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RESUMO

O camarao marinho (Litopenaeus vannamei) é a mais importante espécie de
camardo em volume na aquicultura mundial. Entretanto, nas ultimas décadas, surtos
de diversas doencas especialmente as de etiologia viral foram responsaveis por
perdas econOmicas significativas, ameacando a sustentabilidade da carcinicultura
mundial. Em 2004, a carcinicultura brasileira foi seriamente afetada por uma nova
doenca, causada pelo virus da Mionecrose infecciosa (IMNV). Assim, o controle de
doencas baseado em métodos de deteccao rapida e sensivel de patégenos tornou-
se uma prioridade em nivel mundial. No presente estudo, um método especifico de
quantificacao para IMNV foi desenvolvido usando PCR em tempo real com o corante
SYBR Green e a carga viral dos principais tecidos-alvo usados para o diagnéstico de
IMNV foi determinada. Um plasmideo recombinante contendo uma sequéncia do
virus foi construido e uma relagéo linear de 0,992 foi obtida entre a quantidade de
DNA plasmidial e os valores de Ct para uma faixa de 10% a 102 cépias de IMNV. A
carga viral detectada nos tecidos mostrou que ha diferenca entre eles e os maiores
valores estiveram presentes na hemolinfa e mudsculo, seguida de pledépodo e

branquia.

Palavras-chave: IMNV; PCR em tempo real; SYBR Green; virus de camarao;

quantificacédo absoluta.
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ABSTRACT

The Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei is the most important shrimp species
in volume in world aquaculture. However, in recent decades, outbreaks of several
diseases, especially viral diseases, were responsible for significant economic losses,
threatening the sustainability of shrimp farming worldwide. In 2004, Brazilian shrimp
farming was seriously affected by a new disease, caused by the Infectious
myonecrosis virus (IMNV). Thus, disease control based on rapid and sensitive
pathogen detection methods has become a priority worldwide. In this study, specific
quantification method for IMNV was developed using real-time PCR with SYBR
Green dye and viral load of the principal target tissues was quantified. A recombinant
plasmid that contains the target IMNV sequence was constructed and a linear
relationship between plasmid DNA and Ct values (R? = 0.992) was obtained for a
range from 10° to 102 copies of IMNV. Viral load of IMNV was different for various

tissues, being higher in haemolymph and muscle, followed by pleopods and gill.

Keywords: IMNV; Real-time PCR; SYBR Green; Shrimp virus; Absolute

quantification.
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1. INTRODUCAO

Com uma producdo mundial de 66,7 milhdes de toneladas em 2006, a
aquicultura tem contribuido para o rapido crescimento da oferta mundial de
crustaceos nas Ultimas décadas, representado mais de 70% dos camardes
peneideos produzidos no mundo (FAO, 2008).

Dentre as espécies mais cultivadas no mercado internacional, destacam-se o
camarao branco do Pacifico ou camarao cinza, Litopenaeus vannamei € o camarao
tigre asiatico, Penaeus monodon, com 90% do volume ofertado (FAO, 2007).
Entretanto, apesar deste nivel de producao, as doencas virais foram o principal fator
limitante da carcinicultura mundial (LIGHTNER, 2005), sendo responsavel por
perdas que totalizam centenas de milhdes de délares (GROSS et al., 2001).

Para muitas espécies aquaticas, a transicdo do ambiente selvagem para o
cativeiro, € acompanhada por varias mudancas comumente vinculadas a incidéncias
de condicbes patologicas, tais como aumento da densidade de estocagem,
freqiente degradacdao dos ambientes de cultivo, mistura de populacées com
diferentes origens genéticas e manipulacado, aumentando a probabilidade de surtos
de graves doencas (CHEVASSUS e DORSON, 1990; PINHEIRO et al., 2007).

No Brasil, o cultivo do camardo marinho Litopenaeus vannamei registrou
crescimentos elevados e consistentes de producéo até 2003, quando o pais atingiu
a posicao de lider do hemisfério ocidental com uma producdo de 90.190t e lider
mundial em produtividade, com 6.084kg/ha/ano, numa area de producéo de 14.844
ha, sendo a regiao Nordeste responsavel por 93.1% da producao (ROCHA, 2005).

Em 2004, o surto da Mionecrose infecciosa, causada pelo virus da Mionecrose
infecciosa (/nfectious myonecrosis virus — IMNV), foi apontado como uma das

principais causas da diminuicdo da producdo nacional do camarao marinho
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Litopenaeus vannamei (MADRID, 2005). Caracterizada por extensa necrose do
musculo esquelético, principalmente no abdémen e cauda, esta doenca apresentou
mortalidades acumuladas ao longo de todo o ciclo de cultivo de até 70% e prejuizos
econdémicos estimados em US$ 20 milhdes de délares em 2003 (NUNES et al.,
2004).

O IMNV é um virus de RNA de dupla fita (dsRNA) com um genoma de 7560 pb,
formado por duas regides de leitura aberta (ORF1 e ORF2) em diferentes regides do
genoma. Analises filogenéticas baseadas na regido da RNA-polimerase RNA-
dependente (RdRp) do IMNV revelou que este virus € membro da familia Totiviridae
(NIBERT, 2007).

Desde o primeiro surto em 2002, a distribuicdo geografica da Mionecrose
infecciosa tem se expandido através de outros estados do Nordeste brasileiro
(ANDRADE et al., 2007). Além disso, surtos de IMNV também foram registrados em
fazendas de engorda no sudeste asiatico, incluindo Java e Sumatra, na Indonésia
(SENAPIN et al., 2007).

Crustaceos, como outros invertebrados, nao possuem imunidade adaptativa, isto
€, nao produzem anticorpos especificos (WU et al., 2002) e a resisténcia a doencgas
baseia-se no sistema inato de defesa (LUO et al., 2003). Nestes organismos, as
moléculas de efeito imune sdo encontradas na hemolinfa, em hemécitos e em certos
tecidos como branquias (GROSS et al., 2001). No caso de infeccao por IMNV em L.
vannamei, as principais lesdes estdo concentradas nos musculos estriados, podendo
se estender as branquias e aos érgaos linféides (LIGHTNER et al., 2004a).

Como a inexisténcia de memaria imunoldgica inviabiliza a utilizagdo de vacinas,
as respostas ao problema da disseminagcdo de doencas em sistemas de

carcinicultura passam pelo desenvolvimento de ferramentas rapidas para
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diagnosticar e controlar patdégenos, bem como a construcao de linhagens resistentes
e a implantacao de programas nacionais de biosseguridade.

Neste sentido, a Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE) orienta o
diagnéstico molecular do IMNV em suas fases aguda ou crénica, através de técnicas
moleculares, tais como Transcriptase Reversa acoplada a reagdo em cadeia da
polimerase (Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction — RT-PCR)
(POULOS e LIGHTNER, 2006; SENAPIN et al., 2007), hibridagao in situ (TANG et
al., 2005) e PCR em tempo real usando a sonda Tagman (Real Time Polymerase
Chain Reaction) (ANDRADE et al., 2007) usando como material de partida tecidos
de musculos estriados, hemolinfa ou pleépodos, no caso de coletas nao-letais (OIE,
2009).

Entretanto, apesar destas recomendacdes, até o presente momento s6
existem estudos determinando a carga viral média presente em animais desafiados
experimentalmente para IMNV usando a sonda Tagman (ANDRADE et al., 2007). A
quantificagéo da carga viral de IMNV durante a fase crénica nos tecidos comumente
coletados para diagnéstico viral ou naqueles envolvidos na resposta imune em

crustaceos, ainda nao foi realizada.

A PCR em tempo real é uma técnica de quantificagdo absoluta ou relativa de
expressdao génica. Basicamente a amplificacdo do gene-alvo € monitorada pela

fluorescéncia do SYBR Green ou da sonda Tagman (SWILLENS et al., 2008).

Embora a sonda Tagman e o corante SYBR Green apresentem faixa
dindmica e sensibilidade comparaveis, maiores precisao e correlacdo com os dados
de quantificacao foram obtidos ao se usar o SYBR Green para o gene da B-globina
humana (SCHMITTGEN et al., 2000). Além disso, o0 emprego da sonda Tagman

requer o uso de sonda marcada para cada gene a ser analisado, resultando em um
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alto custo de analise (SCHMITTGEN et al., 2000). Assim, este trabalho propde a
implantacdo de técnica molecular menos onerosa, mas igualmente precisa para a
determinacao da carga viral nos principais tecidos-alvo de infeccdo por IMNV em

camaroes naturalmente infectados.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:

Determinar a carga viral média de IMNV em diferentes tecidos do camaréo
marinho Litopenaeus vannamei naturalmente infectado durante o estagio crénico
através de PCR em tempo real usando o corante SYBR Green.

2.2 Objetivos Especificos:

e Produzir um plasmideo recombinante da ORF1 do IMNV;

e Construir uma curva-padrdo da PCR em tempo real, baseada em
plasmideo recombinante;

e Desenvolver uma metodologia de PCR quantitativa em tempo real para
a determinacao da carga viral sem o0 emprego de sonda dirigida;

e Quantificar o niumero de cépias virais via amplificacées de PCR em
tempo real, de diferentes tecidos em camardes naturalmente

infectados;
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3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 Carcinicultura marinha mundial

A carcinicultura apresentou um rapido crescimento durante a década de 1980
devido a avancos na reproducdo do camarao e a tecnologias de incubacao (LOTZ,
1997). A producao de crustaceos foi a atividade que mais cresceu na aquicultura
mundial nos Ultimos anos, atingindo 4,5 milhdes de toneladas e US$ 17,95 bilhdes

de ddlares em 2006, representando 42% da produgéo mundial (FAO, 2008).

O continente asiatico e a regiao do Pacifico foram responsaveis pela maior
parte da producdo mundial do camarao cultivado, com 88% do total de camardes
peneideos em 2006, tendo China, Tailandia, Vietna, Indonésia e india como os
principais paises produtores, correspondendo a 81% (FAO, 2008). As principais
espécies cultivadas no mercado internacional foram o camarao branco do Pacifico
ou camarao cinza, Litopenaeus vannamei e o camardo tigre asiatico, Penaeus
monodon com cerca de 90% do volume ofertado. Ja o continente americano
produziu em 2005 um volume que constituiu 13% da producdo mundial, com o

Brasil, Equador e México como principais produtores (FAO, 2007).

