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Palavras-chave

Resumo

Bactérias patogénicas; Aquacultura; Métodos moleculares.

A aquacultura € uma técnica usada a milhares de anos pelo homem para
cultivo de organismos aquaticos (China - 2000 anos A.C.), dos quais ele
usufrui de seus beneficios. Esta técnica de producédo de alimento, na maior
parte das vezes associada aos ambientes costeiros, € hoje altamente
requisistada e impulsionada pelo elevado consumo de grande parte da
populacdo mundial, uma vez que, os estoques pesqueiros explorados pelo
homem ao redor do globo apresentam indicios de declinio (super explorados
ou totalmente explorados). Em virtude das elevadas taxas de consumo de
pescado per capta atuais (9,9 Kg em 1960 para 17,2 Kg em 2009), a
aguacultura € uma alternativa para a manutencao da oferta de pescado no
futuro, sendo sua implantacdo uma acéo recorrente em diversos paises,
expandindo as fronteiras do setor aquicola. Esta rapida expansdo e as
elevadas densidades utilizadas em cultivos, acabam por originar riscos e
perigos a sanidade dos animais e do consumidor final de seus produtos.
Estes riscos estdo associados a potenciais doencas e infeccdes
ocasionadas pela atuacao de microrganismos patogénicos bacterianos, que
constantemente vem assolando cultivos de diversas espécies. Estes
microrganismos patogénicos comumente encontrados em aquacultura, e
principalmente os analisados no presente estudo s&o caracteristicamente
células gram-negativas, causadores de vibriose (Vibrio anguillarum, Vibrio
salmonicida, Vibrio vulnificus e Photobacterium damselae subsp damselae) e
photobacteriose (Photobacterium damselae subsp piscicida), sendo estas,
umas das mais importantes doencas pelo impacto econémico associado.
Para a obtencdo de diagnéstico e controle rapido destes disturbios
associados aos agentes etioldgicos em questdo, sdo necessarios métodos
inovadores eficazes de alta sensibilidade, com o intuito de mitigar elevados
prejuizos ao setor. Dentre estas técnicas, a mais utilizada é a Polymerase
Chain Reaction (PCR) e suas variantes, que utilizam fragmentos genéticos
de bactérias alvo para sua rapida deteccdo. Essas técnicas utilizam
iniciadores filogenéticos (primers) que delimitam as areas especificas do
genoma bacteriano a ampliar, permitindo detetar a presenca desta em uma
determinada amostra. O presente trabalho visa reportar os procedimentos
elaborados para a sintetizacdo de novos primers para a indentificacdo
especifica de subespécies de Photobacterium. Os resultados apesar de
negativos para a identificacdo e amplificacdo do material genémico das duas
subespécies, deve ser melhor estudado, com o intuito de testar a sua
especificidade.
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Aquaculture is a technigue used for thousands of years by man for cultivation
of aquatic organisms (China - 2000 BC). This technique of food production
most often associated with coastal environments, is currently highly
requested and driven by high consumption of the world population. Since fish
stocks exploited by humans around the globe show a decline (over-exploited
or fully exploited). Given the high current rates of fish consumption per capita
(9.9 kg in 1960 to 17.2 kg in 2009), aquaculture is an alternative to
maintaining the supply of fish in the future. This rapid expansion and the high
densities used in crops, eventually imposes risks for the health of animals
and for the human (final consumer). These risks are associated with potential
diseases and infections caused by the action of bacterial pathogens, which
are frequently plaguing crops of various species. These pathogens here
analyzed, are characteristically gram-negative bacteria, wich causing
vibriosis (Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida, Vibrio vulnificus, and
Photobacterium damselae subsp damselae) and photobacteriosis
(Photobacterium damselae subsp piscicida), which are the most important
diseases and they are major causative of economical losses in the
aguaculture. To obtain a quick diagnosis and provide management tools for
the control of disorders associated with the referred infectious agents,
effective, sensitive and innovative methods are needed in order to mitigate
heavy losses to the industry. Among these techniques, the most widely used
is the Polymerase Chain Reaction (PCR) and their variations, using genetic
sequences of these bacteria to their early detection. These techniques use
phylogenetic primers (primers) for amplifying specific areas of the bacterial
genome, thus determining the presence of specific pathogens in a given
sample. The present paper reports the procedures developed for the
synthesis of new primers for the specific identification of subspecies of
Photobacterium. The results despite the negativity, for identifying and
amplifying the genomic material of the two subspecies should be further
studied in order to test their specificity.
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Plano geral de dissertacao

O conteudo do estudo nesta presente tese intitulada por "patdogenos
bacterianos da aquacultura”, inclui a contextualizacdo do estado atual da
aguacultura e das pescas a nivel mundial. O estudo foca de forma particular, os
microrganismos patogénicos e as doencas de origem bacteriana mais relevantes
em aquacultura, bem como a utilizacdo dos métodos moleculares existentes para
sua deteccdo, com o intuito de desenvolver primers universais elaborar novos

protocolos de aplicacdo de métodos moleculares de detetecéo.

Esta dissertacdo esta estruturada em 6 capitulos. No primeiro capitulo, é
feita uma introducdo aos ambientes marinhos, a sua relacdo com o homem
enquanto fonte de recursos bem como os problemas decorrentes da sua ma
utilizacdo, contendo também alguns subcapitulos reportando as doencas
bacterianas e 0s agentes patogénicos estudados, além da importancia das
técnicas moleculares. No segundo capitulo é abordado todos os materiais e
equipamentos utilizados para o desenvolvimento do estudo além da descricao
metodologica. O terceiro capitulo aborda os resultados obtidos nas vertentes

bioinformatica e laboratorial.

O quarto capitulo aborda algumas discussGes em comparagdo com outros
estudos da area. No quinto capitulo sdo apontadas algumas conclusdes a cerca

dos resultados

J& no sexto e ultimo capitulo s&o listadas as referéncias bibliograficas.



l.Introducéo

Atualmente mais de 50% da populacdo mundial vive a menos de 60km do
litoral, prevendo-se que dentro de duas décadas, essa percentagem atinja os 75%
(Dias et al., 2009). Essa estreita faixa de territdrio corresponde, apenas, a menos
de 10% do espaco habitavel existente na Terra (Dias et al., 2009) e esta area de
caracteristicas atrativas e distintas, hospeda 75% das megalopoles com mais de
10 milhdes de habitantes e produz cerca de 90% da pesca global. Esta area é
importante na producdo de alimentos, de desenvolvimento industrial e de
transporte, fonte de recursos minerais como hidrocarbonetos (petrdleo e gas
natural) e abundante reservatério de biodiversidade e ecossistemas, dos quais
depende o funcionamento do planeta.

Abordada como fonte de producédo de alimentos nas &reas costeiras, a
aguacultura gera produtos que representam beneficios de suma importancia para
as populacdes. Porém, a esta atividade estdo associados riscos quimicos e

biolégicos:

Pesticidas e contaminantes: nos ultimos anos aquacultura tem sofrido
diversos danos devido a intensa utilizacdo de agroquimicos, prejudicando os
organismos aquaticos e o0 meio ambiente. Estes compostos quimicos vém
contaminando rios, lencois fredticos e sistemas aquicolas como as pisciculturas
(Arias et al., 2007). Os mesmos compostos, se acumulam na carne dos peixes e
moluscos por residuos de pesticidas e substancias téxicas de efluentes industriais
que alteram a qualidade do pescado, contaminando o alimento (Fda, 1989),
mesmo através de brevers exposi¢cdes ao contaminante, o que acarreta Sérios
problemas no ciclo de vida dos animais (Dutra et al., 2009), sendo que os efeitos
adversos podem degradar a saude humana (consumidor) dependendo do peffil
toxicolégico do produto empregado (Delgado & Paumgartten, 2004).

Farmacos da aquacultura: usados no controle de pragas e prevencao
de doencas, melhoria na reproducdo e razdo de crescimento e também usados

como calmantes durante o transporte dos animais. Substancias estas que podem



ser carcinogénicas, alergénicas ou causarem desenvolvimento de resisténcia a

antibiéticos em microrganismos patogénicos para o0 homem (FDA, 1994).

Bactérias patogénicas: agentes bacterianos que constituem perigo
biolégico, contaminando os produtos da aquacultura, como durante o
processamento e sanitizacdo do pescado (Sawyer & Pestka, 1985). Sao
conhecidas contaminacdes pelas seguintes bactérias: Aeromonas sp.,
Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas spp, Salmonella spp., Shigella spp.,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica e de alguns vibrios, tais como,
Vibrio vulnificus, Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus.

O presente estudo teve como objectivos gerais realizar um levantamento
bibliografico da actual situacdo das pescas e da aquacultura mundial, realizar
levantamentos bibliograficos sobre os microrganismos patogénicos bacterianos
mais frequentes e que causam as maiores perdas econdmicas em sistemas de
aguacultura, e reportar a importancia das técnicas moleculares para o diagnéstico

e identificacdo dos patdégenos bacterianos;

Como objectivos especificos o presente estudo visou, o desenvolvimento
(design) de novos marcadores filogenéticos (primers) e de protocolos moleculares
para duas subespécies da bactéria patogénica Photobacterium (Photobacterium

damselae subsp. damselae e Photobacterium damselae subsp. piscicida).

1.1.Aquacultura

No inicio dos anos 70, a FAO (Food and Agriculture Organization),
realizou uma compilacdo de estudos efetuados por Gulland (1971), apresentou
um panorama do potencial de captura de pescado marinho (excluindo
invertebrados) em torno de 100 milhGes de toneladas. No entanto, este mesmo
autor considerou improvavel que todas as acbes piscatorias pudessem ser
exploradas a niveis ideais, alterando a sua primeira previsdo para cerca de 80
milhdes de toneladas. Dadas estas perspectivas na década de 70, em 1996, a

captura de pescado marinho alcancou o auge, com 74,4 milhdes de toneladas. A



partir disto, outros levantamentos e compilacbes de dados fornecidos para a
compreensao das capturas marinhas de 1990 a 2000, reportaram um rapido

declinio da pesca em todo o mundo (FAO, 2008).

Segundo a FAO, areas do oceano Atlantico como o Noroeste, Nordeste e
Centro-Oeste alcancaram o auge de exploracdo nos anos de 2004, 2001 e 2000
respectivamente, diminuindo progressivamente nos anos posteriores em 13, 23 e
30% respectivamente em cada area. Outro caso que chama atencao é a drastica
diminui¢Be na captura nos mares Mediterraneo e Negro de 12% no periodo de um
ano (2007 para 2008). Ja no Oceano Pacifico os referidos declinios ocorreram na
porcdo Nordeste (2006, EUA e Canada), Sudoeste e nas por¢des orientais do
Pacifico central (Hilborn, 2007).

De acordo com estes resultados levantados pela FAO, h& pouca duvida
de que as pescas no mundo estdo em declinio. Até os anos 50, as capturas das
pescas a nivel mundial (marinhas e dulcaquicolas) aumentaram em média 6% ao
ano. Porém, a partir de 1960 notou-se que a expansdo de uma economia em
rapido desenvolvimento carecia de novos recursos para continuar a atender a
crescente populacdo mundial, de habitos cada vez mais consumistas. Ja na
década de 70, o cenario de recessdo internacional e a crise petrolifera,
transmitiram um importante sinal para alertar o mundo sobre os limites dos

recursos energéticos e de matérias-primas (Valenti, 2000).

Este declinio das capturas totais revela que aparentemente o maximo
exploravel dos recursos aquaticos, foi atingido para a maioria dos estoques e que,
em alguns casos, foram ultrapassados os niveis suportados pelas espécies,

como, por exemplo, o bacalhau (Reis, 2010).

