos do IMNYV, isolados no Brasil, Indonésia e China e sequéncia

nucleotidica dos primers e sondas desenhados para a detec¢ao de todos os gendtipos circulantes do IMNV

— . P— — H Primer/Sonda Sequéncia (5’ to 3) Tamanho (pb)
: " IMNV 412 F GGACCTATCATACATAGCGTTGCA
IMNV 545 R AACCCATATCTATTGTCGCTGGAT 134 Andrade et
al. (2007)
[FAM]-CCACCTTTACTTTCAATACTACATCATCCCCGG-
IMNV p1
[TAM]
IMNV MCP- R AXXXXXXXXXXXXXXGG
. IMNV MCP -F XXXXXXXXXXXCXXXAAXXXCG 28 e
IEI e IMNV MCP -P [FAM]-AXXGTTGXXXXXGGXXXTXXXX-[TAM]
ST IMNV RdRp - R AAGTXXXXXXXXXXXXXXXC
s 3 IMNV RdRp - F TCOXXXXXXXXXXXXXXXXXXA
85 Este estudo
. SV - e [FAM]-XXCGXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXA-[TAM]
: e — IMNV RdRp - P
T T— PR AW
u . . . . . ”
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A arvore foi enraizada com a cepa brasileira de referéncia AY570982. O novo variante apresentou

maior identidade com cepas da Indonésia e alta similaridade com a variante brasileira de 2018
(MZ593846.1). (andlise ClipKIT + PhyML, Geneious 2025).

3.1. Sequenciamento do genoma completo e analise filogenética

Indonesia-2007-EF061744

Indonesia-2018-MZ645876
100

Indonesia-2018-MK503767

— Brazil-2022-New_variant_IMNV

100
Brazil-2018-MZ593846
5.2
China-2020-0Q368673
100
Indonesia-2013-KF836757
3.5
Indonesia-2011-KJ636782
98.6 |
Brazil-2014-KJ556923
251
Brazil-2013-KT003689
1oo|—
100 Brazil-2009-KR815474
98

A{ Brazil-2004-NC_007915
1

Brazil-2004-AY570982
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“(R? = 0,981) indica que o ensaio é altamente preciso na quantificacdo do RNA.
Eficiéncia = 109,5% mostra que a reacao teve 6timo desempenho, com
amplificacao dentro do ideal”

3.4. Sensibilidade e Reprodutibilidade da RT-PCR (IMNV)

O método TagMan RT-PCR em tempo real foi utilizado para detectar o gene a .
da proteina do capsideo do IMNV. a5 87 2. y=-3,6179x + 40,949
o 30 g R®=0,9942
~ . . .. 75"" 25 e
Observou-se uma forte correlagao linear entre os ciclos limiares (Ct) e a e . TR, .
quantidade de RNA (r?> = 0,9942), em uma faixa dinamica ampla de 107 a 10' T T o
copias por reacao (Fig. 2A, B). s
6 5
Para avaliar a reprodutibilidade, foram comparadas 5 curvas-padrao variando ° , . ) ) . ;
de 10 a 108 copias do RNA padrdo do IMNV. b LogC
O conjunto de primers/sondas SET 1 detectou até 10 cépias de RNA por
reacao, com Ct = 36,52.
O coeficiente de regressio e a eficiéncia da RT-PCR foram, respectivamente, o /
R? = 0,981 e Eficiéncia = 109,5% (Fig. 4A, B). o e i e e e
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“O CV entre diferentes execugoes foi de 1,47% para 102 copias e 3,23% para
10 cdpias, demonstrando que o ensaio apresentou baixa variagao e alta
reprodutibilidade”.

3.4. Sensibilidade e Reprodutibilidade da RT-PCR (IMNV) - CV: coeficiente

de variacao; CT: ciclo limiar.

O coeficiente de variagao (CV) dentro de cada ensaio variou entre 0,74% e
2,79% para 108 cépias, e entre 0,79% e 3,25% para 10 copias (Tabela 2).

Intra-ensaio CV i Inter-ensaio

IMNV-SET1

o 1
copias/pul 1 5 CV (%) (média

cT
107 1.75(15.54)  1.15(15.79)  2.79(15.50)  1.03(15.51)  0.74(15.36)  1.47(15.55)
106 1.87(19.09)  1.56(19.01)  0.62(19.48)  0.84(20.09)  0.21(19.75)  2.65(19.45)
10 0.52(22.97)  0.15(23.09)  0.25(23.08)  0.13(23.29)  0.62(22.52)  4.78(22.75)
10° 1.13(26.62)  1.49(26.33)  0.57(26.60)  0.19(26.87)  1.76(26.49)  4.36(26.30)
103 0.35(30.06)  0.50(30.05)  0.75(30.24)  0.76(30.30)  0.75(30.59)  3.49(29.96)
102 0.43(33.32)  1.21(33.46)  1.09(33.38)  0.52(34.44) 0.54(34.22)  3.29(33.48)
101 1.97(36.06)  2.19(35.97)  3.25(36.52)  1.41(35.84) 0.79(36.36)  3.23(35.89)

"‘QT‘T‘”WO%

\a&# ES q

Sy e zA&, (7 )
o (N0 b N
3 ’;' = ® N : %

7‘3" 5 CICESE THE UNIVERSITY g ™

& OF ARIZONA.