O camarao cultivado responde por 17% do valor total dos produtos
pesqueiros internacionalmente negociados em 2006 (FAO, 2008). Apesar dos
crescentes volumes de exportagdo, sua participacdo no mercado vem diminuindo,
com precos medios mostrando uma tendéncia descendente (FAO, 2008). Os
principais paises exportadores, em valor, sdo Tailandia, China e Vietna. Em 2007, os
maiores mercados foram os Estados Unidos, como principal importador de camarao,

o Japéao e a Europa (FAO, 2008). O comércio intra-regional, especialmente para o
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Brasil e Coldmbia, apesar de ser baixo em volume e valor, continua aumentando

(FAO, 2006).

Por se tratar de um produto de alto valor é consumido principalmente pelas
economias ricas, mas sua disponibilidade per capita passou de 0,4 a 1,6 kg entre
1961 e 2005, como conseqlUéncia de uma maior oferta proveniente da aquicultura e
da diminuicao do preco (FAO, 2008). Apesar deste nivel de producgéo, carcinicultores
tém sofrido nas ultimas décadas perdas econémicas significativas decorrentes de
problemas ambientais associados as praticas tradicionais de cultivo e as doencgas

virais (MOSS, 2002).

Dentre as doencas virais que assolam a carcinicultura mundial, os virus da
Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus — WSSV), da Cabeca Amarela (Yellow
Head Virus — YHV), e da Taura (Taura Syndrome Virus — TSV) tém sido considerado
os de maior gravidade por exibirem mortalidades acumulativas de 100% apds
poucos dias de infecgao (LIU et al., 2009). Na América Latina, além destes, o virus
da Necrose hipodermal e hematopoiética infecciosa (Infectious hypodermal and
haematopoietic necrosis virus - IHHNV) tem provocado mortalidades massivas em
sistemas de producdo intensiva de camarbes Penaeus stylirostris (LOTZ et al.,
1997). Os custos destas pandemias a carcinicultura mundial tém sido estimados em

bilhdes de dblares (Lightner, 2005).

3.2 Carcinicultura marinha brasileira

No Brasil, iniciaram-se as pesquisas com camarao na década de 70, lideradas
pelo Projeto Camardo da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria do Rio

Grande do Norte S/A — EMPARN (BRASIL, 2001). Tal projeto visava o cultivo da
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espécie asiatica Marsupenaeus japonicus como atividade a extracao de sal no Rio
Grande do Norte. Em 1984, um prolongado periodo de chuvas ocasionou grandes
variacbes de salinidade, resultando em grandes mortalidades e maturacéao lenta
desta espécie, tornando evidente a inviabilidade do cultivo em ambiente tropical

(BRASIL, 2001).

Até meados da década de 80, varias espécies de camardes nativas como
Farfantepenaeus subtilis, F. brasiliensis, F. paulensis e Litopenaeus schmitti foram
avaliadas como opc¢ao de cultivo, mas diversos fatores, como a falta de racdes
balanceadas, de tecnologia e de uma industria de insumos basicos consolidada,

tornaram estas espécies inviaveis comercialmente (MADRID, 1999).

A carcinicultura brasileira s6 se consolidou quando o camarao branco do
Pacifico, Litopenaeus vannamei, foi introduzido no pais em meados da década de 80
(BRASIL, 2001). Com o dominio técnico de sua reproducéo e larvicultura, iniciaram-
se a distribuicdo comercial de pés-larvas. As fazendas em operagcdo ou
semiparalisadas adotaram o cultivo do novo camardo, obtendo indices de
produtividade e rentabilidade superiores aos das espécies nativas. As validacdes
tecnoldgicas foram intensificadas no processo de adaptagdo do L. vannamei e a
partir de 1996 ficou demonstrada a viabilidade comercial de sua producao no Pais

(BRASIL, 2001).

No periodo de 1996 a 2002, a area de viveiros expandiu-se de 3.200 ha para
11 mil ha, a produg&o passou de 2.880 toneladas para mais de 60 mil toneladas e a
produtividade, de 900 kg/ha/ano para 5.458 kg/ha/ano (ORMOND ET AL., 2004). Tal

crescimento fez com que o Brasil alcangcasse em 2003, a posicdo de lider do
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hemisfério ocidental, com 90.190t e de lider mundial em produtividade, com

6.084kg/ha/ano, numa area de producgéo de 14.844 ha (ROCHA, 2005).

Em 2004, a carcinicultura brasileira registrou um declinio de 15,84% na
producédo e de 24,8% na produtividade, culminado com queda nas exportagdes de
US$ 28 milhdes de délares (MADRID, 2005). A razao para tal redugao foi apontada
por uma série de fatores, dentre estes se destacam: a aplicacdo de sobretaxas na
exportagdo do camardo brasileiro, a chamada agédo “anti-dumping” movida pela
Alianca Sulista de Pescadores de Camarao dos Estados Unidos (SSA), que atingiu
ndo apenas o Brasil, mas também a China, Tailandia, india, Vietnd e Equador; o
incremento da producdo de L. vannamei na Asia; as enchentes de 2004 e 2008; o
cambio desfavoravel as exportacdes e os surtos virais de Mionecrose infecciosa no

Nordeste e de Mancha Branca, em Santa Catarina (MADRID, 2005; ROCHA, 2007).

3.3 A Mionecrose infecciosa

Em 2002, carcinicultores do nordeste brasileiro relataram pela primeira vez
uma doenca em camardes cultivados da espécie L. vannamei caracterizada por
extensas areas necrosadas esbranquicadas nos tecidos do musculo esquelético,
principalmente nos segmentos abdominais e no leque caudal (telso e urépodos)
(LIGHTNER et al., 2004a, b). Os surtos iniciaram-se em areas litoraneas do estado
do Piaui, e depois se estenderam para outros estados, incluindo Ceara, Maranhao,

Rio Grande do Norte, Pernambuco, e Paraiba (ANDRADE et al., 2007).

No primeiro trimestre de 2003, um quadro chuvoso acima do normal na
fronteira dos Estados do Piaui e Ceara, provocou alteracbes ambientais

significativas. Foi observada na regidao uma grande amplitude térmica diaria da agua
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de cultivo, além de variagbes bruscas na salinidade, excesso de particulas em
suspensao e uma floracao diferenciada atipica da comunidade fitoplancténica com
uma alta concentracao de tricomas de cianobactérias filamentosas pertencentes aos

géneros Pseudanabaena e Limnothrix (NUNES et al., 2004).

Durante os periodos de 2003 e 2005, de acordo com o relatério da
Associacao Brasileira de Criadores de Camarao (ABCC, 2004), a fase de maior
propagacdao do IMNV nas fazendas de camardao do nordeste brasileiro, de uma
estimativa inicial de 380.000t houve uma producédo efetiva de 231.000t, cerca de
150.000t a menos (NUNES, 2005). Além disso, com taxas de mortalidade que
variaram de 35 a 55% em camardes de 129, a perda econdmica foi estimada em

aproximadamente US$ 20 milhdes em 2003 (NUNES et al., 2004).

A tipica sintomatologia dos camardes afetados pelo IMNV é a mionecrose,
necrose dos musculos estriados do abdémen e do cefalotérax. No animal, estas
condicOes sao manifestadas através da perda da transparéncia da cauda, com areas
de aspecto leitoso (Figura 2A), e em estagios mais avancados, o apodrecimento das
areas afetadas. Quando na fase aguda, a opacidade estende-se progressivamente
em direcao ao telson e aos urdépodos (Figura 2B), ap6s, musculos e apéndices
afetados exibem uma coloracdo avermelhada (fase cronica) conferindo uma

aparéncia de camarao cozido (Figura 2C) (NUNES et al., 2004).

Analises histologicas de camardes infectados com IMNV indicam que a
presenca de les6es nos musculos esqueléticos, inclui necrose muscular coagulativa,
infiltracdo hemocitica, fibrose, fagocitose e o aparecimento de esferdides do 6rgéao

linféide como sinal da presenca da doenca (TANG et al., 2005).
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Visando caracterizar o agente etiolégico desta doenca, particulas virais
purificadas foram isoladas a partir de camardes livres de patdgeno especifico (SPF)
infectados experimentalmente e o agente etiologico identificado como o virus da

Mionecrose infecciosa (IMNV) (POULQOS et al., 2006).

O virion de IMNV possui simetria icosaédrica com diametro de 40 nmm,
contendo uma proteina capsidica e densidade de 1,366g/ml em cloreto de césio. O
genoma € uma molécula de RNA de dupla fita (dsRNA) com 7560 pb, formados por
duas regides de leitura aberta (ORF1 e ORF2) em diferentes regides do genoma. A
ORF1 codifica uma proteina de 179kDa que inclui a sequiéncia terminal N da
proteina do capsideo. A ORF2 codifica uma proteina de 85kDa que contém as
caracteristicas da RNA-polimerase RNA-dependente (RdRp). Andlises filogenéticas
baseadas na regidao RdRp do IMNV classificou este virus como membro da familia
Totiviridae, e o Unico a infectar um hospedeiro diferente de fungos ou protozoarios

(NIBERT, 2007).

Quanto a viruléncia, bioensaios realizados por Tang et al. (2005) mostraram
que o IMNV é menos virulento que os virus de Taura (Taura Syndrome Virus - TSV),
da Mancha Branca (White Spot Syndrome Virus - WSSV) e da Cabeca Amarela
(Yellow Head Virus - YHV), uma vez que nao foram observadas mortalidades até o
13° dia apds a exposicdo dos camardes ao patdogeno, enquanto que mortalidades
significativas ocorreram entre os 1° e 3° dias com os demais virus (LU et al., 1994;

OVERSTREET et al., 1997; TANG e LIGHTNER, 2000).