A modalidade de producdo pesqueira por captura tem estabilizado em
cerca de 90 milhdes de toneladas anuais, com algumas variacfes. As estatisticas
preliminares para 2008 e as estimativas para 2009 confirmam a estimativa citada
anteriormente de suprimentos globais da pesca de captura (FAO, 2010). Isso esta
de acordo com o padrdo observado nos ultimos 15 anos, ao longo dos quais a

captura total anual oscilou numa faixa de 85 a 95 milhdes de toneladas (Nomura,



2010). Sendo assim, cada vez mais, a aquacultura e a piscicultura, oferecem uma
solugao alternativa e complementar para atender a demanda crescente por frutos

de origem marinha e ou dulcaquicola.

Diante do relatério feito pela FAO (2008), com dados levantados pelo
Departamento de Pesca e da Aquacultura, mostram os estados dos recursos de
captura de pescado, sendo relevante que, “em 2007, cerca de 30% dos
recursos pesqueiros mundiais estavam super explorados ou esgotados,
(19%) super explorados, (8%) esgotados ou em recuperagcdo apenas (1%) e,
portanto, ndo utilizou-se todo o seu potencial devido a excessiva pressao da

pesca”.

As areas com maior risco de super exploracdo, ou que ja se encontram
completamente esgotadas sdo as seguintes: Nordeste do Atlantico, o lado Oeste
do Oceano Indico e o Noroeste do Pacifico, dados que corroboram com a figura 1,

gue demonstra as areas de captura de pescado mais exploradas (FAO, 2008).

Producdo pesqueira de captura: principais areas de pesca marinha em 2008

Noroeste do Pacifico
Sudeste do Pacifico
Centro-Oeste do Pacifico
Nordeste do Atlantico
Leste do Oceano indico
Oeste do Oceano indico
Centro-Leste do Atlantico
Nordeste do Pacifico

Sudoeste do Atlantico

Noroeste do Atlantico

0 5 10 15 20 25

Milhdes de toneladas

Nota: As dreas de pesca listados s8o agueles com uma produgdo de pelo menos 2 milhtes de toneladas.

Figura 1. Producdo pesqueira de captura: principais areas de pesca marinha em
2008. Adaptado de FAO, 2010.




Conforme definido pela Food and Agriculture Organization (FAO), a
aquacultura é "o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes, moluscos,
crustaceos e plantas aquaticas" caracterizando-se pela intervencdo do Homem no
ciclo biolégico das espécies produzidas e na manipulacdo de massas de agua
naturais e ou artificiais, com o intuito de realizar a comercializacdo de produtos
exigidos na alimentacdo humana (Henriques, 1998; Freitas, 2001; Martin et al.,
2005). Esta instituicio reporta que a aquacultura é originaria de paises da Asia,
com origem na China, ha mais de 2000 anos, posteriormente introduzida na
Europa durante a idade média, entre os séculos Xl e XIV, através da realizacéo
de cultivos de carpa comum (Cyprinus carpio) que posteriormente veio a se
difundir por todo o mundo. Alguns dados da instituicdo acima citada mostram que
a producado mundial de pescado e da aquacultura em 2006, atingiu conjuntamente
aproximadamente 140 milhdes de toneladas, dos quais 110 milhdes foram
destinados ao consumo humano. No total, mais de 300 espécies séo criadas em
aguacultura. No entanto, apenas cerca de 40 sdo economicamente significativas
(Nutreco, 2011).

Atualmente, a aquacultura corresponde a grande parte da oferta mundial
de pescado, e a sua contribuicdo, para o abastecimento de produtos de origem
marinha certamente aumentara no futuro préximo (Nomura, 2010), com potencial
para tornar-se uma atividade sustentavel. Porém, o desenvolvimento
insustentavel desta atividade pode exacerbar problemas ja existentes e criar

problemas novos, prejudicando ecossistemas, como as areas costeiras.

7

A aquacultura é vista como uma atividade importante no setor de
producdo de alimentos, que fornece uma fonte alternativa de alimento animal de
rapido crescimento, e com o crescente “boom” populacional, estima-se que sejam
necessarios a producédo de mais de 40 milhdes de toneladas de pescado até o
ano de 2030 para satisfazer o consumo mundial actual por habitante (FAO,
2006b). Porém, segundo uma avaliacéo publicada pela AIBS — American institute
of biological science (2009), a producdo aquicola de produtos do mar

permanecera, provavelmente como o sistema de producdo de alimentos mais



rapido do mundo somente até 2025. Isto mostra que, de acordo com as
estimativas anteriores, o fornecimento de pescado para consumo humano
depende diretamente da actividade de aquacultura e seu desenvolvimento (Naylor
et al., 2000).

Com a forte expansdo da procura por produtos pesqueiros, 0
requerimento de pescado em todo o mundo ja supera a oferta, elevando o preco
de diferentes tipos de pescado, provenientes da actividade piscatoria. As
principais razdes para 0 aumento da procura e dos precos sao: variacdo do
fornecimento e do valor de comercializacdo de pescado de pais para pais
(culturas e habitos alimentares diferentes), a disponibilidade de peixe e outros
alimentos, o nivel socioecondémico, a sazonalidade da producdo de algumas
espécies e a quantidade de consumo de peixe per capita que varia entre paises
(Chammas, 2007).

Dados relatam que a aquacultura foi a atividade que mais se desenvolveu
no setor de producdo de alimentos a escala mundial, correspondendo
aproximadamente a 50% da producéo de peixe mundial (FAO, 2009). Estima-se
ainda que o consumo per capita de peixe a escala mundial, aumentou de forma
constante a partir de uma média de 9,9 kg em 1960 até 11,5 kg em 1970, 12,5 kg
em 1980 a 14,4 kg em 1990, 16,4 kg em 2005 chegando finalmente em 2009 a
uma oferta aparente per capita de 17,2 Kg (FAO, 2010; Nomura, 2010) (Tabela 1).



Tabela 1. Producdo mundial da pesca e da aquacultura e sua utilizacdo. Adaptado
de FAO, 2010.

2004 2005 2006 2007 2008 2009

Milhtes de Toneladas

PRODUCAOD

INTERIOR

Captura 8.6 9.4 9.8 10.0 10.2 10.1
Aguacultura 25.2 26.8 28.7 30,7 32.9 35.0
Total 33.8 36.2 38.5 40.6 43.1 45.1
MARINHO

Captura 83.8 82.7 80.0 79.9 79.5 79.9
Aquacultura 16.7 17.5 18.6 19.2 19.7 20.1
Total 100.5 100.1 98.6 99.2 99.2 100.0
TOTAL CAPTURA 92.4 92.1 89.7 89.9 89.7 90.0
TOTAL AQUACULTURA 41.9 44.3 47.4 49.9 52.5 55.1
TOTAL MUNDIAL DE PESCADO 134.3 136.4 1371 139.8 142.3 145.1
UTILIZACAD

Consumo Humano 104.4 107.3 110.7 112.7 115.1 117.8
Uso ndo alimentar 29.8 29.1 26.3 27.1 27.2 27.3
Populagdo (BilhGes) 6.4 6.5 6.6 6.7 6.8 6.8
Quantia de pescado percgpjrg {Kg} 16.2 16.5 16.8 16.9 171 17.2

Nota: Excluindo as plantas aquaticas. Os dados de 2009 sdo estimativas provisarias.

Concomitante ao seu rapido desenvolvimento e a expansdo de seus
dominios para o cultivo de organismos, a aquacultura, seja ela de forma intensiva
(reduzidas areas e elevadas densidades de peixe), ou extensiva (grandes areas e
baixas densidades de peixes), acaba por corresponder a um acréscimo de
matéria organica nos sistemas aquaticos, gerando problemas ambientais e
tornando certas areas semi anoxicas (deplecédo de oxigénio dissolvido), sobretudo
quando ha emprego de alimentacédo artificial. Por outro lado, atividades como a
aguacultura, contribuem para melhorias no equilibrio entre a pesca predatéria e
manutencdo dos estoques pesqueiros, realizando a libertacdo de recrutas para o
ambiente natural, recompondo o estado da populacédo de algumas espécies, para

gue se mantenham as ofertas aos consumidores (Henriques, 1998).



Nas condigbes atuais da aquacultura mundial a Asia manteve-se
dominante, representando cerca de 88,8% da produ¢cdo mundial e 78,7% do valor
de vendas de produtos desta atividade. A China é ainda o pais lider em
aguacultura, responsavel por cerca de 62% da producdo mundial. Porém, apesar
de todo o desenvolvimento e crescimento do setor, este ndo se desenvolveu de

forma homogénea por todo o globo, como se pode ver na Tabela 2.

Tabela 2. Producédo Aquicola por regido: quantidade e percentagem da producéo
mundial. Adaptado de FAO, 2010.

Grupos selecionados

- paises 1970 1980 1990 2000 2006 2008
Africa (toneladas) 10271 26202 81015 399788 754406 940 440
(percentagem) 0.40 0.60 0.60 1.20 1.60 1.80
) (toneladas) 4243 7048 17 184 55802 154905 238 877
Africa sub-sshariana  (oorcentagem) (20 0.10 0.10 0.20 0.30 0.50
] (toneladas) 6028 19154 63831 343986 599501 701563
Africa do Norte (percentagem) 0.20 0.40 0.50 1.10 1.30 1.30
B (toneladas) 173491 198850 548200 1422637 2367320 2405 166
America (percentagem) g9 4.20 4.20 4.40 5.00 4.60
Caribe (toneladas) 350 2329 12 169 39 692 36610 40 054
(percentagem) (00 0.00 0.10 0.10 0.10 0.10
(toneladas) 869 24590 179367 799235 1640001 1720899
América Latina (percentagem) 0.00 0.50 1.40 2.50 3.50 330
(toneladas) 172272 171931 356664 583710 690709 644213
América do Norte (percentagem) g 7p 370 2.70 1.80 1.50 1.20
. (toneladas) 1786286 3540960 10786593 28400213 41860117 46 662 031
Asia (percentagem) 5960 75.20 82.50 87.60 88.40 88.80
N _ _ (toneladas) 1021888 2211248 4270587 6821665 11831528 13717947
Asia excluinde China  (percentagem) 3959 47.00 32.70 21.00 25.00 26.10
china (toneladas) 764380 1316278 6482402 21522095 29856841 327350944
(percentagem) 2980 28.00 49.60 66.40 63.10 62.30
_ o (toneladas) 18 13434 33 604 56453 171748 208 140
Oriente médio (percentagem) 0.00 0.30 0.30 0.20 0.40 0.40
Europa (tomeladas) 510713 770200 1616287 2072160 2209097 2366 354
(percentagem) 79,90 16.40 12.40 6.40 4.70 4.50
NZo paises da UE (toneladas) 39431 49985 582305 676685 925664 1088 594
(+ Chipre e Israel) (percentagem) 1.50 1.10 4.50 210 2.00 2.10
paises da UE (27) (toneladas) 471282 720215 1033982 1395475 1283433 1277760
(percentagem) 18.40 15.30 7.90 4.30 2.70 2.40
Oceania (toneladas) 8 421 12 224 42005 121312 160126 172214
(percentagem) .30 0.30 0.30 0.40 0.30 0.30
Mundo (toneladas) 2566882 4705841 13074100 32416110 47351066 52 546 205




O aumento e transformacdo dos processos envolvidos na atividade
aquicola, colocam novos riscos, designadamente a suscetibilidade as doencas
infecciosas (problemas de saude publica) aos animais vulneraveis a zoonoses, e
0S perigos ambientais decorrentes das praticas de cultivo e da ma gestdo de
espécies exoticas que podem competir por alimento e espaco com as espécies
nativas, além de introduzir patbgenos e parasitas (Smith et al., 2005; Tundisi,
2006), prejudicando as comunidades ecoldgicas de peixes em uma escala
sequencial na cadeia tréfica alimentar (Harris et al., 2005). Os ecossistemas
podem assim, sofrer alteracdes no seu funcionamento. Estas questbes tém
gerado preocupacdes de biosseguranca (gestdo de riscos biolégicos) e tém
motivado a promocdo de uma aquacultura sustentavel (Arthur et al., 2009).
Entende-se aqui o termo sustentavel como um modelo econdémico, politico, social,
cultural e ambiental equilibrado, capaz de satisfazer as necessidades das
geracdes do presente, ndo comprometendo as de geracdes futuras, no caso, o

acesso ao pescado (Figura 2).