LAQUA
Laboratéric de Diagnostico
de Enfermidades de Crustaceos

NATA

75
S

S,
=" Uema
H B
lesEiT} ¢ UNIVERSIDADE ESTADUAL
2\;d ¥ ARANHAO
v, gt

rH |
£ DOM
o

=
=z

XI
FENAEAM'25




O conjunto de primer/sonda 1 mostrou-se altamente especifico para amplificagdo do IMNV,
uma vez que nao houve amplificacago quando o RNA de camaroes infectados com outros

patogenos foi testado, incluindo TSV, YHV, PvNV, MrNV e CMNV.

Amplification Plot

O teste de especificidade dos primers e sondas apresentou - °"""‘°\ / N
resultados negativos para: o4 4
TSV = Taura syndrome virus

YHV = Yellow head virus tipo 1

IMNV = Infectious myonecrosis virus
PvNV = Penaeus vannamei nodavirus
MrNV = Macrobrachium nodavirus ! mrwv PNV NTEC |

e

ARn

CMNYV = Covert mortality nodavirus %
NTC = controle sem molde (non-template control) ‘ f
SPF = livre de patdgenos especificos (Specific Pathogen Free) " i
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“O teste de precisao intermediaria do método qualitativo apresentou 100% de acurdcia, sensibilidade, especificidade e
precisdo. O desvio-padrao entre réplicas técnicas de uma mesma amostra foi baixo (0,12—0,48 ciclos), demonstrando
consisténcia e robustez do desempenho do ensaio”

Precisao intermediaria em amostras de campo e diagndsticos de rotina
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Eficiencia Comparativa de Primers (SETO vs. SET1) na Deteccao do IMNV no Brasil
(2022-2025) - vantagem do SET1, a situagéo epidemioldgica por ano/regido e o impacto na deteccdo da doenca

Amostras que

Amostras | Amostras Amostras

“ Totais Positivas | Positivas SET1 Dsc:)t:f:;)lu GG Observagoes
SETO
n Ceara, Piaui, RN 24 24 24 0 14,6 - 34,76 Alta carga viral. SET1 equivalente ou melhor.
m Ceara 16 16 16 0 23,26 - 39,04 Carga viral variavel, incluindo baixos niveis (Ct>38).
PE, RJ RN BA, 53 9 53 14 2156 -38.96 SET1 demonstra superioridade critica, detectando
100% dos casos.
RJ, CE 3 4 g 4 22,41 - 39,03 Confirma a tendéncia de maior sensibilidade do
SET1.
SET1 t detecca 25.4% (18/71
TOTAL 6 Estados 71 53 71 18 14,6 - 39,04 aumentou a deteccdo em 25.4% (18/

amostras)

Ct (Cycle Threshold): Valor mais baixo = maior quantidade de virus na amostra.
O novo primer SET1 é significativamente mais sensivel que o SET0, sendo crucial para a vigildncia epidemioldgica, especialmente em casos de baixa carga viral.

Recomendacao: A adocao rotineira do novo protocolo usando o SET1 é essencial para diagndsticos precisos, controle de surtos e monitoramento da dispersdao do IMNV
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Principais Conclusdes:

1.Superioridade do SET1: O primer SET1 demonstrou sensibilidade superior ao SETO. Isso é evidenciado por:

1. 14 Falsos Negativos do SET0: Em 14 amostras (principalmente de Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro
entre 2024-2025), o SETO nao detectou o virus (resultado ND - Nao Detectado), enquanto o SET1 retornou valores de Ct
positivos (entre 32,50 e 39,03).

2. Ct Mais Baixos: Em muitos casos onde ambos os primers detectaram o virus, o SET1 apresentou valores de Ct iguais ou
ligeiramente mais baixos, indicando uma deteccao mais precoce e, portanto, uma maior eficiéncia na amplificacao.

2.Distribuicao Geografica e Carga Viral:

1. Alta Carga Viral (Ct < 30): Os estados do Piaui, Ceara e Rio Grande do Norte apresentaram as cargas virais mais altas (Ct
variando de 14,6 a 29,82), confirmando serem regides de alta endemicidade e transmissao ativa.