Infecgbes experimentais por IMNV conduzidas com camarfes peneideos
mostraram que as espécies L. vannamei, L. stylirostris, Farfantepenaeus subtilis e

Penaeus monodon séo susceptiveis ao IMNV, sendo a espécie L. vannamei a mais
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susceptivel de todas com base no aparecimento dos sinais clinicos da infeccao

e mortalidade (TANG et al., 2005; COELHO et al., 2009).

Em um levantamento epidemiolégico realizado no estado de Pernambuco em
2004, das 11 fazendas pesquisadas, nove apresentaram individuos infectados com
IMNV (PINHEIRO et al., 2007). Além disso, surtos virais de IMNV relatados em
fazendas de engorda da Indonésia (SENAPIN et al., 2007) mostram sua

disseminacio na Asia.

Métodos convencionais de diagnostico molecular sdo amplamente utilizados
para o diagnéstico de rotina de IMNV. Estes incluem as técnicas de RT-PCR
(Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction) (POULOS e LIGHTNER, 2006;
SENAPIN et al., 2007), hibridacao in situ (TANG et al., 2005) e PCR em tempo real
usando a sonda Tagman (Real-Time Polymerase Chain Reaction) (ANDRADE et al.,
2007). A PCR em tempo real é considerada o teste de maior acuracia (gold
standard) para a deteccao de IMNV, por fornecer a quantificagcdo, por apresentar
maiores especificidade e sensibilidade, além de menor tempo consumido e menor

possibilidade de contaminacdo em comparacdo com a RT-PCR convencional

(ANDRADE e LIGHTNER, 2009).

Figura 1. Perda de transparéncia da cauda, de translicido (camarédo superior) para leitoso
(camarao inferior) (A); Presenca de opacidade do musculo em dire¢do ao leque caudal (B);
Musculos e apéndices afetados com coloracdo avermelhada (fase crénica) (C) (Fonte:
NUNES et al., 2004).
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3.4 PCR em tempo real (Real-time PCR)

Dos métodos disponiveis para a detecgdo de IMNV, a RT-PCR seguida de
nested-PCR e a PCR em tempo real tem sido considerados os métodos de maior
sensibilidade (OIE, 2009). Apesar de ser apropriada para a distingdo de individuos
infectados ou nédo, a RT-PCR é incapaz de quantificar a presenca de uma unica

copia do genoma viral em um tecido infectado (DHAR et al., 2001).

A determinacao do numero de cépias virais em animais infectados se tornou
um dos mais importantes meios de vigilancia para doengas em camardo, e é
especialmente Gtil na deteccdo de infeccdes virais em individuos assintomaticos

(TANG e LIGHTNER, 2001).

Progressos na quantificacdo de virus em camarao tém sido limitados devido
a falta de linhas de célula de camarao (TANG e LIGHTNER, 2001). Desta forma, o
uso de métodos de deteccao direta capazes de medir baixos niveis de carga viral
diretamente no tecido infectado, sem a necessidade de amplificacdo em cultura de

células torna-se crucial (BOWERS et al., 2008).

Considerado o “gold standard” das analises quantitativas do mRNA em
medicina molecular, biotecnologia e diagndstico molecular (NOLAN et al., 2006), a
PCR em tempo real passou a ser aplicada em estudos de expressdao génica e
diagnéstico de doencas virais de peixes e crustaceos na aquicultura (BOWERS et
al., 2008). Esta técnica permite a quantificagcdo de raros transcritos e de pequenas
mudancas de expressdo génica em amostras com quantidade limitada de tecido

(SELLARS et al., 2007).

A PCR em tempo real combina a atividade da enzima Tagq DNA polimerase

com o uso de corantes (SYBR Green) ou sondas marcadas (Tagman) permitindo a
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quantificacao dos produtos amplificados em tempo real através da emissao de sinal
fluorescente (WITTWER et al., 1997). Durante os ciclos iniciais, o sinal de
fluorescéncia é fraco e ndo pode ser distinguido da fluorescéncia basal
(background). Com o acumulo da quantidade de produto gerado a cada ciclo, o
limiar da fluorescéncia basal (threshold) é ultrapassado. Este ponto é denominado
de Ciclo Threshold (Ct) ou Crossing Point (Cp), e define a quantidade de ciclos
requeridos pela amostra para transpor a fluorescéncia basal (Figura 2). O Ct esta
diretamente relacionado a quantidade de DNA amplificado (KUBISTA et al., 2006;

NOLAN et al., 2008).

2,000,000 -
Fluorescéncia _
emitida
Amostra
1,000,000 —
Threshold Ct
= = = ==
Baseline
| |
0 20 40

Numero de ciclos da PCR

Figura 2. Modelo de uma amplificacdo em PCR em tempo real: Ct - Ciclo Threshold;
Baseline ou linha basal - fluorescéncia basal (background) e Threshold - Limiar. (Fonte:
ARYA et al., 2005).

Na PCR em tempo real, a quantificacdo do mRNA pode ser feita através de

dois procedimentos: quantificacao relativa ou absoluta (PFAFFL, 2001).
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A quantificacao relativa ou método comparativo compara a expressao de um
gene alvo ao de um ou mais genes de referéncia dentro da mesma amostra por meio
dos Cts (SELLARS et al., 2007). Como genes de referéncia ou controles endégenos
devem ser usados genes de carater constitutivo (SELLARS et al., 2007). Os genes
RNA ribossomal (rRNA) 18S, B-actina, fator de alongamento da traducao (EF-1a) e
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) sdo comumente empregados como
genes de referéncia em experimentos de PCR em tempo real (BUSTIN, 2000;
OLSVIK et al., 2005). Tal quantificacao permite investigar mudancas fisiolégicas na
expressdao génica (PFAFFL, 2001). Ja na quantificacdo absoluta, o mRNA é
quantificado através de um padrdao adequado de concentragdo conhecida (como o
DNA plasmidial contendo um inserto do gene alvo) diluido em série para o
estabelecimento de uma curva padrdo. A curva padrdao produz uma relacéo linear
entre os valores de Ct e a quantidade inicial da amostra, permitindo a determinacao
da concentracdo de amostras desconhecidas com base em seus valores de Ct

(BUSTIN, 2000; WONG e MEDRANO, 2005).

Atualmente, a PCR em tempo real tem sido aplicada para a detecg¢édo e a
quantificacdo de importantes enfermidades que assolam a carcinicultura mundial,
tais como o virus da Necrose hipodermal e hematopoiética infecciosa (/Infectious
hypodermal and haematopoietic necrosis virus - IHHNV); o virus da Mancha Branca
(White Spot Syndrome Virus - WSSV); a Sindrome de Taura (Taura Syndrome Virus
- TSV); a doenca da cabeca amarela (Yellow Head Virus - YHV); os virus associados
as branquias; o virus Mourilyan; o virus da Mionecrose infecciosa (/nfectious
myonecrosis virus - IMNV) e Vibrio penaeicida (DE LA VEGA et al.,, 2004;

RAJENDRAN et al., 2006; TANG et al., 2004; GOARANT e MERIEN, 2006).
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3.4.1. SYBR Green

Os principais métodos de deteccao de fluorescéncia para a PCR em tempo
real incluem o uso de corantes ndo-especificos com afinidade por DNA de fita dupla

e sondas de oligonucletideos marcadas duplamente (KUBISTA et al., 2006).

O corante ou ligante mais comumente usado para fins de quantificagdo do
mRNA é o SYBR Green. Este corante € uma cianina assimétrica que em solugcao
nao exibe fluorescéncia, mas, quando ligado a fitas duplas de DNA geradas durante
a amplificagdo, emite um intenso sinal luminoso (Figura 3) (KUBISTA et al., 2006).
Assim, quando monitorado em tempo real, isso resulta em um aumento da
fluorescéncia do sinal durante a etapa de polimerizacdo e, em uma diminuicao
quando o DNA é desnaturado. Este método evita a necessidade de sondas
especificas fluorescentes, mas a especificidade do produto amplificado deve ser

verificada por meio da curva de dissociacao (melting curve) (BUSTIN, 2000).

A curva de dissociacao determina a temperatura onde ocorre a separacao da
fita dupla de DNA dos produtos amplificados, resultando em uma queda brusca da
fluorescéncia emitida devido a liberacao do corante (KUBISTA et al., 2006). Como a
curva de dissociacado de um produto depende de seu conteudo GC, comprimento e
composicdo da sequéncia, a amplificacdo especifica pode ser distinguida da

inespecifica através da analise da curva (RIRIE et al., 1997).

No caso de sondas de oligonucletideos marcadas duplamente, como a
TagMan, a sonda especifica para o gene de interesse € marcada com um corante
reporter na extremidade 5’, e uma substancia que absorve a luz (quencher) na
extremidade 3 (WITTWER et al., 1997). Este sistema forma um par “doador-

receptor”, onde o reporter € excitado e transfere sua energia para a molécula do
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quencher (KUBISTA et al, 2006). Quando ha a clivagem do repodrter pela enzima Taq
DNA polimerase, o quencher € liberado, resultando em um aumento de emissao de

fluorescéncia na reacao (Figura 4) (WITTWER et al., 1997).

Nos ultimos anos, a PCR em tempo real baseada na sonda Tagman tem sido
aplicada tanto para a deteccao de virus de RNA que infectam plantas (ROBERTS et
al., 2000) e animais (MOODY et al., 2000; KOMURIAN-PRADEL et al., 2001;
OLEKSIEWICZ et al., 2001) quanto para a quantificacao de transcricées celulares
em leveduras e mamiferos (KANG et al., 2000; LEUTENEGGER et al., 1999;

SCHMITTGEN et al., 2000).