ECONOMICO

Rentavel

ECOLOGICO

Ambiente concervado

\

SOCIAL

Desenvolvimento comunitario

Figura 2. Elementos para a obtencdo de uma Aquacultura sustentavel. Adaptado.
Fonte: SeaWeb, 2004.
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A dinadmica da ocorréncia, gravidade e da propagacdo de doencas em
sistemas de aquacultura se assemelham aos padrdes observados as doencgas em
populacdes de humanos e animais silvestres, sendo a agua no caso dos peixes,
um facilitador da propagacdo de agentes patogénicos causadores de doencas
(Nicholson, 2006).

1.2.Doencas e microrganismos patogeénicos bacterianos

Os animais cultivados em sistemas de aquacultura vivem aparentemente
uma vida saudavel na presenca de diversos agentes patogénicos bacterianos. Em
geral, apesar das bactérias serem comumente associadas a doencas, elas
também desempenham um papel essencial nos ciclos biogeoquimicos
fundamentais para o crescimento e desenvolvimento de animais e plantas, bem
como a produtividade potencial e manutencdo de um ecossistema (Ehrlich, 1997),
e no bem-estar humano. Da-se hoje grande importancia a identificacdo de
microrganismo patogénicos e visa-se até o desenvolvimento de estratégias de

controlo adequadas para o seu gerenciamento (Cullimore, 2010).

Praticamente todas as espécies de bactérias causadoras de doencas em
peixes sdo, na realidade, sapréfitas que sdo parte constituinte da microbiota
natural dos ambientes (Ostrensky & Boeger, 1998). Portanto, mudancas na
capacidade de resisténcia a doencas dos peixes € que possibilitam que essas
espécies causem epidemias em cultivo. No entanto, nem todas as bactérias sao
propriamente consideradas como microrganismos patogénicos primarios (capazes
de infectar hospedeiros sdos), pois muitos destes patdgenos sdo oportunistas
(microrganismos patogénicos secundarios), causando doencas em hospedeiros ja
debilitados (Austin & Austin, 2007). O processo de enfraquecimento dos animais
pode estar relacionado com variagcbes ambientais bruscas (ex: temperatura),
poluicdo do meio aquatico (ex: pesticidas, farmacos e residuos industriais) ou a
um estadio fisiologico natural do individuo, associado ao seu ciclo de vida (ex:

fase reprodutiva).
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Muitas patologias tém surgido em areas geograficamente diferentes ou
em areas onde ndo se havia declarado a sua existéncia. Possivelmente estes
novos relatos sdo devidos a importacdo da tecnologia de cultivo de peixes,
estando possivelmente infectados, ou ainda a ma implantacdo e adequacao da
tecnologia da aquacultura, o que indica um controle sanitario inadequado em

transacdes comerciais de peixes (Arrojado, 2009).

A sanidade dos animais aquaticos € portanto um aspeto extremamente
importante durante a sua producdo comercial. Os riscos iminentes relativos a
ocorréncia de doencas sao potencialmente elevados de forma proporcional a
densidade de animais em cultura e tem efeito direto na sobrevivéncia e na
desenvoltura de crescimento da espécie cultivada (Jobling, 1994). A presenca de
um grande numero de peixes numa pequena area de cultivo (geralmente nao
natural), eleva as condicGes de estresse e isso acaba por facilitar a propagacao
de infeccdes (Nicholson, 2006). Outros fatores associados ao aumento do risco
de surtos e de doencas podem ser a quantidade de excremento produzido e
residente no sistema aquatico, bem como as intervencées de manutencdes e
transporte frequentemente realizados em tanques de aquacultura. Estas
alteracdes geradas dentro do sistema de cultivo (temperatura, salinidade,
ambiente poluido e o incorreto fornecimento do alimento dado aos peixes) geram
flutuacdes dos parametros de qualidade da agua, afetando o sistema imunoldgico
dos peixes deixando-os suscetiveis ao atague de agentes patogénicos,

culminando em doenca (Almeida et al., 2009).

Os principios da aquacultura e as medidas para controle de doencas
infecciosas recorrentes na mesma sao uma da outra, uma contradi¢céo direta, uma
vez que a aquacultura visa a maximizacdo dos lucros através do cultivo de cada
vez mais animais em volumes de agua cada vez menores, com elevada
densidade populacional. Antagonicamente a isso, as medidas de combate as
doencas implicam em densidades populacionais baixas, evitando que ocorra uma
nova fase de infecdo, passada de um peixe para outro (ciclo).

Consequentemente, os problemas relacionados com estes tipos de doencas
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tendem a amplificarem-se na producdo aquicola ja que os lucros prevalecem
(Owens, 2003).

Para o entendimento de alguns dos principios causadores de doencas,
pode-se observar o "modelo dos trés anéis", que representa as interaces
existentes entre o hospedeiro (espécie cultivada), o agente patogénico (bactérias
para o presente estudo) e o ambiente (suscetivel a alteracdes fisico-quimicas),
principais pilares de sustentacdo de um cultivo em aquacultura (Figura 3).

Ag. Patogénicos
Obrigatorios

Ambiente
Microbiano
e Fisico

Figura 3. Modelo dos trés aneis, modificado de forma ilustrativa, ressaltando a
interacdo dos hospedeiros, agentes patogénicos e o ambiente. Fonte: Owens,
2003.

A partir do momento em que o0 agente etiolégico se encontra instalado
apos um episodio de infecdo, seja ele direto (microrganismo patogénico primario)
ou em um caso de imunodepressao (microrganismo patogénico secundario),
dentro e ou na superficie externa do hospedeiro, a infecdo pode suceder de trés

formas possiveis, sao elas:

¢ O agente prolifera, gerando a morte do hospedeiro;
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¢ O hospedeiro supera a infecao e elimina o agente patogénico ou,

¢ O hospedeiro evolui para o estado de portador, estabelecendo-se

um equilibrio entre hospedeiro e agente patogénico.

A maior preocupagdo em aquacultura surge quando ocorre a
multiplicacdo rapida do agente patdgenico dentro do hospedeiro e o perigo de
transmissdo (novos ciclos) para outros individuos da populagéo, resultando numa
possivel epidemia. Esta transmissdo de doenca ou infecdo pode dar-se sem
manifestacbes sintomaticas, tornando-se dificeis de serem notadas, até que
condicdes ambientais de stresse elevado exacerbem os sintomas da doenga
(Pillay & Kutty, 2005). Por isto, o estudo das infec¢des bacterianas dos peixes é
dificil, pois muitas vezes ndo ha uma compreensdo adequada das interacfes
entre as bactérias, os seus hospedeiros e 0 ecossistema aquatico (Roberts,
2004).

No decorrer da incubacdo (intervalo entre a penetragdo ou
estabelecimento do microrganismo patogénico e o0s sinais da doenca) o
hospedeiro tenta livrar-se do agente patogénico. ApGs esta etapa de eliminacao,
nao havendo a eliminagcdo completa do microrganismo patogénico, inicia-se a
fase de portador. Nesta fase o peixe pode disseminar o agente patogénico no
ambiente ou mante-lo latente, ndo liberando-o para o ambiente externo. Dessa
maneira, apds a etapa clinica da infecdo, alguns individuos podem continuar ou

nao a disseminar o agente patogénico (Pillay & Kutty, 2005).

Um dos fatores determinantes nas relagcdes entre microrganismo
patogénico e o hospedeiro é a viruléncia ou patogenicidade do microrganismo.
Por exemplo, as bactérias portadoras de flagelo de capsulas estdo melhor
adaptadas para invadir o hospedeiro e responder a ataques do sistema imunitario
do animal. Algumas destas bactérias sdo capazes de sintetizar neurotoxinas ou
toxinas hemorragicas devastadoras para a condigdo dos animais infetados (Pillay
& Kutty, 2005).

Problemas como o surgimento de novas linhagens ou estirpes

bacterianas patogénicas multiresistentes aos antibioticos empregados usualmente
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para seu controle, geram preocupacdo devido a sua rapida difusdo, sendo
necessario a elaboracdo de novos meétodos ou alternativas quanto ao manejo e
controle de patogénicos de peixes (Schnick, 1988; Hoffman, 1974). Dessa forma,
inovacbes como a utilizacdo de técnicas moleculares, tem sido mencionadas
como uma alternativa potencialmente viadvel para detetar e diagnosticar surtos de
doencas, prevenindo perdas com tratamentos de caracter antimicrobiano (Cassel,
2001).

Por conseguinte, bactérias com poder patogénico causador de doencas
em produtos da aquacultura merecem ser vistas com maior importancia para que
se possa prevenir possiveis consequéncias no ambito da saude publica,
principalmente em comunidades onde o consumo de peixe cru ou mal cozido é

um habito cultural.

As Dbactérias gram-negativas sdo 0s principais microrganismos
patogénicos bacterianos. Possuem parede celular com camadas complexas
(lipoproteica, membrana externa e lipopolissacaridea), que lhes garante protecao
contra alguns antibioticos e respostas do sistema imunitario, permitindo sua
sobrevivéncia em ambientes considerados “hostis”. Sdo exemplos deste grupo:
Photobacterium damselae subsp. damselae (anteriormente Vibrio damselae),
Photobacterium damselae subsp. piscicida (anteriormente Pasteurella piscicida),
Vibrio (Listonella) anguillarum, Vibrio (Aliivibrio) salmonicida e Vibrio vulnificus
(Meyer, 1991; Shao, 2001; Olafsen, 2002; Toranzo et al., 2005, Magaraggia et al.,
2006; Almeida et al, 2009).

Existem varios mecanismos e factores de viruléncia que permitem as
bactérias sobreviver ao atague do sistema imunitario, assim como varias formas

pelas quais o sistema imunitario atua contra os agentes patogénicos (Figura 4).
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Figura 4. Diferentes estratégias de bactérias patogénicas para evitarem defesas
imunolégicas. Fonte: Wilson et al., 2002.

A vibriose e a photobacteriose sd&o duas doencas bacterianas
consideradas as mais importantes em sistemas de cultivo marinhos, estuarinos e,
ocasionalmente, de agua doce. Estas doencas sao as causadoras dos maiores
impactos jA observados em aquacultura. A vibriose é causada por espécies do
género Vibrio (Vibrio anguillarum, Vibrio salmonicida, Vibrio wvulnificus) e
Photobacterium (Photobacterium damselae subsp damselae). Os sintomas
clinicos apresentados por peixes com esta doenca séo a letargia, a lentiddo do
crescimento, e necrose dos tecidos do apéndice, opacidade muscular (Moriarty,
1997; Defoirdt et al., 2007), septicemia com presenca de hemorragia na base das
barbatanas, exoftalmia e opacidade da cérnea (Toranzo et al., 2005). A
Photobacteriose por sua vez é causada pela bactéria halofilica Photobacterium
damselae subsp piscicida que possui elevada patogenicidade e afeta uma grande

variedade de espécies de peixes (Toranzo et al.,, 2005; Almeida et al., 2009).
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Causam altos niveis de mortalidade podendo atingir até 100% do cultivo em

aguacultura.

1.2.1.Photobacterium damselae subsp. damselae

De acordo com Thyssen & Ollevier (2005), Photobacterium damselae
subsp. damselae pertence ao género Photobacterium, que esta incluido na familia
Vibrionaceae, exibindo cocobacilos, caracteristicas morfolégicas tipicas dos

membros da familia.