2. Baixa Carga Viral (Ct > 30): Os estados de Pernambuco, Bahia e Rio de Janeiro apresentaram predominantemente cargas
virais baixas (Ct > 30) ou resultados negativos apenas no SETO. Isto sugere infeccdes recentes, de baixo nivel ou uma
disseminacao mais recente do virus para estas regioes.
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Eficiéncia Comparativa de Primers (SETO vs. SET1) na Deteccao do IMNV no Brasil
(2022-2025) - Vantagem do SET1, a situacao epidemioldgica por ano/regiao e o impacto na deteccao da doenca

Comparacao de desempenho diagnéstico (SETO vs SET1)
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“TEMPERATURA: Fatores de risco significativos para propagacao de IMNV, em
temperaturas de agua variando de 25°C a 31°C, além de possibilidade de coinfeccédo com
outros patdgenos exaoticos e/ou endémicos tais como WSSV, NHP-B, IHHNV e vibrioses”

Atualmente, problemas presentes em varios estados do Brasil devido a sazonalidade e ou variacado de

temperatura no cultivo: Salinidade

Temperatura Hepatobacter penaei (NHP-B)

Vibrio spp. Vibrio spp.

Hepatobacter penaei (NHP-B) Mionecrose Infecciosa (IMNV)

Mionecrose Infecciosa (IMNV)

Mortalidade encoberta (CMNV)

Gregarina

Microsporideos (EHP e outros)

20°C Chattonella spp. Chattonella spp. 20ppm
Spiroplasma penaei
R —
d
Nanismo (IHHNV) I WSSV pseudomonas
° Vibri
10°C Sindrome de Taura (TSV) brio spp 10ppm
. nematodos
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5. Aplicacoes Praticas para a Industria

*Monitoramento de Reprodutores e Pés-Larvas: *Assisténcia no Desenvolvimento e Avaliacao de
Identificacdo precoce de IMNV antes da introducdo em Novos Insumos:
fazendas.

 Racoes, aditivos, inibidores,
imunoestimulantes, probiéticos, prebiéticos,

*Suporte a Programas de Melhoramento Genético: N
simbiontes.

Teste de resisténcia/tolerancia ao IMNV em linhagens de

Camarao. » Determinacao de concentracdes 6timas frente a

*Validacao de Programas de Biosseguranca: desafios com variantes de patogenos.

 Em fazendas e laboratérios de producéo de « Suporte de diagnéstico para fornecedores e
reprodutores e pos-larvas. seus clientes

 Identificagdo em insumos (Lula, artémia, Vigilancia Epidemioldgica Regional:
probidtico, etc). Detecgéo de novas variantes e monitoramento da

dispersao geografica.

» |dentificacdo das rotas de entrada e
disseminacao de patdgenos Certificacao Sanitaria :

Atendimento a requisitos nacional/internacional com

resultados confiaveis.
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*Suporte a Programas de Melhoramento Genético:

Teste de resisténcia/tolerancia ao IMNV em linhagens de camarao. Usando o novo método RT-qPCR IMNV
PLANO DE ACAO (Etapa 2) - Aquacrusta e Sabores da Costa

Sanidade, genética e mercado aplicados ao camarao marinho X Line e Penaeus monodon da Costa Negra

Iniciativas em andamento: “Penaeus monodon brasileiro demonstra tolerancia impressionante ao IMNV”
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*Suporte na Validacao de Programas de Biosseguranca:

« Em fazendas e laboratoérios de producgao de reprodutores e pés-larvas Usando o novo método RT-gPCR IMNV
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Suporte na Vigilancia Epidemiolégica Regional e Internacional:
Deteccgao de novas variantes e monitoramento da dispersao geografica.

Usando o novo método RT-gPCR IMNV : Primeira confirmacao de IMNV em outro pais da América Latina

Tabela 1. Sumario complementar das observagdes encontradas nas analises dos camardes
(OS - 3110251)
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IMNV 4587F / 4914R (1 Step)
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“A adocao do novo protocolo IMNV SET1 e crucial para um diagnostico preciso e para o
controle continuo do IMNV no Brasil, América Latina e Asia.”

Conclusoes — Mensagem Principal

Novo RT-qPCR (SET1) é superior: (0 LAQUA-l{EMA éo umcc? Iaborato.rlo bra5|l.e|ro com
RT-qPCR validado para variantes latino-americanas de
1. 100% de acuracia diagnostica IMNV e acreditacdo 1SO 17025”

-—

2. Detecta até 10 copias de IMNV-RNA
3. Amplifica variantes asiaticas e latino-americanas
2. Aumento de 25,4% na deteccao em comparagao com o metodo anterior (SETO)

3. Falso-negativos foram reduzidos:
SET1 detectou 18 amostras que SETO nao identificou

4. Ferramenta essencial para:

1. Diagnostico precoce

2. Vigilancia de variantes
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“Um novo método diagnéstico para o IMNV, capaz de detectar clinicamente
variantes de isolados asiaticos e latino-americanos em ambientes laboratoriais”
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