Apesar destas aplicacdes, quando comparada ao corante SYBR Green, a
sonda Tagman apresenta limitagdes que incluem o uso de sonda marcada para
cada gene a ser analisado, resultando em um alto custo de andlise, e uma menor
sensibilidade e correlacdo com os resultados obtidos da quantificacdo
(SCHMITTGEN et al., 2000). Assim, o presente trabalho propde o uso do corante
SYBR Green como técnica molecular menos onerosa para a determinagao da carga

viral do IMNV.
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Figura 3. Modelo de amplificacdo de PCR em tempo real usando o corante Sybr Green.
(Fonte: www.meduni-graz.at/zmf/images/sybr_green.gif).
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Figura 4. Modelo de amplificacdgo de PCR em tempo

real usando Tagman. (Fonte:

http://www.meduni-graz.at/zmf/mb/image_tagman2.html).
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Abstract

The Pacific white shrimp Litopenaeus vannamei is the most important shrimp species
in volume in world aquaculture. However, in recent decades, outbreaks of several
diseases, especially viral diseases, were responsible for significant economic losses,
threatening the sustainability of shrimp farming worldwide. In 2004, Brazilian shrimp
farming was seriously affected by a new disease, caused by the Infectious
myonecrosis virus (IMNV). Thus, disease control based on rapid and sensitive
pathogen detection methods has become a priority worldwide. In this study, specific
quantification method for IMNV was developed using real-time PCR with SYBR
Green dye and viral load of the principal target tissues was quantified. A recombinant
plasmid that contains the target IMNV sequence was constructed and a linear
relationship between plasmid DNA and Ct values (R? = 0.992) was obtained for a
range from 10° to 102 copies of IMNV. Viral load of IMNV was different for various
tissues, being higher in haemolymph and muscle, followed by pleopods and gill.
Keywords: IMNV; Real-time PCR; SYBR Green; Shrimp virus; Absolute
quantification; Shrimp culture.
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1. Introducao

Nos ultimos 30 anos, a industria mundial do camaréo cultivado apresentou um
rapido e significativo crescimento (Lightner, 2005), representado mais de 70% dos
camardes peneideos produzidos no mundo em 2006 (FAO, 2008). Dentre as
espécies produzidas, a espécie Litopenaeus vannamei foi uma das predominantes
na aquicultura mundial (Burge et al., 2007), com uma producao de 2.296.630t em
2007 (FAO, 2008).

Com a intensificacdo do camarao cultivado baseada em progressos zootécnicos,
problemas ligados a degradacdo ambiental e a doencas infecciosas e nao
infecciosas passaram a ser constantes (Bachére, 2000). Além disso, pandemias
devido aos virus da Mancha branca, da Taura, da Necrose hipodermal e
hematopoiética infecciosa, e da Cabeca amarela custaram a industria mundial do
camarao cultivado bilhées de dblares em culturas perdidas, empregos e receitas de
exportacao (Lightner, 2005).

No Brasil, o surto da doenca Mionecrose infecciosa, causada pelo virus da
Mionecrose infecciosa (Infectious myonecrosis virus — IMNV), tem sido apontado
como uma das principais causas da diminuicdo da produg¢do nacional do camarao
marinho Litopenaeus vannamei em 2004 (Madrid, 2005). Caracterizada por extensa
necrose do musculo esquelético, principalmente no abdémen e cauda, esta doenca
apresentou mortalidades acumuladas ao longo de todo o ciclo de cultivo de até 70%
e prejuizos econémicos estimados em US$ 20 milhdes de délares em 2003 (Nunes
et al., 2004).

Desta forma, o controle de doengas tornou-se uma prioridade em nivel mundial
para que a carcinicultura se torne ecoldgica e economicamente sustentavel. Para
tanto, a carcinicultura depende do equilibrio de trés fatores: qualidade ambiental,
prevencao de doencas através do diagnéstico precoce ou levantamentos
epidemiologicos dos patdgenos, e avaliacgdo do estado de saude do camaréo
(Bacheére, 2000).

Os métodos atualmente disponiveis para a vigilancia, deteccao e diagnédstico de
Mionecrose infecciosa sao: sinais clinicos, microscopia direta, histopatologia,
hibridacdo in situ e PCR. Em todas estas andlises, a adequacao de especificidade e
sensibilidade deve estar relacionada a coleta (estagio de vida, material amostral
suficiente e tecido-alvo) e a finalidade do diagnéstico (se presuntivo ou confirmatério)
(OIE, 2009). Neste sentido, a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE)
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recomenda como tecidos-alvos para o diagnéstico de IMNV, em suas fases aguda
ou crbnica, a coleta dos musculos estriados e, da hemolinfa ou dos pledpodos, no
caso de coletas nao-letais (OIE, 2009).

Embora a PCR convencional seja mais sensivel do que os outros métodos, é
incapaz de detectar a presenga de uma unica cépia do genoma viral no tecido
infectado (Dhar et al., 2001).

A determinagdo do numero de copias virais em animais infectados se tornou um
dos mais importantes meios de vigilancia para doencas em camardo, e €
especialmente (til na deteccdo de infecgcbes virais em individuos assintomaticos
(Tang e Lightner, 2001), no desenvolvimento de programas de individuos livres de
patdgeno especifico (SPF) e no monitoramento de camardes vivos ou congelados
entre paises (Dhar et al., 2002).

Apesar desta importancia, progressos na quantificacdo de virus em camarao tém
sido limitados devido a falta de linhas de célula de camar&o (Tang e Lightner, 2001).
Deste modo, o uso de métodos de detecgao direta capazes de medir baixos niveis
de carga viral diretamente no tecido infectado, sem a necessidade de amplificacdo
em cultura de células torna-se crucial (Bowers et al., 2008).

Considerado o “gold standard” das analises quantitativas do mRNA em
diagnéstico molecular (Nolan et al., 2006), a PCR em tempo real passou a ser
aplicada em estudos de expressado génica e em diagnéstico de doencas virais de
peixes e crustaceos na aquicultura (Bowers et al., 2008). Esta técnica baseia-se no
monitoramento da amplificacdo do gene de interesse por meio da fluorescéncia
emitida pelo corante SYBR Green ou pela sonda TagMan (Swillens et al., 2008),
permitindo a quantificacdo precisa dos niveis de mMRNA em amostras minimas de
tecido (Sellars et al., 2007).

A deteccao por PCR em tempo real para IMNV baseada na sonda TagMan tem
sido publicada para o L. vannamei (Andrade et al., 2007). Entretanto, ndo existem
estudos determinando a carga viral durante a fase crénica da infecgao por IMNV nos
tecidos comumente coletados para diagnéstico viral ou naqueles envolvidos na
resposta imune (branquias) em crustaceos.

Além disso, quando comparada ao corante SYBR Green, esta técnica mostra-se
mais onerosa por prescindir o uso de sondas marcadas para cada gene a ser
analisado (Dhar et al., 2008), e apresentar menor precisdao e correlacdo com o0s
resultados obtidos (Schmittgen et al., 2000). Assim, o presente estudo tem por
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objetivo desenvolver uma metodologia de PCR quantitativa usando SYBR Green e
determinar a carga viral nos principais tecidos-alvo usados para o diagnéstico de

infeccao crénica por IMNV em camardes infectados naturalmente.

2. Material e métodos
2.1 Coleta das amostras

Em outubro de 2009, adultos do camardao marinho Litopenaeus vannamei
(machos e fémeas) foram coletados durante um surto de IMNV ocorrido em viveiros
de uma fazenda de engorda situada no municipio de Goiana, litoral norte do estado
de Pernambuco (Nordeste, Brasil) (07°33’38”S e 35°00°09"W).

Para a coleta, 15 animais com peso médio de 11,6g foram selecionados por
apresentarem a tipica sintomatologia do estagio cronico de infeccao por IMNV,
musculos e apéndices exibindo necrose e coloracdo avermelhada (Nunes et al.,
2004).

Estes animais foram mantidos vivos até a realizacdo da coleta de hemolinfa,
sendo posteriormente sacrificados por choque térmico, para a remog¢ao dos demais
tecidos recomendados para o diagnostico de IMNV: mdsculo abdominal e
ple6podos, presentes na porcao imediatamente apds a lesdo (OIE, 2009). Além
destes tecidos, foi adicionada a esta analise, a coleta de branquias, por ser um
tecido relacionado a resposta imune em crustaceos (Gross et al., 2001). Todos os
tecidos foram armazenados a —80°C até a extracdo do RNA.

2.2  Extracdo de RNA

O RNA total de todos os tecidos coletados foi extraido segundo o protocolo de
Chomezynski e Sacchi (1987), com algumas modificacoes.

Nesta metodologia, 60mg de tecido foram macerados individualmente, sendo
adicionado ao macerado 1mL de Trizol (Invitrogen) para a digestao. Posteriormente,
a fase aquosa foi removida com cloroférmio e o RNA precipitado com élcool
isopropilico (1:1). O precipitado foi lavado com etanol a 75% (1:1) e re-suspendido
em 20uL de 4gua com DEPC (Dietilpirocarbonato), sendo prontamente armazenado
a —80°C. A presenca do RNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose-
formaldeido a 1%, segundo protocolo padrdao (Sambrook et al.,, 1989). A
concentracao e a qualidade foram medidas por analise espectrofotométrica em 260
e 280 nm.
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2.3 RT-PCR
2.3.1 ¢cDNA

A sintese de cDNA foi realizado em um volume final de 20uL, conforme as
instrugdes do fabricante Promega (USA). Inicialmente, para um volume final de 5uL
foram adicionados 2uL de RNA total e 0,5ug de oligo(dT)s. Esta mistura foi
aquecida a 70°C por 5 minutos, e entdo, imediatamente resfriada em gelo por 5
minutos. Posteriormente foram acrescentados a cada 5uL desta mistura, um
segundo mix composto por 1X tampdo da enzima Improm-lI™, 3mM de MgCly,
0,5mM de cada dNTP, e 1uL da enzima transcriptase reversa Improm-11™ (Promega,
USA). Todo o volume foi incubado a 25°C por 5 minutos, 42°C por 60 minutos e
70°C por 15 minutos. O cDNA foi diretamente usado na PCR e PCR em tempo real,

ou armazenado a -20°C até posterior utilizagao.

2.3.2 PCR

Antes da andlise quantitativa, todas as amostras foram previamente submetidas
a PCR para confirmar a infeccao por IMNV nos animais coletados.