De acordo com o reportado por Austin & Austin (2007), esta bactéria foi
primeiramente identificada como "Vibrio marinho sem nome" e em 1971, foi
isolado como o agente causador infeccioso num caso envolvendo humanos. Mais
tarde, este organismo foi isolado de Ulceras da pele de Chromis punctipinnis, (em
inglés, Blacksmith). Estas lesfes na barbatana peitoral e no pedunculo caudal
eram comumente observadas nos periodos de verdo e outono, nas aguas
costeiras do sul da Califérnia, onde um levantamento realizado das populacdes de
peixes selvagens levaram a conclusdo de que as Ulceras eram restritas as
espécies de “Castanheta” (em inglés, Damselfish). Consequentemente a esta
constatacdo, o nome atribuido a este microrganismo patogénico bacteriano
inicialmente foi Vibrio damselae (Love et al.,, 1981). No ano de 1985, este
microrganismo patogénico foi atribuido ao género Listonella como Listonella
damselae, e com base em estudos de moleculares de DNA/RNA (5S),
geneticistas e fenotipistas sugeriram que esta linhagem bacteriana estava
intimamente relacionada com espécies do género Photobacterium, sendo

atribuido a bactéria o nome de Photobacterium damselae (Smith et al., 1991).

Em 1995, a analise da sequéncia gendmica de um agente patogénico de
peixe anteriormente chamado Pasteurella piscicida (Jansen & Surgalla, 1968), em
comparacao com a base de dados de hibridizacdo DNA-DNA, sugeriram que essa
espécie estava estreitamente relacionada com a bactéria Photobacterium
damselae, sendo ambos 0s organismos classificados como uma mesma espécie,

distinguindo-os a partir de entdo através de categorias de subespecies (Gauthier
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et al., 1995). Assim, Photobacterium damselae subsp. piscicida compreende as
estirpes gque se encaixam dentro da descricdo de Pasteurella piscicida, enquanto
que as estirpes que possuem as caracteristicas de Vibrio damselae sé&o
classificadas como Photobacterium damselae subsp. damselae.

Estas duas subespécies distinguem-se pelas caracteristicas fenotipicas,
incluindo as condi¢Bes 6timas de crescimento de temperatura e de salinidade, sua
mobilidade, producdo de gas, bem como algumas propriedades enziméticas e
bioguimicas tais como a reducdo do nitrato, urease, lipase, amilase e hemodlise
(Fouz et al., 1992). Apesar desta rapida distingdo que pode ser feita entre as duas
subespécies de Photobacterium damselae, estas também mostram, um elevado
grau de semelhanca genética em geral em testes de hibridagdo cromossémica de
DNA (Gauthier et al., 1995) possuindo sequéncias idénticas do gene ribossomal
16S RNA (Osorio et al., 1999).

As espécies de Photobacterium estdo amplamente distribuidas em
ambientes marinhos e tém sido frequentemente isoladas a partir de agua do mar,
dos sedimentos, de 6rgdos bioluminescentes (simbiose) de peixes, da superficie e
de intestinos de animais marinhos saudaveis, bem como a partir dos 6rgéos de
animais marinhos doentes, e até de seres humanos. Photobacterium damselae
subsp. damselae e Photobacterium damselae subsp. piscicida sdo patogénicos
para diversas espécies marinhas. Porém entre todas as espécies do género
Photobacterium, apenas Photobacterium damselae subsp. damselae possui
potencial patogénico para homeotérmicos, incluindo os seres humanos (Liu,
2011).

Este agente patogénico caracteriza-se por ser um agente patogénico
primario causador de infeccbes em feridas e septicemia hemorragica em
diferentes espécies de peixes selvagens como damselfish, tubardo, pregado
(Fouz et al., 1991, 1992), dourada, pargo-rosa, arraia, peixe-gato, bem como em

peixes cultivados em aquacultura.

Foi constatado que estirpes patogénicas da bacteria P. damselae podem

infectar novos hospedeiros (peixes) através da agua, e a propagacao da doenga
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depende amplamente da temperatura e da salinidade da agua de cultivo (Fouz et
al.,, 2000). As estirpes virulentas podem sobreviver em agua do mar com
temperaturas variando de 14°C - 22°C, sendo ainda cultivaveis e mantendo sua
infecciosidade durante longos periodos de tempo (Fouz et al., 2000),
apresentando sazonalidade. Sendo assim, 0 ecossistema aquatico pode ser
considerado como reservatorio natural de estirpes virulentas, e as infeccbes
transmitidas através da agua com a presenca desta subespécie de
Photobacterium, representam ameaca para 0s animais marinhos e seres

humanos.

A maioria das infeccbes relatadas em humanos associadas a
Photobacterium damselae subsp. damselae tém sua origem em feridas infectadas
durante 0 manuseamento de peixes ou ap0s a exposicdo a dgua do mar ou ao

ambiente marinho em geral (lagunas, estuarios) (Liu, 2011).

1.2.2.Photobacterium damselae subsp. piscicida

A sub-espécie Photobacterium damselae subsp. piscicida foi isolada
inicialmente na Baia de Chesepeake, Virginia, durante o verdo de 1963 numa
epidemia descrita nas espécies Robalo-do-norte e Robalo-muge, sendo o agente
infecioso classificado como Pasteurella com base em suas caracteristicas
morfolégicas e bioquimicas (Snieszko et al. 1964). Estudos subsequentes
realizados por Janssen e Surgalla (1968) sugeriram para esta linhagem, o nome
de Pasteurella piscicida. Desta forma, a doenca causada por estas bactérias foi

chamada de "photobacteriose” ou "pseudotuberculose”.

No entanto, estudos de hibridizacdo e analises filogenéticas mostraram
evidéncias de que a Pasteurella piscicida estaria estreitamente relacionada com a
familia Vibrionaceae e ndo deveria ser classificada no género Pasteurella (De Ley
et al, 1990). Estes resultados, foram posteriormente confirmados pela
sequenciacdo de genes de 16S rRNA, proporcionando evidéncias mais concretas
de que Pasteurella piscicida esta altamente relacionada com a bactéria,

Photobacterium damselae, anteriormente classificada como Vibrio damselae. Foi
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entdo proposto que o organismo deveria ser reposicionado taxonomicamente
numa nova subespécie, como Photobacterium damselae subsp. piscicida
(Gauthier et al., 1995).

Photobacterium damselae subsp. piscicida é uma bactéria gram negativa,
caracteristicamente halofilica obrigatéria, que consegue crescer em
concentracdes de NaCl (Cloreto de Sodio) de 0.5% a 4.0%, e temperaturas entre
15 a 32.5°C (Snieszko et al., 1964). Estas bactérias, na fase logaritmica de
crescimento, podem aparecer em cadeias, sendo mais longas e em forma de
haste em fases posteriores, podendo tornar-se cocobacilos (Hawke, 1996). A
descricdo classica de Photobacterium damselae inclui cocobacilos néo
capsulados (Koike et al., 1975). Porém, estudos posteriores relatam que a maioria
das estirpes de Photobacterium damselae constitutivamente produzem material
capsular que desempenham uma papel importante e fundamental na patogénese

deste microrganismo (Bonet et al., 1994).

A photobacteriose foi responsavel por grandes perdas nos cultivos de
Menhadem e Tainha-olhalvo em Galveston Bay, no Texas (Lewis et al., 1970).
No entanto, € no Japdo que a doenca tornou-se de consideravel importancia
econbmica, causando perdas significativas nos viveiros de Yellowtail (Egusa,
1983). Desde o0 seu reconhecimento inicial nos cultivos Yellowtail, a
Photobacteriose, parece ter se espalhado para outras espécies de peixes,
incluindo Dourada (Balebona et al., 1998), Imperadores (Yasunaga et al., 1983),
Hephaestus fuliginosus (Ohnishi et al., 1982), Atum (Mladineo et al., 2006) e

Linguado-branco.

No Japdo, esta doenga parece ocorrer entre o verao e o outono, quando
as temperaturas da agua rondam entre 20-25 °C, o mesmo foi relatado em um
surto de photobacteriose na Espanha, no meio da estacdo de ver&do, onde a
temperatura da agua rondava aproximadamente 25 °C (Austin & Austin, 2007).
Entretanto, ndo ha muita informacdo sobre a transmisséo desta doenca. Estudos
anteriores sugerem que a bactéria ndo aparenta sobreviver na agua do mar, por
periodos maiores do que 3-5 dias (Janssen & Surgalla, 1968; Toranzo et al.,
1982).
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Alguns estudos indicam que a doengca causada pela bactéria
Photobacterium damselae subsp. piscicida pode ter contaminado populacdes de
peixes selvagens e cultivadas em regides do Mediterraneo na década de 1990,
nomeadamente Crodcia, Franca, Itdlia (Ceschia et al., 1991; Doimi et al., 1991),
Espanha (Toranzo et al., 1991; Magarifios et al, 1992; Mladineo et al, 2006),
Grécia (Baudin Laurencin et al.,, 1991; Bakopoulos et al., 1995) e Portugal
(Baptista et al., 1996), sendo também reportada sua presenca em outras regiées
fora do Mediterraneo como EUA (Janssen e Surgalla, 1968), Japao (Kimura e
Kitao, 1971), Taiwan (Tung et al., 1985) e na Noruega (Speilberg et al., 1991).

Essencialmente, a Photobacteriose caracteriza-se por ser uma septicemia
que, em casos considerados agudos, demonstra apenas alguns sinais clinico-
patologicos. As manifestacdes mais severas afetam orgdos internos como rim e
baco, onde as coldnias bacterianas desenvolvem coloracdo branco-acizentada
(Kusuda e Yamaoka, 1972) e o material purulento gerado pela infecdo pode

acumular-se na cavidade abdominal (Lewis et al., 1970).

Estudos realizados por Hawke (1996), revelaram que as epidemias de
Photobacterium damselae subp piscicida em cultivos de hibridos da espécie
Robalo-muge geralmente resultaram em taxas de mortalidade de 5 a 90%
dependendo da qualidade da agua e do tratamento empregado no cultivo. Ja nas
epidemias relatadas na primavera, podem ocorrer mortalidades subitas, chegando
a 80% de todo o cultivo em 10 dias, sendo o inicio da mortalidade tdo rapida
(poucos ou nenhum sinal clinico de aviso) que a infecdo se estabelece nos peixes

cultivados antes que a terapia possa ser iniciada (Hawke, 1996).

O estudo da infecdo dos organismos em tanques de cultivo ao ar livre e
em tanques abrigados revelou que as mortalidades ocorriam apenas no tanque
exterior (ao ar livre), havendo variagbes de temperatura, com auséncia de
mortalidades em tanques abrigados, podendo assim, ser concluido que as
variacdes bruscas de temperatura da agua que atenuam a imunidade dos peixes,
sao um ponto importante em surtos de photobacteriose (Hawke, 1996). Variacdes

estas que possivelmente proporcionaram a colonizacdo por outros
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microrganismos patogénicos oportunistas (secundarios), resultando na

mortalidade encontrada.

1.2.3.Vibrio anguillarum

Sao bacilos gram-negativos, possuindo oxidase positiva, anaerébios
facultativos, halofilicos e podem estar presentes em aguas marinhas, estuarinas e
continentais. Inicialmente posteriormente a seu isolamento foram descritos cerca
de 20 espécies do género Vibrio e em torno de 70 espécies sdo conhecidas
actualmente (Holt et al., 1994). Ao género Vibrio pertencem microrganismos
patogénicos facultativos de origem ambiental ou de hospedeiros assintomaticos
animais. S8o comumente isolados de superficies mucosas e de orgaos internos
de peixes clinicamente sadios, como também de invertebrados, sedimentos e
coluna d'agua. Séao altamente adaptados ao meio e estdo presentes em aguas
poluidas e com salinidade alta (Noga, 1996). Espécies como Vibrio
parahemolyticus e Vibrio anguillarum sdo reconhecidamente patogénicas para
peixes, sendo outras conhecidas espécies de vibrios parte constituinte da
microbiota natural da dgua, porém séo considerados microrganismo patogénicos
oportunistas, contaminando os peixes e causando enfermidades (Shaperclaus,
1992).

7

A infecdo € conhecida como "praga ou peste vermelha" e referida
historicamente como "pestis rubra anguillarum” e "anguillarum erypelosis" (Austin
& Austin, 2007).