As amplificagdes foram conduzidas em um volume final de 25uL contendo 1pL
de cDNA, 1U de Taq polimerase, 200uM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl,, 5 pmol
dos primers especificos para IMNV (IMNV-F 5-CGA-CGC-TGC-TAA-CCA-TAC-AA-
3'e IMNV-R 5-ACT-CGC-CTG-TTC-GAT-CAA-GT-3') e 1X tampéo de PCR (50mM
KCL; 10mM Tris pH 9; Triton X-100 0,1%), conforme descrito por Pinheiro et al.
(2007). Para esta reacao foram usados como amostra o cDNA sintetizado a partir do
RNA extraido da hemolinfa, sendo adicionado a cada reacdo um controle positivo
para o virus da Mionecrose infecciosa e um controle negativo que substituiu a
amostra de cDNA por agua ultra-pura.

O ciclo térmico consistiu de uma desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos,
seguido por 39 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 60°C
por 45 segundos e extensdao a 72°C por 45 segundos. Os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e
o tamanho do fragmento de 328pb, determinado através de um marcador de peso
molecular de 100pb (Invitrogen, USA), sendo fotodocumentado e analisado através
do KODAK Gel Logic 100 Imaging System.



37

2.4  Construcao e confirmagdo do plasmideo recombinante

Para a obtencéo do plasmideo recombinante a ser usado na construcao da curva
padrdao da PCR em tempo real, os primers IMNV218F e IMNV682R (5-GCT GGA
CTG TAT TGG TTG AG-3' e 5-AAC CAA GTT CTT CTT CTC CAG TT-3,
respectivamente) foram usados para gerar um amplicon de 464pb do genoma do
IMNV, conforme descrito por Andrade et al.(2007). Esta seqUéncia foi extraida da
“Regiao de Leitura Aberta 1” (ORF1) do virus da Mionecrose Infecciosa previamente
obtido por Poulos et al. (2006) (GenBank AY570982).

A reacdo de amplificacdo para a obtencdo deste amplicon foi conduzida em um
volume final de 25uL contendo 1uL de cDNA de uma amostra de controle positivo
para IMNV, 1U de Taq polimerase, 200uM de cada dNTP, 1,5mM de MgCl,, 5pmol
de cada primer e 1X Tampao de PCR (50mM KCL; 10mM Tris pH 9; Triton X-100
0,1%). A reacdo possuiu 39 ciclos de desnaturacdao a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 60°C por 45 segundos e extensado a 72°C por 45 segundos com uma
extensao final a 72°C por 10 minutos conforme Pinheiro et al. (2007).

Apés a visualizacao deste fragmento em gel de agarose a 2%, foi usado o kit
lllustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (Amersham/GE Healthcare, USA)
para a purificacdo. O produto purificado foi, entdo, diretamente ligado ao vetor
pGEM-T-Easy (Promega, USA), seguindo o protocolo do fabricante quanto a
concentragdo e a quantidade de inserto e vetor para que ao final fosse obtida uma
relacdo molar de inserto:vetor de 3:1.

Desta forma, a reacao de ligacao foi feita em um volume final de 10uL usando 1X
Rapid Ligation Buffer da T4 DNA ligase, 50ng do vetor pGEM-T-Easy, 3uL do
produto de PCR purificado e 0,3U da enzima T4 DNA ligase, sendo incubada a 4°C
por 12 horas. Apés este periodo, a reacao de ligacao foi transformada em células
competentes JM109 (Promega, USA). Para a transformacéo foram adicionados 2uL
da reacao de ligacao a 100uL de célula competente, seguidos de incubacgédo a 30
minutos em gelo, com choque térmico a 42°C por 1,5 minutos e imediato retorno ao
gelo por 5 minutos.

Em seguida, foram adicionados 950uL de meio Luria-Bertani (LB) em cada tubo
contendo as células competentes e a reacdo de ligacdo, sendo esta mistura
incubada a 37°C por 1 hora a 150 rpm. Posteriormente, foi realizado o plagueamento
de 150uL desta mistura para cada cultura de transformagé@o em placas previamente
preparadas contendo o meio LB-agar com ampicilina a 50ug / mL, X-Gal a 80ug/mL
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e IPTG a 0,5mM. Estas placas foram incubadas a 37°C por 16 horas. Todas as
colénias recombinantes (colénias brancas) foram inoculadas em meio LB com
ampicilina a 50ug / mL para a obtencdo de DNA plasmidial.

O DNA plasmidial foi extraido conforme protocolo padrdao (Sambrook et al.,
1989), e a confirmacdo do recombinante feita através de digestdo enzimatica e
sequenciamento. Aproximadamente 250ng de DNA plasmidial foi digerido com 60U
de EcoRl e 1X tampao NEB Buffer 2 (10 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl, 10 mM MgCly, 1
mM Dithiothreitol) em uma solucgao final de 20uL, sendo incubados a 37 °C por 12
horas, seguidos de inativagdo a 65°C por 20 minutos. O produto da digestao foi
confirmado em gel de agarose a 1%. O sequenciamento foi feito usando o kit
BigDye® Terminator vs 3.0 (Applied Biosystems, CA, USA) e o primer M13 universal
(5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3') conforme o protocolo do fabricante no
sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems, CA, USA). A andlise das
sequéncias foi realizada usando 0 programa BLASTn

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html).

2.5 Construgdo da curva padrdo e quantificacdo absoluta

O DNA plasmidial contendo o inserto de 464pb foi quantificado por meio de um
espectrofotometro (NanoVue Plus Spectrophotometer /GE Healthcare, USA), sendo
realizadas diluicbes seriais para a construgao da curva padrao.

A quantificacdo absoluta destas diluicbes foi realizada segundo Whelan et al.
(2003), que utilizando os parametros de peso molecular do plasmideo e do inserto,
convertem a concentracdo obtida em ng/uL para numero de cépias/uL, através das
seguintes formulas:

Peso em Daltons (g/mol) = (tamanho do produto de fita dupla em pb) X (330Da X
2nt/pb)
Consequentemente: (g/mol) / nimero de Avogrado = g/molécula = numero de
coépias.
Onde: pb = pares por base;

nt = nucleotideos;

Desta forma, estas diluicdes obtidas foram convertidas em numero de copias de
alvo e empregadas como padrdao para a quantificagdo das amostras coletadas,
sendo também aplicadas para a avaliacao da sensibilidade de detec¢dao da PCR em
tempo real.
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2.6 PCR convencional e PCR em tempo real

Para comparar o limite de detec¢do da PCR convencional com a PCR em tempo
real usando o SYBR Green, foi realizada a amplificagdo do fragmento de 464pb do
genoma do IMNV usando como amostras as diluicdes seriais (10% a 108 cépias) do
DNA plasmidial empregado para a constru¢ao da curva padrao.

As condicdes de amplificacdo, bem como os ciclos térmicos empregados foram
0s mesmos utilizados na obtencao do inserto usado para a construcao do plasmideo
recombinante. Apds a amplificacao, os produtos foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2% e o tamanho dos fragmentos, determinado por meio de
marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen, USA), sendo fotodocumentado e

analisado através do KODAK Gel Logic 100 Imaging System.

2.7 PCR em tempo real usando SYBR Green

Os primers usados para a PCR em tempo real usando SYBR Green estédo
descritos na Tabela 1. As seqiiéncias usadas para a andlise de IMNV foram obtidas
através da “Regiao de Leitura Aberta 1” (ORF1) do genoma do virus, como descrito
por Andrade et al. (2007).

As amplificacbes com SYBR Green foram realizadas em um termociclador
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, CA, USA),
usando o fluor6foro ROX como referéncia passiva.

As reacgdes foram feitas em placas de 96 pocos, sendo adicionado a cada placa
uma diluicdo serial do DNA plasmidial padrdo (10® a 10® cépias), dois controles
negativos (agua ultra-pura e amostra de controle positivo para o virus da Taura),
controle interno de B-actina (Dhar et al., 2002) e as amostras de cDNA dos quatro
diferentes tecidos a serem analisadas. Cada amostra foi analisada em duplicata e
todas as amostras foram repetidas, ao minimo, duas vezes independente da
reprodutibilidade dos resultados.

Para cada 25pL de reacédo de amplificagao foram usados 0,2uM de cada primer,
1X SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 1uL de
cDNA. A reacao foi amplificada em um ciclo inicial de 50°C por 10 minutos e 95°C
por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto.

A andlise dos dados e a determinacao do numero de copias virais das amostras
foram feitas através do software ABI 7500 (verséo 2.0.1).
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Tabela 1. Primers usados na PCR em tempo para deteccéo de IMNV e B-actina

Virus/ Primer Sequéncia (5’- 3’) Tamanho do

Gene amplicon (pb)

IMNV 412F GGA CCT ATC ATACATAGCGTTTGCA 134

545R  AAC CCATAT CTATTG TCG CTG GAT

B-actina 178F  GGT CGG TAT GGG TCA GAA GGA 50
228R  TTGCTT TGG GCC TCATCAC

2.8 Analise dos dados

Em cada amostra foi analisado o desvio padrdo das réplicas, a eficiéncia da
reacdo, a curva de dissociagdo e a curva de amplificacdo. Os valores que
apresentaram desvio padrao inferior a 1, foram analisados.

A eficiéncia da amplificacdo (¢) da molécula alvo foi determinada a partir da
inclinacdo da curva padrdao (slope) (Too, 2003), enquanto a especificidade foi
definida pela curva de dissociacao (Ririe et al., 1997) e pelo uso de controle negativo
contendo o virus da Taura, proveniente do kit 1Q2000™ TSV Detection and
Prevention System (Farming IntelliGene Tech. Corp., Taiwan) .

A quantificagdo absoluta de IMNV nas amostras analisadas foi determinada
pelos valores de Ct da curva padrao. Foram consideradas validas, as amostras que
apresentaram valores médios de Ct das réplicas técnicas inferior a 36 (Applied
Biosystems, 2004).

Os dados de quantificacao dos diferentes tecidos foram submetidos ao teste de
Cochran ao nivel de 95% de probabilidade (P<0,05), para a verificacdo da
homogeneidade. Em seguida, os dados foram transformados em log da base 10 e
analisados em um delineamento inteiramente casualizado. O teste-t foi usado para
comparar as médias do numero de cépias virais de IMNV gerados pela PCR em
tempo real para os quatro diferentes tecidos. As andlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do software ASSISTAT versao 7.5 (Silva, 2009).
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3. Resultados e discussao

Todos os quinze animais coletados para a andlise quantitativa foram positivos
para IMNV (Figura 1), confirmando o diagnéstico presuntivo baseado na tipica
sintomatologia do estagio crénico da infeccao (OIE, 2009).

P2 TENS Wl 5 W6 S/ SOl (U -1 812 713 114 715 C+ C={|M

328pb..  1OUSH

D GHD GED GED GED GED GED W s gup S e @ W @ @ 300pb

Figura 1. Gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio. Amostras de
camardes 1 a 15 sdo positivas para o IMNV; C+, controle positivo; C-, controle
negativo (agua ultra-pura) e M, marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen,
USA).

Quanto a andlise quantitativa, para a exata quantificacdo do mRNA através de
SYBR Green, faz-se necessario o uso de uma curva de calibracdo externa baseada
em RNA recombinante (recRNA) ou em DNA recombinante (recDNA) da sequéncia-
alvo (Pfaffl e Hageleit, 2001). Foi utilizado um plasmideo recombinante com a
sequéncia correspondente a ORF1 do IMNV (464pb). A presenca do inserto foi
confirmada tanto pela digestdo enzimatica, quanto pelo seqlenciamento, sendo
observada uma identidade de 97% com as seqUéncias isoladas de IMNV
proveniente de coletas do nordeste brasileiro e da Indonésia depositadas no
GenBank (GenBank AY570982 e EF061744, respectivamente).

A sensibilidade do SYBR Green foi determinada através das diluicdes seriais do
plasmideo recombinante. Uma relacao linear (R2?) de 0,992 foi obtida entre o0 nimero
de copias das diluicdes e os valores de Ct para as 7 diluicdes empregadas (10%a 108
cépias), com um slope de -3,3 e uma eficiéncia de 100% (Figura 2), nao havendo

amplificagdo dos controles negativos. Os valores médios de Ct para as réplicas
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técnicas das diluicdes foram de 14,55 (para 3,99x10° copias) a 33,39 (para 3,99x102
cépias). Além disso, a curva de dissociagdo exibiu um unico pico com temperatura
de dissociacao (Tm) de 78,36 °C.

40 1
35 - 33,395
30 -

25

20 A

Ct

y=-3,304x+ 37,73
R?2=0,992

15 -+ 14,555

10

1 2 3 4 5 6 7

Logl0do numero de copias de IMNV

Figura 2. Relacao linear entre os valores de Ct e as diluicdes do DNA plasmidial de
IMNV.

Resultados similares foram obtidos por Andrade et al., (2007), que ao detectar
IMNV em L. vannamei por meio da sonda Tagman obteve uma correlacdo de 0,986
entre os Cts e as quantidades de RNA padréo ao longo de um intervalo de 10%a 10°.

Segundo Pfaffl e Hageleit (2001), maiores sensibilidade, reprodutibilidade, faixa
de amplificagdo e estabilidade foram alcancados quando o DNA recombinante foi
usado para a construcao da curva padrao ao invés do RNA recombinante.

Ainda com relacdo a sensibilidade, quando submetida a PCR convencional, as
diluicbes seriais s6 foram detectadas na faixa de amplificagdo compreendida entre
10° e 10® (Figura 3), enquanto o SYBR Green foi capaz de detectar até 102
copias/uL, indicando uma faixa dindmica de detecgao.



43

M

—
108 107, 105 10° 10 10° 10> i 108
N — 500pb

400pb

Figura 3. Amplificacdes das diluicdes do DNA plasmidial (10% a 10? cépias) por PCR

convencional, sendo M - marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen, USA).

A faixa dindmica de deteccdo do SYBR Green obtido no presente estudo é
comparavel aquelas relatadas em outros virus de RNA, tais como o virus da Taura
(Dhar et al. 2002; Tang et al., 2004), da Cabeca amarela (Dhar et al. 2002), do
Mourilyan (Rajendran et al., 2006) e da Necrose hematopoiética infecciosa (Dhar et
al., 2008) que afetam peixes, crustaceos e moluscos. De acordo com Dhar et al.
(2001), a deteccédo de virus por meio de uma ampla faixa dindmica pode ser
especialmente Util para medir a carga viral em animais com diferentes niveis de
infeccao.

Com relacdo a quantificagdo absoluta dos diferentes tecidos coletados, a PCR
em tempo real usando SYBR Green quantificou IMNV com sucesso em todas as
amostras de tecido (hemolinfa, musculo abdominal, ple6podo e branquia).

Em cada amostra, os valores médios e o desvio padrao de cada réplica técnica
foram analisados previamente, sendo validos, os dados com desvio padrao inferior a
1 e valores médios de Ct menor que 36.

A especificidade dos produtos amplificados foi analisada através das curvas de
amplificagdo e de dissociagao de cada amostra, sendo observado um Ct >36 para os
controles negativos. A presenga de um Unico pico na curva de dissociacdo da
amostra com IMNV (Tm = 78,95°C) e a ndo obtencao no controle negativo contendo
o virus da Taura (Figura 4) reforcam a amplificacdo especifica obtida no presente

trabalho.
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Figura 4. Curva de amplificacao (A) e sua correspondente curva de dissociacao (B)
para IMNV e o controle negativo contendo o virus da Taura.

A possibilidade de variagdao nos niveis de cDNA e a presenca de inibidores nas
amostras foram descartadas neste estudo devido a amplificacdo de [B-actina em
controles positivos para IMNV e em amostras de cDNA negativas para o mesmo
patégeno em todas as placas.

A quantificacao da carga viral de IMNV foi determinada através da extrapolagéao
dos valores de Ct de cada amostra na curva padrao. Entre as amostras, a carga viral
média variou de 5,08x10%® a 1,33x10° copias/uL de cDNA para hemolinfa, de
5,096x10° a 1,26x10° cépias/uL de cDNA para pledpodo, de 6,85x10° a 3,09x10*
copias/pL de cDNA para musculo e de 8,15x10° a 3,90x10° cépias /UL de cDNA para
branquia. Dentre todas as amostras analisadas, apenas duas amostras de musculo
e uma de branquia apresentaram valores médios de Ct superior a 36 (Tabela 2).
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Carga viral média (copias de IMNV/uL de cDNA)

Amostra / Gt médio
Hemolinfa Ple6podo Musculo Branquia

1 2,03x107/ 18 1,50x10%/ 30 4,42x107/18 1,81x10*/ 30
2 4,90x107/17 1,12x10°/ 27 9,52x10°/ 21 5,92x10°/ 21
3 4,93x10°%/ 21 4,11x10*/ 28 2,76x10°/ 25 3,90x10%/ 33
4 2,20x10°/ 22 1,26x10%/ 34 2,78x10°/ 22 1,85x10%/ 24
5 1,12x107/19 5,96x10°/ 24 1,13x10°%/ 23 1,04x10°/ 28
6 2,96x10°/ 21 1,29x10°/ 26 1,10x10°/ 27 1,88x10*/ 30
7 2,79x107/ 18 1,11x10%/ 30 1,62x10°/ 23 1,06x10°/ 28
8 9,58x10°/ 20 2,02x10% 372 8,44x10°/ 24 7,85x10%/ 32
9 1,16x107/ 19 1,39x10°/ 26 6,85x10%/ 15 1,86x10*/ 30
10 5,08x10°/13 1,53x10°/ 26 1,74x10%/ 16 2,63x10°/ 26
11 2,32x10°/ 22 1,04x10%/ 30 3,09x10%/ 29 5,10x10°/ 21
12 2,93x10°/ 21 3,37x10%/ 32 8,14x10°/ 24 7,12x10*/ 28
13 1,33x10°%/ 23 9,83x10°/34  2,90x10'/ 38 2,80x10°/ 26
14 7,78x107/ 16 2,46x10°/ 25 2,28x10%/ 16 8,15x10°/ 20
15 1,38x107/ 19 2,02x10*/ 29 7,63x101/ 372 1,61x10°/ 23

4. Ct médio >36

Diferencgas entre o Ct do DNA plasmidial e da amostra analisadas foram notadas
para o0 mesmo amplicon. De acordo com Mouillesseaux et al.(2003), estas diferencas
podem estar relacionadas a natureza da amostra. Por ser o DNA plasmidial uma
fonte mais pura de DNA e conter apenas a sequiéncia—alvo, quando usado como
calibrador para a amplificacdo por PCR em tempo real, o valor de Ct devera ser
menor, quando comparado ao cDNA. Além disso, durante a sintese de cDNA, nao
s6 o cDNA do alvo estariam presentes. Ririe et al.(1997), também relatam que a
transferéncia de sal oriunda da reacdao de cDNA alteraria o valor de Tm do

fragmento.
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Os resultados obtidos mostram que ha diferenca estatistica entre a carga viral
média da hemolinfa em relacdo aos demais tecidos, sendo os valores presentes no
musculo e no pledpodo diferentes entre si. No entanto, a carga viral encontrada na

branquia é igual a do musculo e a do pledpodo (Tabela 3).

Tabela 3. Comparacao dos valores médios de carga viral obtidos para os diferentes
tecidos usando o teste-t (P<0,05).

Tecido Médias das cargas virais
Hemolinfa 7,049042
Pledpodo 4,31573°
Musculo 5,92813"
Branquia 5.06087

abe_ Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo teste-t (P<0,05).

Durante uma infeccédo por IMNV, os principais tecidos-alvo infectados sao os
musculos estriados (esquelético e em menor freqiéncia o cardiaco), os tecidos
conectivos, os hemdécitos e o 6rgao linféide (OIE, 2009). Aqui, as maiores cargas
virais médias foram encontradas na hemolinfa e no masculo abdominal.

Em crustaceos, a principal resposta imune € realizada pela hemolinfa devido a
presenca de hemdécitos (Supungul et al., 2002). Os hemdcitos estdo envolvidos em
varias reacdes de defesa, incluindo reconhecimento, fagocitose, encapsulacao e
melanizagdo (Johansson et al., 2000). Entretanto, durante a infeccao por IMNV, uma
reducdo no numero de hemocitos decorrente de infiltragdo hemocitica nos tecidos
infectados tem sido relatada, especialmente no musculo estriado necrosado do
abddémen (Costa et al., 2009), sugerindo que sob estas condi¢cdes este mecanismo
torna-se limitado.