Esta doenca causou perdas catastroficas em cultivos marinhos de
enguias realizadas na Italia durante os séculos XVIII e XIX, sendo sua excelente
descricdo em um surto da "peste vermelha" em enguias durante o ano de 1718,
sem duvida, a primeira referéncia a uma doenca bacteriana de peixes na literatura

européia (Bonaveri, 1761).

O agente etiologico causador da "peste vermelha" de enguias foi isolado e

designado como Bacterium anguillarum. Posteriormente, um caso de surto
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envolvendo enguias na Suécia durante o ano de 1907, foi atribuido a bactéria

estudada o nome de Vibrio anguillarum (Austin & Austin, 2007).

Vibrio anguillarum € membro da microbiota natural do ambiente aquatico
segundo alguns autores (West e Lee, 1982;. Muroga et al, 1986), estando
particularmente vinculado a presenca de metazoarios, especificamente rotiferos
(Mizuki et al., 2006). A ocorréncia de grandes surtos bacterianos gerados por este
vibrio ocorre durante os meses mais quentes do ano, principalmente o verao
(Austin & Austin, 2007). J& no inverno sdo reportados poucos casos (Larsen,
1982). Estas epidemias bacterianas também ocorrem geralmente devido a
elevada densidade de animais presentes nos tanques de aquacultura e pelas

condi¢des de poluicao do local de cultivo (Anderson & Conroy, 1970).

Posteriormente a classificacdo do organismo como Vibrio anguillarum, o
taxon foi reclassificado como género Listonella, com o novo nome de Listonella
anguillara, de acordo com o proposto por MacDonell e Colwell (1985). No entanto
a reclassificacdo e renomeacdo da bactéria ndo foi amplamente aceite,
permanecendo a classificacdo proposta anteriormente, com o nome Vibrio
anguillarum (Fig. 5). Esta éspécie é considerada a mais comum entre 0sS
microrganismos patogénicos de peixes (Simon et al.,, 1996). Os sintomas de
infecdo apresentados s&do similares aos causados por Aeromonas, e
caracterizados por ulceracdes na pele do animal afetado e infec¢cbes que ocorrem
principalmente em 6rgdos ricos em ferro, como o baco e rim (Austin & Austin,
2007). Também podem ser apresentados como sinais clinicos de infecdo a
distensdo abdominal, um quadro de anemia e hemorragia subcutanea (Noga,
1996).

e "‘*—I

Figura 5. Vibrio anguillarum. Fonte: http://pisciculture.ru/action/disease?id=252.
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A forma exata de como se estabelece a infecdo gerada por este
microrganismo ainda € desconhecida, mas, sabe-se que envolve a coloniza¢ao do
hospedeiro com posterior penetracdo dos tecidos corporais. A infecdo da-se
provavelmente pela colonizacdo do trato gastro-intestinal, facto este corroborado
por estudos que relatam a adesao de Vibrio anguillarum as secdes intestinais da
truta arco-iris e posteriormente ocorre a infecdo do figado, baco, musculos e por
fim as guelras (Austin & Austin, 2007).

A doenca causada por Vibrio anguillarum pode ser considerada como
uma doenca que gera septicemia hemorragica, em que os peixes afetados
aparentam uma descoloracdo cutanea, presenca de necroses de coloracao
avermelhada na musculatura abdominal, eritemas (manchas de sangue) na base
das barbatanas, ao redor do anus e da boca, podendo apresentar um quadro de
exoftalmia (Anderson & Conroy, 1970). Partindo do exame histolégico do
exemplar infectado, detetam-se alteracbes patoldgicas no sangue, tecido
conjuntivo, branquias, rim, figado (anemia), inchaco do baco e por fim do trato
gastro intestinal posterior. As células deste agente patogénico estdo distribuidas
de forma homogénea ao longo dos tecidos infectados, apresentando porém,
maior concentracdo de células no sangue (Tajima et al., 1981; Ransom et al.,
1984).

1.2.4.Vibrio salmonicida

7

Vibrio salmonicida € o agente causador da "Doenca de Hitra". Esta
bactéria tem por caracteristicas incluir estirpes de organismos anaerébicos
facultativos que possuem mobilidade exercida por varios flagelos polares (Egidius
et al., 1986). Trata-se de uma bactéria halofilica que cresce melhor no intervalo de
concentracédo de cloreto de sédio (NaCl) de 0,5 a 4,0 %, sendo um organismo
psicrofilo (organismos capazes de sobreviver a condicbes extremamente

adversas e se reproduzir em baixas temperaturas). Pode crescer no intervalo de
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temperatura de 1°C a 22°C, sendo sua temperatura Otima de crescimento
variando de 12°C a 15°C (Austin & Austin, 2007).

A "Doenca de Hitra" apareceu em 1977 e ocorreu pela primeira vez em
larga escala em 1979 em aquaculturas na ilha norueguesa de Hitra. Esta doenca
causou perdas substanciais em culturas localizadas ao longo da costa ocidental e
norte da Noruega (Egidius et al., 1981). No entanto, alguns surtos individuais
também foram relatados na Escécia (Bruno et al., 1985, 1986), nas llhas Faroe
(Dalsgaard et al., 1988), New Brunswick, Nova Escécia e Canada (Sorum et al.,
1992). A doenca geralmente afeta cultivos de peixes como o salméao do Atlantico
(Salmo salar), afeta o bacalhau cultivado e ocasionalmente a truta-arco-iris na

Noruega (Sorum et al., 1990).

Esta doenca também € conhecida como "Sindrome Hemorragica" ou
"Vibriose de agua fria" e apresenta como caracteristicas clinicas sinais de anemia,
hemorragia, septicemia generalizada e grandes quantidades de células do
microrganismo patogénico causador da doenca no sangue do peixe infectado ou

recentemente morto (Austin & Austin, 2007).

Figura 6. Bactéria Vibrio salmonicida em microscopia electronica. Fonte: Egidius
et al., 1986 & American Society for Microbiology e Hanne Winther Larsen (New
findings about cold-water vibriosis in farmed salmon) respectivamente).
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O Vibrio salmonicida (Figura 6), pode ser isolado a partir de sedimentos
obtidos de tanques de cultivos em que os peixes haviam contraido vibriose.
Porém, anteriormente ao surto (7 meses) constou-se que 0s peixes do local
analisado eram livres da doenca (Hoff, 1989), podendo as bactérias estarem
presentes e serem isoladas dos sedimentos dos cultivos de tanques marinhos
livres da doenca. Esta bactéria néo foi detectada em sedimentos em que néo sédo
realizados os cultivos. Porém, foram isoladas a partir de fezes de peixe infectados
experimentalmente, sugerindo que esta estirpe de vibrio poderia estabelecer-se
ou estar presente nos sedimentos através dos excrementos gerados pelos peixes,
permanecendo nestes locais por muito tempo. Estas bactérias que se encontram
nos sedimentos, ao presenciarem uma situacdo favoravel para seu
desenvolvimento, poderiam gerar surtos nos cultivos seguintes (Enger et al.,
1989). Além disto, como ja relatado neste estudo tOpicos acima, 0s peixes
"saudaveis" podem exercer a condicdo de agentes transportadores, contribuindo

para disseminacdo da bactéria no ambiente de cultivo e no ambiente marinho.

1.2.5.Vibrio vulnificus

No periodo entre 1975 e 1977, houve em varias localidades do territério
Japonés, surtos de doencas em enguias cultivadas (Muroga et al, 1976;
Nishibuchi & Muroga, 1977, 1980). Através de analises e amostragens dos
animais infectados, foram isoladas varias estirpes similares de bactérias. Ha
indicios de que esta doenca foi introduzida no continente Europeu através da
Espanha (Biosca et al., 1991; Amaro et al., 1992). Os sinais clinicos desta doenca
até entdo ndo estudada eram de uma condigcdo hemorragica, que gera uma
vermelhiddo corpoérea, principalmente na lateral e na cauda dos peixes em casos
avancados. Podem ser observadas ainda alteracdes patologicas no trato gastro

intestinal, branquias, coracéo, figado e baco (Miyazaki et al., 1977).

A primeira descricdo da bactéria causadora destes surtos de doenca,
Vibrio vulnificus, foi publicada por Baumann em 1973, em um estudo de caracter
taxondmico sobre bactérias marinhas. Esta designacao atual, Vibrio vulnificus, foi

designada quando da descricdo de estirpes de vibrio que apresentavam reacao
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positiva para a lactose, onde apurou-se que as estirpes em andlise eram
fenotipicamente e geneticamente distintas as de Vibrio vulnificus (Austin & Austin,
2007).

Esta espécie tem como caracteristicas ser uma bactéria gram-negativa e
ubiqgua dos ambientes marinhos e estuarinos, e € considerada um dos
microrganismo patogénicos mais perigosos transmitidos pela agua. A
patogenicidade do Vibrio vulnificus, assim como de outras bactérias, resulta da
habilidade deste organismo iniciar uma doenca, que envolve a sua entrada, sua

colonizacéo e a sua multiplicacdo no hospedeiro (Castro-Silva, 2003).

Existem dois principais factores que sdo determinantes para que se de a
ocorréncia e a densidade/concentracdo (temperatura e salinidade) de Vibrio
vulnificus num determinado local no ambiente marinho. A temperatura constitui o
principal fator, apresentando forte correlacdo positiva com a temperatura da agua,
sendo o intervalo de temperatura de 15°C a 30°C considerado ideal para o seu
estabelecimento (Wright et al., 1996; Hoi et al., 1998; Motes et al., 1998; Oliver et
al., 2005), As maiores concentracdes ocorrem quando a temperatura da agua
excede 0s 20°C (Austin & Austin, 2007). Este organismo porém, ja foi isolado em
baixas temperaturas (Hoi et al., 1998).

Como o0s peixes apresentam no seu intestino elevada atividade
metabdlica e temperatura mais elevada, em relacdo a agua circundante, este é
um habitat perfeito para o estabelecimento do Vibrio vulnificus, j& que sua
ecologia é determinada pela temperatura. Desta forma, as altas concentracfes
desta espécie encontradas em intestinos de peixes, podem ser importantes para a
sua sobrevivéncia em situacdes adversas e para a sua reintroducao no ambiente

aguatico, quando este se torna novamente favoravel (Tamplin, 1994).

O outro fator determinante € a salinidade. As espécies patogénicas de
Vibrio por serem halofilicas, ocorrem com maiores frequéncias em aguas onde a
salinidade varia de 5 a 30 (West, 1989; Motes et al., 1998). Este fator mostra-se
determinante em até 10% da variacdo sazonal das densidades encontradas deste

vibrio em diferentes localidades (Hoi et al., 1998).
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Sob condi¢des de estresse o microrganismo patogénico Vibrio vulnificus,
apresenta algumas estratégias de sobrevivéncia designadamente a associagdo
com organismos superiores, a associacdo com o0s sedimentos, e a entrada no
estado Viavel Mas Nao Cultivavel (VMNC) (Montanari et al., 1999).

7

Vibrio vulnificus € considerada a espécie mais perigosa em termos de
saude publica, devido as altas taxas de mortalidade (60% dos casos) de
pacientes nado tratados ou susceptiveis (Dechet et al., 2005; Cdc, 2012). As
infeccbes adquiridas e ocasionadas por esta bactéria ocorrem através da
alimentacdo, quando da ingestdo de frutos do mar contaminados (crus ou mal
cozidos), ou através da contaminacao de lesdes por agua do mar com presenca
de tal bactéria (Hlady & Klontz, 1996).