De maneira geral, 0 manejo de doencas virais na carcinicultura mundial tem sido
um desafio devido a falta de métodos sensiveis de detecgcédo. Até recentemente, a
deteccao viral foi primariamente baseada em métodos histolégicos e biolégicos,
incluindo hibridizagédo in situ por meio de sondas de gene virus-especifico. Estes
métodos apresentam baixos limites de detec¢do quando comparados a PCR, além

de possuirem longos processos (Dhar et al., 2001).
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O uso de RT-PCR e PCR tem sido empregado para monitorar reprodutores e
pds-larvas para a presenca de virus antes do povoamento. No entanto, a quantidade
do virus pode ser inferior ao limite de deteccdo destes métodos, resultando em
falsos resultados negativos, fazendo com que estes animais se tornem hospedeiros
do virus (Hsu et al., 1999; Withyachumnarnkul, 1999). Assim, a PCR em tempo real
tem sido rapidamente adotada nos estudos de expressao génica que requerem alta
sensibilidade e quantificagdo precisa dos niveis de mRNA provenientes de amostras
minimas de tecidos (Sellars et al., 2007).

No presente estudo, limites de deteccdo de 10® a 102 cépias de IMNV/uL de
DNA plasmidial foram alcangados pela PCR em tempo real usando SYBR Green,
indicando uma faixa dinamica de deteccao Util para a determinagao de carga viral de
IMNV em animais com diferentes niveis de infeccao.

4. Conclusoées

1) O presente estudo adaptou a metodologia de PCR em tempo real usando
SYBR Green. Esta técnica mostrou-se eficiente em termos de sua capacidade para
detectar baixos niveis de carga viral em diferentes tecidos do camarao marinho L.
vannamei infectado naturalmente por IMNV.

2) Esta técnica constitui uma ferramenta para prevencao e manejo de IMNV em
peneideos.

3) Todos os tecidos apresentaram virus, mas a hemolinfa, seguida de musculo e
ple6podo foram os que apresentaram maior carga viral.

4) O uso da hemolinfa possibilita uma coleta ndo letal para um diagnéstico e
quantificacao precisos, o que pode ser especialmente Util no caso de monitoramento
e selecao de linhagens em reprodutores.
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The text should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as
possible. Most formatting codes will be removed and replaced on processing the
article. In particular, do not use the wordprocessor's options to justify text or to
hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts, superscripts etc. Do
not embed "graphically designed" equations or tables, but prepare these using the
wordprocessor's facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only
one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way
very similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with
Elsevier: =shttp://www.elsevier.com). Do not import the figures into the text file but,
instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on the
manuscript. See also the section on Preparation of electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the "spellchecker"
function of your wordprocessor.

Please do not split the article into separate files (titlepage as one file, text as another,
etc.). Ensure that the letter "I" and digit "1" (also letter 'O" and digit '0") have been
used properly, and structure your article (tabs, indents, etc.)consistently. Characters
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not available on your wordprocessor (Greek letters, mathematical symbols, etc.)
should not be left open but indicated by a unique code (e.g., gralpha, @, #, etc.,for
the Greek letter ). Such codes should be used consistently throughout the entire text.
Please make a list of such codes and provide a key. Do not allow your
wordprocessor to introduce word splits and do not use a "justified" layout. Please
adhere strictly to the general instructions on style/arrangement and, in particular, the
reference style of the journal.

Preparation of text

Presentation of manuscript

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). ltalics are not to be used for expressions of Latin origin, for
example, in vivo, et al., per se. Use decimal points (not commas); use a space for
thousands (10 000 and above).

It is essential that authors whose first language is not English should arrange, for the
sake of clarity and in their own interest, for manuscripts to be written in idiomatic
English before submission. The pronouns "we" and "our" should not be used in a
scientific communication. Split-infinitives should be avoided. Do not use acronyms
excessively and unusual abbreviations must not be used.

Authors who require information about language editing and copyediting services
pre- and post-submission, please visit
=http://www.elsevier.com/locate/languagepolising or our customer support site at
mhttp://epsupport.elsevier.com. Please note Elsevier neither endorses nor takes
responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through
our services or in any advertising. For more information please refer to our Terms
and Conditions =+http://www.elsevier.com/termsandconditions.

Provide the following data on the title page (in the order given).
Title.

Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

Author names and affiliations.

Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name), please indicate
this clearly. Present the Authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter
immediately after the Author's name and in front of the appropriate address. Provide
the full postal address of each affiliation, including the country name, and, if
available, the e-mail address of each Author.

Corresponding Author.

Clearly indicate who is willing to handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that telephone and fax numbers
(with country and area code) are provided in addition to the e-mail address and
the complete postal address.
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Present/permanent address.

If an Author has moved since the work described in the article was done, or was
visiting at the time, a "Present address™ (or "Permanent address") may be indicated
as a footnote to that Author's name. The address at which the Author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals
are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required (maximum length 200 words). The abstract
should state briefly the purpose of the research, the principal results and major
conclusions. An abstract is often presented separate from the article, so it must be
able to stand alone.

References should therefore be avoided, but if essential, they must be cited in full,
without reference to the reference list.

The use of abbreviations is discouraged and only a minimum number of acronyms
may be included if they are necessary. Non-standard or uncommon abbreviations
should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the
abstract itself.

Keywords.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, avoiding general
and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations.

Define abbreviations that are not standard in this field at their first occurrence in the
article: in the abstract but also in the main text after it. Ensure consistency of
abbreviations throughout the article.

Arrangement of the article
Subdivision of the article.

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should
be numbered 1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ?), 1.2, etc. (the abstract is not included in
section numbering). Use this numbering also for internal cross-referencing: do not
just refer to "the text". Any subsection may be given a brief heading. Each heading
should appear on its own separate line.

Introduction.
State the objectives of the work and provide an adequate background, avoiding a
detailed literature survey or a summary of the results.

Experimental/Materials and methods.

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Results.
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Results should be clear and concise.

Discussion.
This should explore the significance of the results of the work, not repeat them.

Conclusions.

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Acknowledgements.
Place acknowledgements, including information on grants received, before the
references, in a separate section, and not as a footnote on the title page.

References.

See separate section, below Figure captions, tables, figures, schemes.
Present these, in this order, at the end of the article. They are described in more
detail below. High-resolution graphics files must always be provided separate from
the main text file (see Preparation of illustrations).

Footnotes.

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article, using superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into
the text, and this feature may be used. Should this not be the case, indicate the
position of footnotes in the text and present the footnotes themselves on a separate
sheet at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference list.

Table footnotes.
Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Tables.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place
footnotes to tables below the table body and indicate them with superscript lowercase
letters. Avoid vertical rules. Be sparing in the use of tables and ensure that the data
presented in tables do not duplicate results described elsewhere in the article.

Nomenclature and units.

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of
units (SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in Sl.

Virus nomenclature.

Each virus should be identified at least once, preferably in the 'Introduction' or
'‘Materials and Methods' section, using formal family, genus, and species terms and
where possible by using a precise strain designation term as developed by an
internationally recognized specialty group or culture collection. Please note that the
word type is not used before species designations that include a number. Formal
terms used for virus families, genera, and species should be those approved by the
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV):Fauquet, C.M., Mayo,
M.A.,Maniloff, J., Desselberger, U., and Ball, L.A.(2005) Virus Taxonomy,
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Classification and Nomenclature of Viruses. Eighth ICTV Report, Academic Press, an
imprint of Elsevier. This volume also includes standard abbreviations for species.
Once formal taxonomic names have been given in a paper, vernacular terms may be
used.

Formal taxonomic nomenclature

In formal taxonomic usage, the first letters of virus order, family, subfamily, genus
and species names are capitalized and the terms are printed in italics. Other words in
the species names are not capitalized unless they are proper nouns or parts of
nouns, for example West Nile virus. In formal usage, the name of the taxon should
precede the term for the taxonomic unit; for example; "the family Paramyxoviridae,"
"the genus Morbillivirus." The following represent examples of full formal taxonomic
terminology:

1. Order Mononegavirales, family Rhabdoviridae, genus Lyssavirus, species Rabies
virus.

2. Family Poxviridae, subfamily Chordopoxvirinae, genus Orthopoxvirus, species
Vaccinia virus.

3. Family Picornaviridae, genus Enterovirus, species Poliovirus.

4. Family Bunyaviridae, genus Tospovirus, species Tomato spotted wilt virus.

Vernacular Taxonmic Nomenclature

In formal vernacular usage, virus order, family, subfamily, genus and species names
are written in lower case Roman script: they are not capitalized, nor are they printed
in italics or underlined. In informal usage, the name of the taxon should not include
the formal suffix, and the name of the taxon should follow the term for the taxonomic
unit; for example "the picornavirus family, the enterovirus genus." One particular
source of ambiguity in vernacular nomenclature lies in the common use of the same
root terms in formal family, genus or species names. Imprecision stems from not
being able to easily identify in vernacular usage which hierarchical level is being
cited. For example, the vernacular name "paramyxovirus" might refer to the family
Paramyxoviridae, or one species in the genus Respirovirus, such as Human
parainfluenza virus 1. The solution in vernacular usage is to avoid "jumping"
hierarchical levels and to add taxon identification wherever needed. For example,
when citing the taxonomic placement of Human parainfluenza virus 1, taxon
identification should always be added: Human Parainfluenza virus 1 is a species in
the genus Respirovirus, family Paramyxoviridae. In this example, as is usually the
case, adding the information that this virus is also a member of the subfamily
Paramyxovirinaeand the order Mononegavirales is unnecessary.

It should be stressed that italics and capital initial letters need be used only if the
species name refers to the taxonomic category. When the name refers to viral
objects such as virions present in a preparation or seen in an electron micrograph,
italics and capital initial letters are not needed and the names are written in lower
case Roman script. This also applies when the names are used in adjectival form, for
instance tobacco mosaic virus polymerase. The use of italics when referring to the
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name of a species as a taxonomic entity signals that it has the status of an officially
recognized species. The 8th ICTV Report (Fauquet, C.M. et al., 2005, Academic
Press, an imprint of Elsevier) should be consulted to ascertain which names have
been approved as official species names. When the taxonomic status of a new
putative species is uncertain or its position within an established genus has not been
clarified, it is considered a tentative species and its name is not written in italics
although its initial letter is capitalized.

Origins of bioreagents

The origins of bioreagents should be described adequately, including citation of
culture collections, companies, or colleagues from whom the bioreagents were
obtained. If viruses were collected from nature, the collecting site and procedure
should also be properly described. Bioreagents include but are not necessarily limited
to virus strains and species, antibodies, and cell lines.

DNA sequences and GenBank Accession numbers.

Many Elsevier journals cite "gene accession numbers" in their running text and
footnotes. Gene accession numbers refer to genes or DNA sequences about which
further information can be found in the databases at the National Center for
Biotechnical Information (NCBI) at the National Library of Medicine. Elsevier Authors
wishing to enable other scientists to use the accession numbers cited in their papers
via links to these sources, should type this information in the following manner:

For each and every accession number cited in an article, Authors should type the
accession number in bold, underlined text. Letters in the accession number should
always be capitalised. (See Example below). This combination of letters and format
will enable Elsevier's typesetters to recognise the relevant texts as accession
numbers and add the required Ilink to GenBank's sequences.

Example: "GenBank accession nos. Al631510 , AlI631511 , Al632198 , and
BF223228) , a B-cell tumor from a chronic lymphatic leukemia (GenBank accession
no. BE675048) , and a T-cell lymphoma (GenBank accession no. AA361117) ".

Authors are encouraged to check accession numbers used very carefully. An error
in a letter or number can result in a dead link. In the final version of the printed
article, the accession number text will not appear bold or underlined. In the final
version of the electronic copy, the accession number text will be linked to the
appropriate source in the NCBI databases enabling readers to go directly to that
source from the article.

Preparation of supplementary data.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. Supplementary files offer the Author additional possibilities to
publish supporting applications, movies, animation sequences, high-resolution
images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied
will be published online alongside the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: =shttp://www.sciencedirect.com. In order to
ensure that your submitted material is directly usable, please ensure that data is
provided in one of our recommended file formats. Authors should submit the material
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in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction
pages at =+http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

References
Responsibility for the accuracy of bibliographic citations lies entirely with the Authors.
Citations in the text:

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference
list (and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either "Unpublished results"
or "Personal communication" Citation of a reference as "in press" implies that the
item has been accepted for publication and a copy of the title page of the relevant
article must be submitted.

Citing and listing of Web references.

As a minimum, the full URL should be given. Any further information, if known
(Author names, dates, reference to a source publication, etc.), should also be given.
Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

Text:
All citations in the text should refer to:

1. Single Author: the Author's name (without initials, unless there is ambiguity) and
the year of publication;

2. Two Authors: both Authors' names and the year of publication;

3. Three or more Authors: first Author's name followed by "et al." and the year of
publication.

Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be
listed first alphabetically, then chronologically. Examples: "as demonstrated (Allan,
1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al. (2000) have recently
shown ...."List: References should be arranged first alphabetically and then further
sorted chronologically if necessary. More than one reference from the same
Author(s) in the same year must be identified by the letters "a", "b", "c", etc., placed
after the year of publication.

Examples:
Reference to a journal publication: Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A.,
2000. The art of writing a scientific article. J. Sci. Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:
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Strunk Jr., W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New
York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your
article, in: Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-
Publishing Inc., New York, pp. 281-304.

Use of the Digital Object Identifier (DOI)

The digital object identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic
documents. The DOI consists of a unique alpha-numeric character string which is
assigned to a document by the publisher upon the initial electronic publication. The
assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal medium for citing a document,
particularly 'Articles in press' because they have not yet received their full
bibliographic information. The correct format for citing a DOI is shown as follows
(example taken from a document in the journal Physics Letters B):
doi:10.1016/j.physletb.2003.10.071

When you use the DOI to create URL hyperlinks to documents on the web, they are
guaranteed never to change.

Preparation of electronic illustrations

General points

» Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

 Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

* Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times,
Symbol.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide all illustrations as separate files and as hardcopy printouts on separate
sheets.

* Provide captions to illustrations separately.

* Produce images near to the desired size of the printed version.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
=hitp://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are
given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please
"save as" or convert the images to one of the following formats (Note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below.):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: Colour or greyscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.
TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (colour or greyscale): a minimum of 500
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dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft
Office applications please supply "as is".

Please do not:

» Supply embedded graphics in your wordprocessor (spreadsheet, presentation)
document;

» Supply files that are optimised for screen use (like GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low;

» Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached
to the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a
description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum
but explain all symbols and abbreviations used.

Line drawings

The lettering and symbols, as well as other details, should have proportionate
dimensions, so as not to become illegible or unclear after possible reduction; in
general, the figures should be designed for a reduction factor of two to three. The
degree of reduction will be determined by the Publisher. lllustrations will not be
enlarged. Consider the page format of the journal when designing the illustrations.
Do not use any type of shading on computer-generated illustrations.

Photographs (halftones)

Remove non-essential areas of a photograph. Do not mount photographs unless they
form part of a composite figure. Where necessary, insert a scale bar in the illustration
(not below it), as opposed to giving a magnification factor in the caption.
Note that photocopies of photographs are not acceptable.

Colour lllustrations

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS
Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted article, you
submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in colour on the Web (e.g., ScienceDirect and other sites)
regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed
version. For colour reproduction in print, you will receive information regarding the
costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your
preference for colour in print or on the Web only. For further information on the
preparation of electronic artwork, please see . Please note: Because of technical
complications which can arise by converting colour figures to "grey scale" (for the
printed version should you not opt for colour in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the colour illustrations.

When your manuscript is received by the Publisher it is considered to be in its final
form. Proofs are not to be regarded as "drafts".
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One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
Author, to be checked for typesetting/editing. No changes in, or additions to, the
accepted (and subsequently edited) manuscript will be allowed at this stage.

Proofreading is solely your responsibility.

A form with queries from the copyeditor may accompany your proofs. Please answer
all queries and make any corrections or additions required.

The Publisher reserves the right to proceed with publication if corrections are not
communicated. Return corrections within 2 days of receipt of the proofs. Should there
be no corrections, please confirm this.

Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as
quickly and accurately as possible. In order to do this we need your help. When you
receive the (PDF) proof of your article for correction, it is important to ensure that all
of your corrections are sent back to us in one communication. Subsequent
corrections will not be possible, so please ensure your first sending is complete. Note
that this does not mean you have any less time to make your corrections, just that
only one set of corrections will be accepted.

Offprints

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via
e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a
cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and
conditions of use.

Virology Protocols

Protocols are to be submitted in the same way as regular articles
Organization of a Protocol

Title page:

The title page should contain the following items: (i) complete title (preferably no
chemical formulas or arbitrary abbreviations); (i) full names of all authors; (iii)
complete affiliations of all authors; (iv) the number of text pages of the whole
manuscript (including figures and tables) and the number of figures and tables; (v)
the name and complete address of the corresponding author (including telephone
number, facsimile number and electronic mail address); (vi) acknowledgements.

Abstract:
This should provide a concise description of the purpose of the Protocol and should
not exceed 200 words.

Keywords:
Please provide 3 - 6 keywords.

Type of research:

In this section, relevant published studies should be described concisely in list form
preceded by Roman lower case numeral characters. The published studies should be
appropriately cited.
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Time required.

An estimation of the time required to run the protocol should be given per separate
step and for the whole protocol.

Materials

The materials used should be described in sufficient detail for the protocol to be
replicated. Animals used should include information on breed, breeder, sex, age,
weight and the maintenance conditions. Furthermore, this section should be divided
into two subsections: (i) Special equipment and (ii) Chemicals and reagents. Any
special equipment required should be mentioned, including details of model
type/number and (international) supplier. The source or supplier of any special
equipment should also be stated, in parentheses, after mentioning the equipment for
the first time. A listing (preceded by dashes) of chemicals and reagents used in the
protocol, should be provided, if applicable. Special chemicals and drugs with their
sources or suppliers should be grouped under a separate subheading ("Chemicals”
or "Drugs"). For drugs, generic names should be used; trade names may be given in
brackets where the drug is first mentioned. In case of new drugs or chemicals, a full
chemical description (formula) should be given. The form of the drug used should be
indicated.

Detailed procedure.

This section should include an extensive, detailed and stepwise description of the
procedures used. The individual steps should be described in list form preceded by
Roman lower case numeral characters and correspond with the steps described
under Quick procedure. All companies from which chemicals or materials were
obtained should be listed with their full address.

Results.

In this section the expected results should be described clearly and concisely, and in
logical order without extended discussion of their significance. Results should usually
be presented descriptively and be supplemented by photographs or diagrams.

Discussion.

This section should present an assessment of the protocol, problems which may be
encountered, and alternative or support protocols.This section should be divided into
two parts: (i) Trouble-shooting and (i) Alternative and Support Protocols.
Troubleshooting: Problems that may have been encountered during any of the
procedures should be discussed clearly and concisely, and suitable solutions
suggested. Alternative methods for replacing certain steps in the protocol should be
mentioned in sufficient detail, and clearly indicating at which point in the protocol they
should be applied.Alternative and Support Protocols: If applicable, alternative or
support protocols should be mentioned, clearly stating the advantages and
disadvantages of such protocols and be accompanied by appropriate citation of the
literature.

Essential literature references.
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This should mention certain essential reading divided into original papers, book
chapters and review papers. Do not cite the full reference, but just list the reference
number. All references cited in the text should be listed at the end of the manuscript,
arranged in alphabetical order of the author's surname.

Quick procedure.

This section should describe the protocol in a concise, stepwise manner. The
individual steps should be described in list form preceded by roman lower case
numeral characters and correspond with the steps described under Detailed
procedure. This section should contain basic, essential information for the protocol to
be replicated successfully.

lllustrations.
Follow the standard article guidelines for instructions on illustrations.
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