1.3.Importancia das técnicas moleculares

Desde os anos 40, com a evolucdo da biologia molecular acompanhada
do aumento das tecnologias para analise de acidos nucleicos (DNA/RNA), houve
uma revolucéo na investigacao biolégica. Essa tecnologia e a sua implementacao
apresentaram uma oportunidade impar para a deteccdo directa do agente
patogénico, detectando imediatamente alteracbes e variagdes gendmicas,
possibilitando o discernimento e reconhecimento de subespécies e estirpes
(bacterianas, virais ou fungicas), “substituindo” procedimentos usados até entdo
como técnicas de serologia e histologia (Wagener, 1997; McKeever e Rege,
1999). No entando a diferenca principal entre estas abordagens, é que a primeira
técnica visa o cultivo das células bacterianas e sua posterior identificacdo e
classificacdo, enquanto a segunda técnica, visa amplificar a sequéncia de DNA

caracteristica de uma Unica célula ou material diretamente.

Dentre os avang¢os podem-se citar a contribuicdo para a investigacao das
doencas de peixes nos ultimos anos, onde a partir desta evolu¢do constante de
métodos moleculares, proporcionou-se um acelerado desenvolvimento dos
diagnosticos de doencas de cultivos. Estas técnicas de grande relevancia incluem

a Polymerase Chain Reaction (PCR) e suas vertentes, muito usadas na
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DNA - ALVO

amplificacdo de materiais nucleotidicos, sondas de hibridizacdo e sequenciagéo.
Técnicas que sdo potencialmente mais rapidas e sensiveis do que os métodos
comumente usados e ja citados.A PCR, foi desenvolvida por Saiki e aprimorada
por Kary Mullis nos anos 80, permitindo amplificar mais de um 10° vezes regides
especificas de DNA (Kubista et al, 2006). O principio desta técnica €
relativamente simples: um fragmento de DNA alvo de tamanho delimitado por dois
primers especificos (Forward e Reverse) é amplificado pela DNA polimerase
termo-estavel amplificando uma sequéncia de nucleotidos, possibilitando
descobrir pormenores sobre a identidade do material da amostra original
(McBeath et al., 2000) (Figura 8).

I
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Figura 8. Etapas dos ciclos realizados na PCR (Reacdo de Polimerase em
Cadeia) de forma meramente esquemaética.
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Geralmente, o emprego da técnica de PCR e suas vertentes tem como
objetivo, analisar a presenca ou a auséncia, de um determinado microrganismo
patogénico bacteriano de forma especifica em uma amostra, 0 que torna o
procedimento complexo. No entanto, estas técnicas que utilizam a transcriptase
reversa, ndo conseguem distinguir se 0 material alvo da pesquisa se encontra em
uma célula bacteriana viavel, morta ou apenas com o seu DNA livre no ambiente
(Josephson et al., 1993). Vale referir, que para os casos de DNA livre, 0 mesmo
pode manter-se em uma amostra ambiental por periodos signifivativos posterior a
sua liberagcédo das células bacterianas degradadas (Lorenz & Wackernagel, 1987,
1992; Romanowski et al., 1993).
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Durante os diagnosticos envolvendo a PCR, um dos termos mais usados
para a técnica é a sensibilidade. Este termo usado para descrever a menor
quantidade do organismo alvo dentre os varios presentes na amostra (amostras
ambientais), que pode ser detectado de forma fiavel. Para os setores de
epidemiologia e de saude publica o termo empregado, sensibilidade da PCR,
caracteriza-se da seguinte forma: “propor¢cado de verdadeiros positivos que sao
detectados” (Thrusfield, 1986).

Durante a aplicacdo destes métodos, cientistas reportam alguns
problemas, principalmente associados a técnica de PCR. Estes problemas tem
ocorrido devido a escolha do material analisado de peixes, que podem conter
substancias que induzem a técnica ao erro, tal como a hemoglobina, alguns
componentes bacterianos e concentracdes excessivas de DNA nao alvo, inibindo
a amplificacdo correta (Hoie et al., 1997; Wilson, 1997), o que pode ter um

impacto significante nos resultados do diagnéstico.

Outra limitacdo notada por alguns autores quanto a técnica da PCR é de
que quando a amostra contem um ndmero excessivo de células alvo (> 10°), a
técnica ndo exibe respostas, sendo este colapso de informacdo considerado
catastrofico em casos de diagnéstico (Barry et al.,, 1990; Wang et al., 1992;
Niederhauser et al.,, 1992; Oyofo & Rollins, 1993), podendo gerar falsos-
negativos. Por isso, além da escolha adequada do método para o
desenvolvimento da andlise, o pesquisador detentor dos resultados da PCR, deve
estar ciente das condicbes de todo o procedimento, sendo capaz de distinguir

falsos-negativos.

Outro facto que atrai a atencdo de pesquisadores e que tem sido motivo
de debate é se quando as bactérias patogénicas encontram-se no estado ndo
cultivavel, sdo capazes de manterem-se virulentas ao mesmo nivel de uma célula
em crescimento ativo (Linder & Oliver, 1989; Oliver & Backian, 1995; Biosca et al.,
1996; Jiang & Chai, 1996), gerando duvidas aos produtos de amplificagdo da PCR
qguanto a viruléncia do microrganismo, 0 que denota outra lacuna em métodos

moleculares e demonstra a necessidade do aperfeicoamento das técnicas.
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Quanto a técnica da PCR utilizada na gestao de fazendas de cultivos de
peixes, os critérios de validagdo dos métodos sdo menos rigorosos que 0s
laboratoriais, pois a intencédo € de comparar os dados obtidos de um determinado
local com os de outros cultivos ja analisados, prevendo através desta
comparacao, a probabilidade de ocorréncia de uma doenca ou de um possivel
surto, cabendo aos responsaveis pela gestdo, tomar as decisfes de prevencao.
Deste modo, pode dizer-se que a presenca de uma bactéria patogénica especifica
€ apenas um fator de um numero de fatores que devem coincidir para que ocorra
a doenca (Smith, 1997).

Para que isto ocorra, um dos elementos chave na validacdo dos
procedimentos de qualquer técnica baseada na PCR, visando sua aplicacdo no
campo, € estabelecer o grau de certeza da técnica, tendo como pressuposto 0s
sinais positivos gerados em detrimento da presenca da célula alvo. Os produtos
gerados da PCR e as sondas especificas de DNA utilizadas atualmente, geram
grande interesse quanto a deteccdo de bactérias patogénicas, pois as
amplificacBes resultantes devem ser especificas (Hiney, 1997) e possibilitar o seu

estudo aprofundado.

Uma das vertentes da PCR, denominada por Multiplex-PCR, pode ser
definida como uma reacdo de amplificacdo simultanea de mdltiplas regides alvo
de DNA, pela adicdo de um ou mais pares de primers (iniciadores) na mistura de
reaccao. Deste modo, mais de um fragmento gendmico é amplificado em uma
Gnica reacdo, cada um com o seu respectivo par de primers especificos,
tornando-se possivel a deteccdo de um pacote de agentes patogénicos
bacterianos simultaneamente. O desenho e otimizag&o dos primers usados nesta
vertente da PCR sdo um enorme desafio, jA que os pares de primers séo
inseridos de uma sO vez na reacdo, passando por todas as etapas de
emparelhamento (anneling), sem interferirem uns com os outros, amplificando
corretamente as areas esperadas (Butler et al., 2001). Ja o método Nested-PCR é
utilizado para melhorar a especificidade e a eficacia da reacdo, onde em primeiro
momento ocorre a amplificacdo de grande parte do fragmento genomico,

realizando copias de sequéncias que estdo localizadas fora do gene alvo e
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posteriormente, utiliza-se o produto elaborado da primeira reacdo para uma
amplificagéo real da sequéncia alvo desejada.

Dito isto, com o decorrer do tempo e do avanco citado, houve um
refinamento no diagndstico e melhoria na administracdo de doencas que atingem
0os cultivos. Previamente aos avancos e mesmo ao advento dos meétodos
moleculares de hoje, os diagndsticos de uma doenca, eram dependentes da
realizacdo de culturas dos microrganismos patogénicos e de varias outras
andlises, que requeriam substanciais quantias de tempo até um parecer fiavel,
sendo isto, a causa de grandes perdas econOmicas para grandes cultivos com
surtos de epidemias bacterianas. Porém, apesar de promissores resultados, estas
técnicas ainda ndo foram totalmente incorporadas as legislacdes de sanidade e
manejo de peixes, sendo o0 presente momento para tal accéo, tornando-se
necessario a compreensao de lacunas no conhecimento e manuseio das

presentes ferramentas para diagndésticos (Cunningham, 2002).

1.3.1.Primers (Iniciadores)

Os primers ou iniciadores sdo oligonucleotideos responsaveis por
delimitar a area alvo a ser amplificada, sendo utilizados rotineiramente nas
operacdes da PCR. Estes iniciadores sdo acrescentados a solucdo e ap6s uma
diminuicdo da temperatura, ocorre hibridizagbes com as sequéncias
complementares presentes nas moléculas do fragmento alvo de DNA,
possibilitando a identificacdo especifica de determinados microrganismos

patogénicos ou nao.

Os fragmentos de DNA a serem amplificados na PCR ndo devem exceder
3000 pares de bases (bp) e idealemente serem inferiores a 1000 bp. Para o
presente estudo visou-se fragmentos de 300 a 400 bp. Por sua vez, a correta
dimensado dos primers é também fundamental para o correto funcionamento do
experimento. Sendo assim, 0s primers devem apresentar tamanho suficiente para
que a probabilidade de ocorrer a hibridizagdo com fragmentos ndo desejados
sejam reduzidas (Pelt-Verkuil et al., 2008).
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Uma das questdes importantes referentes a primers é a sua concentracao
presente na solucdo, podendo afetar o resultado final da PCR. Isto €, estando
presente uma baixa concentracdo dos iniciadores, ocorre uma ma hibridizacao,
por outro lado, concentracfes excessivas induzem a sintetizacdo de produtos
indesejados (inespecificos), além da formacédo de dimeros de primers (Chen &
Janes, 2002; Pelt-Verkuil et al., 2008), afectando os produtos da PCR.

1.3.2.Desenhos de primers

A bioinforméatica € uma area cientifica interdisciplinar que usa a tecnologia
para fins de organizacdo e andlise de dados biologicos, com o intuito de
solucionar assuntos complexos e de grande importancia (Singh & Kumar, 2001).

Dentre as contribuigcBes desta area multidisciplinar da ciéncia, encontra-se
a possibilidade do desenho de primers (iniciadores), técnica desenvolvida pouco
tempo apos o desenvolvimento da técnica de PCR (Rychlik & Rhoads, 1989).
Hoje o uso desta ferramenta € uma das técnicas mais utilizadas em processos
envolvendo a Polymerase Chain Reaction (PCR), sendo um processo chave para
a amplificacdo bem suscedida da sequéncia genética analisada. Pode-se citar os
seguintes exemplos de softwares usados atualmente para o desenho de primers,
sdo eles: Oligo (Rychlik & Rhoads, 1989), Wisconsin GCG, Primer3 (Rozen &
Skaletsky, 2000), Primo (Li et al., 1997), Pride (Haas et al., 1998), Primerfinder
(http:// arep.med.harvard.edu / PrimerFinder / PrimerFinderOverview.html), OSP
(Hillier & Green, 1991), Primermaster (Proutski & Holmes, 1996), Hybsimulator
(Hyndman et al., 1996), e PrimerPremiere.

Muitos destes programas acima citados, fornecem previsdes de primers
de maneira automatica quando fornecida uma sequéncia de material gendmico (Li
et al., 1997; Haas et al., 1998). Estes programas possuem variaveis entre si como
sua facilidade de manuseio e eficiéncia computacional logaritmica, o que acaba
por resultar em diferentes qualidades de projectos envolvendo a técnica de PCR
(Yuryev, 2007).
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Esses iniciadores merecem uma atencdo especial quanto a seus
parametros especificos do momento em que sdo “sintetizados”, tais como:
temperatura, tamanho, composicao e conteudo GC. Esses essenciais parametros
sao calculados através da utilizacdo destes softwares especificos, o que denota a
necessidade de desenvolvimento e uso crescente de métodos computadorizados
vinculados & biologia molecular. Durante os procedimentos de emparelhamento
ha necessidade de optimizacBes e analises criteriosas do procedimento, pois o
primer desenhado pode potencialmente, emparelhar com localidades indesejadas

do fragmento gendmico analisado, gerando falsos positivos (Yuryev, 2007).

O desenvolvimento de primers possui diferentes fases de processamento
em sua sintese. Estas fases envolvem a busca e selecdo do gene alvo, escolha
das sequéncias que contém os genes alvo, alinhamento das sequéncias, bem
como a escolha criteriosa dos primers sintetizados e sua validacdo através de
testes como o BLAST (Garces & Lima, 2004). Estes parametros fisicos de cada
um dos primers escolhidos para a utlizacdo em trabalhos devem ser
semelhantes, assegurando assim o bom funcionamento e desempenho entre os

mesmaos.

As caracteristicas desejaveis que devem ser apresentadas nos primers

sintetizados sdo (Judelson, 2006):
e Temperatura de emparelhamento (Tm) na faixa de 52 a 62°C;
e Auséncia da capacidade de dimerizacao;
e Auséncia significativa da formacao de grampos (Hairpin, > 3bp);
¢ Inexisténcia de locais secundarios de emparelhamento dos primers;
¢ Baixa especificidade na ligagao na extremidade 3’ (“Three pair end”);

e Comprimento dos primers entre 20 e 25 bases.

34



2.Material e Métodos
2.1.Experiéncias laboratoriais informéaticas
2.1.1.Gene ToxR

No presente estudo foram analisados diversos genes alvo que poderiam
ser os ideais para a identificacdo de duas subespécies da bactéria patogénica
Photobacterium. Estas subespécies foram seleccionadas devido as grandes
perdas econdmicas e danos aos cultivos ao redor do globo, sendo os agentes
causativos de duas das principais doencas em aquacultura, a Vibriose e a
Photobacteriose. Dentre estes genes analisados e também presentes no genoma
das subespécies, o que se mostrou mais “apropriado” a procedéncia dos
sequenciais estudos foi o gene denominado por ToxR, relacionado a capacidade
toxicologica transmembranar das bactérias. Este gene foi escolhido devido a
existéncia de seu estudo na literatura cientifica para as duas subespécies de

Photobacterium a serem analisadas.

Para o encontro e confirmacdo da existéncia deste gene na literatura, foi
elaborada uma pesquisa no site da NCBI, utilizando o banco de dados de
nucleotideos. Esta pesquisa mostrou a existéncia de tal gene nas sequéncias
gendbmicas das duas subespécies e em outras diversas estirpes bacterianas.
Devido a presenca de tal gene em outras sequéncias gendémicas bacterianas,
foram tomadas precaucdes para evitar interferéncias nos processos de
amplificagéo laboratoriais. Ou seja, foi elaborado um banco de dados com as
sequéncias das bactérias que continham o gene ToxR.

Essas sequéncias selecionadas para a elaboracdo de um banco de
dados, computaram um numero total de 77 sequéncias genéticas variadas com a
preseca do gene ToxR. Destas 77 sequéncias, 21 sdo das subespécies de
Photobacterium, onde 16 sequéncias pertencem a subespécie Photobacterium
damselae subsp. damselae e 5 sequéncias pertencentes as estirpes da
subespécie Photobacterium damselae subsp. piscicida. Posteriormente a
obtencdo das sequéncias a cima citadas, foi realizado o alinhamento entre as

sequéncias bacterianas adquiridas através dos softwares MEGA.
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2.1.2.Softwares e validacao dos primers

As sequéncias foram alinhadas no software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) através da funcao ClustalW, proporcionando um
adequado alinhamento para a continuidade dos procedimentos de desenho.
Posterior a este alinhamento, todas as sequéncias foram adicionadas a
ferramenta Primer-Blast, um outro software vinculado gratuitamente ao site NCBI
que indica através das sequéncias inseridas e da configuracdo de parametros
disponiveis em seu portfolio de acordo com as especificidades para tal sintese, os
melhores primers para a amplificacdo das areas desejadas. Para o presente caso
foram escolhidos parametros para sintese de primers que amplificassem uma
regido de até 400 pares de bases (bp), tamanho suficiente para que ndo haja
problemas de hibridizacéo indesejada segundo a literatura. Apds a inclusdo dos
parametros desejados no software ja citado, os resultados que este nos fornece
sdo relacionados aos parametros ideais ja referidos para o seu perfeito

desempenho.

Os primers sintetizados com o auxilio dos programas ja citados, passaram
por uma validacdo no site da NCBI, através da ferramenta BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) com a funcdo selecionada nucleotide blast, que
demonstram a identificacdo entre os primers e as bactérias, onde os parametros
necessarios para confirmacdo de sua funcionalidade, Query Coverage e Max
Indent, devem apresentar valores proximos a 100%, o0 que reporta uma boa
sensibilidade e especificidade de cada um dos primers, evitando hibridizacdes
indesejadas.

2.1.3.Primers sintetizados escolhidos

Depois de completas as exigéncias de verificacdo e de validacdo através
dos softwares ja citados e posteriormente estabelecido o caracter de

especificidade dos primers, foram seleccionados 2 conjuntos de primers,
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contendo 2 primers forward e 2 primers reverse, que foram utilizados nos

procedimentos laboratoriais empiricos no decorrer do estudo.

O primeiro par de primers designado por ToxRnl-F (F=forward) e
ToxRn1-R (R=reverse) foi seleccionado para exercer a funcdo de amplificacdo de
um primeiro procedimento de PCR. O primer forward ToxRnl-F foi alterado
devido a uma Unica degeneracdo encontrada quando do seu alinhamento com as
sequéncias gendmicas bacterianas das duas subespécies seleccionadas. Essa
degeneracdo ocorreu no oitavo nucleosideo, sendo a diferenca nesta posicdo em
relacdo as sequéncias bacterianas a presenca de adenia e guanina,
respectivamente para Photobacterium damselae subsp. damselae e
Photobacterium damselae subsp. piscicida. A literatura indica que em casos de
divergéncia para adenina (A) e guanina (G), a letra cddigo correspondente a
degeneracéo a ser incluida é a R. Degeneracdes diminuem a especificidade dos
primers. Porém, por termos realizado dois procedimentos de PCR esta Unica
degeneragéo, ndo veio a comprometer a fiabilidade do primer desenvolvido ou do
produto da PCR. O ToxRn1-F apresenta a seguinte sequéncia de bases 5-GGC
TAT TRC AGC AAC GGA ACA CG-3, com um comprimento de 23 bases,
conteudo de GC de 54,3%, temperatura de emparelhamento (Tm) de 58,3 °C a
61,1 °C estando dentro dos padrdes ja citados. Para o primer reverse ToxRn1-R,
foram constatadas duas degeneracdes na sexta e décima segunda base quando
do seu alinhamento com as sequéncias das subespécies ja citadas, substituindo
respectivamente uma adenina (A) e uma timina (T), pelas letras cédigo R e Y,
possuindo a seguinte sequéncia de bases 5’- TTT GGY GTT ACR ACT TGC ACC
CCT-3’, com um comprimento de 24 bases, conteudo GC de 45,8% e temperatura

de emparelhamento Tm de 59,3 °C.

O segundo par de primers sintetizados para o outro procedimento de PCR
foram denominados por ToxRn2-GC-F (F=forward e GC=GC Clamp) e ToxRn2-R
(R=reverse). O primer forward ToxRn2-GC-F ndo apresentou degeneracoes.
Porém, foi alterado, havendo a insercdo de um GC Clamp em sua sequéncia de
bases. O GC Clamp caracteriza-se por aumentar a especificidade de ligacdo dos

primers na extremidade 3’ devido as forte ligacdes de bases G e C presentes.
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Portanto, sua sequéncia passou de 5’- CA GCA ACG GAA CAC GCA GAA GA-3’
com 22 bases de comprimento para a sequéncia 5- CGC CCG GGG CGC GCC
CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCA GCA ACG GAA CAC GCA
GAA GA-3’ com o GC Clamp possuindo 62 bases de comprimento, com conteudo
GC de 54,5% e temperatura de emparelhamento Tm de 60,1 °C. J& o primer
reverse ToxRn2-R n&o sofreu alteragbes em sua constituingdo desde seu
alinhamento com as sequéncias das subespécies estudadas, permanecendo com
a sequéncia 5- TGC ACC CCT TTA ACC GAA AAG AGT G-3’, possuindo 25
bases de comprimento, conteddo de GC igual a 48% e temperatura de
emparelhamento igual a 59,5 °C. O “GC Clamp” incluido na sequéncia do primer
ToxRn2-GC-F, realizou-se visando um procedimento futuro de DGGE

(“Denaturing gradient gel electrophoresis”).

2.2.Experiéncias laboratoriais empiricas

Apos a definicdo dos primers a cima citados e obtencdo dos parametros
desejados, foi elaborado o pedido de sintese dos mesmos junto a IBA (Solutions

for life Science) em Goéttingen na Alemanha.

Ao serem recebidos os primers, foram escolhidos os padrées e protocolos
moleculares, que foram utilizados durante os processos de amplificacdo das
sequéncias do material gendmico das duas subespécies de Photobacterium
(Photobacterium damselae subsp. damselae e Photobacterium damselae subsp.
piscicida). Ambas as linhagens ja com DNA isolado de culturas, foram obtidas nos

Laboratérios do Departamento de Biologia da Universidade de Aveiro.

2.2.1.Protocolo de “validagao” bacteriana em PCR

Previamente a aplicacdo dos procedimentos escolhidos para o presente
estudo com as 2 subespécies da bactéria Photobacterium, foi realizado um PCR
para confirmacdo da funcionalidade dos materiais gendmicos das mesmas,

fornecidas pelo departamento de Biologia da Universidade de Aveiro. Neste
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procedimento foram calculadas as quantidades de substancias a serem usadas
para 7 reagdes ou tubos de PCR denominada “MIX”, dos quais dois tubos
continham material gendomico puro das subespécies, outros dois tubos com
material gendmico das bactérias diluido 10 vezes, um controle positivo (DNA
bacteriano padrdo), um controle negativo e uma reacgao “reserva”. Os valores

para cada substancia foram os seguintes:

e 10 pL (Microlitro) de H,O milig multiplicado o numero de reaccdes (7)
=70 pL;

e 2 uL de Acetamida multiplicado o numero de reaccdes (7) = 14 pL;

e 12,5 uL de MasterMix multiplicado o numero de reaccdes (7) = 87,5

ML;

e 0,5 uL do primer 1378R multiplicado o nimero de reacg¢bes (7) = 3,5

bL;

e 0,5 pL do primer 984GCF multiplicado o numero de reaccdes (7) =
3,5 uL;

e 1 uL de DNA para cada tubo das subespécies estudadas;

ApoOs este preparo foram colocados em cada tubo 25 pL desta mistura,

onde 24 pL eram da substancia “MIX” somada a 1 uL de DNA.

Prontas estas misturas e o material analisado devidamente distribuido em
cada tudo, e estes tubos de reacdo foram submetidos a um programa de PCR

padrdo como mostrado na tabela 3, a seguir:
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Tabela 3. Programa de PCR para confirmacdo da funcionalidade do material
genomico das bactérias analisadas.

Programa PCR
94°C - 4 minutos
95°C - 1 minuto
53°C - 1 minuto
72°C — 1 minuto e 30 segundos
72°C — 10 minutos

35 ciclos
S0|210 GE

Finalizados estes procedimentos de PCR, o material resultante da
confirmacdo de funcionalidade do material gendmico passou pelos mesmos
procedimentos de visualizacdo e analise de resultados que serdo abordados

adiante.

2.2.2.Procedimentos e protocolo de PCR

Foram realizados cinco procedimentos de PCR envolvendo as bactérias

estudadas visando a amplificacdo de material genémico (ToxR).

Para o primeiro procedimento optou-se por realizar uma primeira
utilizacado direta dos dois sets de primers, visando a confirmacdo de seus
respectivos funcionamentos. Neste procedimento, foram usados o DNA diluido
em 10 vezes das bactérias Photobacterium damselae subespécie damselae e
Photobacterium damselae subespécie piscicida, sendo as substancias calculadas
e utilizadas em cada tubo, solugdo denominada “MIX”, para o tal procedimento
podendo ser observadas em conjunto com o programa do termociclador a que
foram submetidas as amostras na tabela 4. Neste procedimento ainda pode-se
observar a presenca de acetamida, que tem a finalidade de diminuir a
temperatura de emparelhamento dos primers com as sequéncias genomicas e

diminuir a probabilidade de ocorréncia de dimerizacéo.

40



Tabela 4. Substancias utilizadas no PCR para cada uma das bactérias e o
programa do termociclador a que foram submetidas.

PCR —1° par de Primers PCR - 2° par de Primers
140,00 pL de Hz20 milig 119,00 pL de H20 milig
14,00 uL de BSA 28,00 yL de Acetamida
175,00 pL de MasterMix 175,00 pL de MasterMix
3,5 yL do primer ToxRn1-F 7 pL do primer ToxRn2-GC-F
3,5 pL do primer ToxRn1-R 7 pL do primer ToxRn2-R
1 pL de DNA para cada tubo das subespécies estudadas;

Programa1®e 2°PCR
95°C - 10 minutos
94°C - 1 minuto
52, 53, 58, 59, 60 e 61°C — 1 minuto
72°C - 1 minuto
72°C — 7 minutos

35 ciclos
0212 G¢

Ja para o segundo procedimento de PCR, optou-se por utilizar o DNA das
bactérias estudadas sem que fosse realizado o processo de diluicdo. Neste
procedimento optou-se por apenas usar a substadncia BSA (Bovine serum
albumine - Sigma), visando mais uma vez a obtencdo do melhor Mix de
subséancias para uma amplificacdo visivel dos fragmentos genémicos Também
foram alteradas as temperaturas para uma possivel melhora da hibridagdo dos
primers com as sequéncias gendémicas bacterianas. As substancias calculadas e
utilizadas em cada tubo para o tal procedimento podem ser observadas na tabela
5, em conjunto com o programa do termociclador a que foram submetidas as

amostras.
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Tabela 5. Substancias utilizadas no PCR para cada uma das bactérias e o
programa do termociclador a que foi submetido o DNA puro das duas bactérias

analisadas.

PCR - 2° procedimento
140,00 pL de H20 miliq
14,00 pL de BSA
175,00 pL de MasterMix
3,5 L do primer ToxRn1-F
3,5 uL do primer ToxRn1-R
1 pL de cada bactéria por tubo

Programa - 2° procedimento
95°C - 10 minutos
94°C -1 minuto
55, 56, 57, 58, 59 e 60°C — 1 minuto
72°C =1 minuto
72°C = 7 minutos

35 ciclos
SOPID GE

Para o terceiro procedimento também foram aterados alguns parametros
(temperatura) e substancias com finalidade de conseguir uma melhora na
amplificacdo e no resultado. Neste procedimento foi utilizada a substancia DMSO
(Dimetilsulféxido), que tem a propriedade conhecida por aumentar a
especificidade do primer e diminuir a temperatura de emparelhamento, auxiliando
na amplificacdo correta do fragmento genémico. Podem ser vistas em conjunto na

tabela 5, as substancias utilizadas para este procedimento e o programa utilizado

no termociclador.
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Tabela 5. Substancias utilizadas no PCR para cada uma das bactérias e o
programa do termociclador a que foi submetido o DNA puro das duas bactérias

analisadas.

PCR - 3° procedimento
140,00 pL de Hz0 milig
20,00 pL de DMSO
200,00 pL de MasterMix
8 pL do primer ToxRn1-F

8 pL do primer ToxRn1-R

1 pL de bactéria por tubo

Programa - 3° procedimento
95°C — 10 minutos
94°C — 1 minuto
54, 55, 56, 57, 58 e 59°C — 1 minuto
72°C — 1 minuto
72°C — 7 minutos

35 ciclos
S0|212 G€

J& o quarto e o quinto procedimento as temperaturas e as substancias
foram as mesmas, alterando apenas o conteddo gendémico a ser analisado em
cada processo. Para o caso do quarto procedimento o material genémico utilizado
foram células lisadas a 100°C de ambas as bactérias, visando a amplificacédo
direta de seu DNA, e também foi utilizado no mesmo procedimento o DNA diluido
da subespécie piscicida. Para o quinto e ultimo procedimento de PCR foram
utilizadas as células lisadas e o DNA puro apenas da subespécie damselae.
Porém para este Ultimo procedimento testou-se uma alternativa, visando uma
possivel amplificacdo com a combinacdo de primers dos 2 sets de primers
escolhidos, no caso a combinacdo ocorreu entre o primer Forward (ToxRn1-F) do
primeiro par de primers e o primer Reverse (ToxRn2-R) do segundo par de

primers (Tabela 6).
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Tabela 6. Substancias utilizadas no PCR para o0 4° e 5° procedimentos e o
programa do termociclador a que foram submetidos.

PCR - 4° procedimento PCR - 5° procedimento
240,00 pL de H:20 milig 160,00 pL de H20 miliq
30,00 uL de DMSO 20,00 L de DMSO
300,00 uL de MasterMix 200,00 pL de MasterMix
12 pL do primer ToxRn1-F 8 uL do primer ToxRn1-F
12 pL do primer ToxRn1-R 8 pL do primer ToxRn2-R
1 uL de bactéria por tubo 1 pL de bactéria por tubo

Programa — utilizado para o 4° e 5° procedimento
95°C - 10 minutos
94°C — 1 minuto
58, 59, 60, 61, 62 e 63°C — 1 minuto
72°C — 1 minuto
72°C — 7 minutos

35 ciclos
$0|210 G¢

Vale aqui ressaltar que foram inseridos dois (2) tubos de reacao contendo
solucdo negativa (dgua + reagentes) para controle de contaminacdo em cada
procedimento. No total cada tubo de reaccédo de PCR a cima descrito continha 25
ML de toda esta mistura, sendo 24 pL do “MIX” de substancias elaborado somado

a 1 pL do DNA.

Apoés o término dos calculos dos contetdos a serem colocados nos tubos
de reaccao de PCR com os respectivos DNA’s e sua devida distribuicdo (Figura
9), os ciclos e programas a cima descritos ocorreram no termociclador da marca
Applied Biosystems, modelo Veriti (96 Well Thermal Cycler) (Figura 10), onde o
tempo total decorrido do procedimento para a amplificacdo foi de
aproximadamente duas horas. Posteriomente ao término dos ciclos realizados no
termociclador para cada procedimento a cima descrito, as suas respectivas
amostras passaram por electroforese em gel, onde foi possivel a visualizacdo do
produto da PCR.
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Figura 9. Distribuicdo das devidas quantidades de “MIX” e de DNA por tubos de
reaccdo de PCR com o auxilio de micropipetas, dentro da AURA PCR.

Touch a stage or a step to insert a stage or step. Touch a time
emperature to edit it. Touch Options to create AutoDelta
riFlex steps, to show ramp rates or Lo add @ pause.

ort
or

p

Figura 10. Termociclador utilizado para os procedimentos de PCR, marca Applied
Biosystems, modelo Veriti (96 Well Thermal Cycler).

Posteriormente ao término dos ciclos no termociclador foi dada sequéncia
para a observacdo do material amplificado na reaccédo. Esta verificacdo, €
elaborada através da utilizacdo da electroforese em gel. Neste procedimento foi

elaborado uma superficie em gel de agarose que contém pocos elaborados com o
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auxilio de “pentes” especificos. Para a confeccao deste gel foram utilizados os

seguintes elementos:
e 1,2 g de agarose somados a;

e 120 mL da substancia TAE (0.04M Tris-Acetato - Fluka, 0.001M
EDTA - Fluka, pH 8.0);

e 6 uL de gel RED;

Estas duas primeiras substancias foram misturadas e levadas ao
microondas durante um minuto para a homegeneizacdo, posteriormente sendo
adicionado o gel RED. Verificada a correta mistura da substancia, foi necessario
esperar que se arrefecesse, para posteriormente ser colocada em uma superficie
plana com os “pentes” ja citados para a elaboracdo dos pocgos, aguardando a

completa polimerizacéo (Figura 11).

Figura 11. Gel e pocos elaborados para a realizacédo da electroforese em gel.

Estando pronto o gel, o mesmo foi levado ao equipamento de

electroforese da marca CBS scientific, modelo EPS 300 IIV (Figura 12). Esta
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técnica realiza a migracdo das substancias adicionadas aos po¢os nas
guantidades a seguir mencionadas:

e 1,5 uL de tampéo de carga, somado a;
¢ 5 yL da amostra da PCR;

15 pL de marcador (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, MBI
Fermentas) no primeiro pogo do gel.

Figura 12. Fonte de estimulos elétricos utilizada para os procedimentos de
Electroforese em Gel, marca CBS scientific, modelo EPS 300 IIV.

Estas substancias realizam as denomianadas “corridas” através do
estimulo eléctrico, 100 volts durante um periodo de 30 minutos. Os resultados
desta “corrida” sdao comparadas a substancia denominada por marcador (1 kb
plus), que é utilizado para determinar o comprimento do fragmento de gebomico

bacteriano amplificado.

Dado o término dos processos da electroforese em gel, os resultados
foram levados a um equipamento para o estimulo por radiacdo ultravioleta para

que o marcador fluorescente detalhe a “corrida” dos compostos. Este
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equipamento € pertencente a marca BIORAD e seu modelo € o ChemiDoc™
XRS+ System Image Lab™ (Figura 13).

Figura 13. Equipamentos de visualizacdo dos resultados da Electroforese,
ChemiDoc™ XRS+ System Image Lab™ da marca BIORAD.

3.Resultados
3.1.Vertente bioinforméatica

Os primers elaborados e ja citados a cima, apresentaram caracteristicas
ideais comparadas as aconselhadas pela literatura, dentre as quais a temperatura
de emparelhamento e seu comprimento de bases, 56°C a 63°C e de 20 a 25
bases de comprimento (Figura 14). Em relacdo aos resultados bioinforméticos
relacionados aos primers sintetizados para o presente estudo (ToxRnl-F,
ToxRn1l-R, ToxRnN2-GC-F e ToxRn2-R), foram designados “especificos” devido
aos valores reportados durante as validacdes elaboradas no programa BLAST da
NCBI, onde apresentaram valores de especificidade para Query coverage e Max
identity de 92 a 100%. Fatores que mensuram a especificidade em relagdo ao seu

alinhamento com a sequéncia genémica analisada.
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Sequences producing significant alignments:

Accession | Description | Query coverage |_ E value Max ident
Photobacterium damselae subsp. piscicida toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. piscicida toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. piscicida toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. piscicida toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. damselae toxR gene 100% 0.042 92%
Photobacterium damselae subsp. piscicida transmemt 100% 0.042 92%

Color key for alignmant scores

<40 40-50 80-200 >=200
Oue ru |
| | | | | | |
1 4 B 12 16 20 24

Figura 14. Validacdo e pontuacdo de alinhamento com as sequéncias analisadas
das subespécies de Photobacterium.

3.2.Vertente laboratorial

3.3.Detecao das duas subespécies bactrianas

Como ja informado a cima, foi realizado um procedimento de PCR
visando a confirmacdo da presenca de DNA bacteriano alvo através de uma
verificagéo de presenca de DNA bacteriano, o 16S. O resultado do produto deste
PCR, adicionado a Electroforese Gel e visualizado através do equipamento
ChemiDoc™ XRS+ System Image Lab™ da marca BIORAD através de radiacdo

ultra-violeta (UV), mostrou-se positivo para a presenca das duas subespécies de
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bactérias como podemos observar na figura 15, amplificando fragmentos de 300

pares de bases.

M Pdd Pdp Pdd Pdp' -

Figura 15. Amplificacdo positiva para as subespécies da bactéria Photobacterium.
Legenda: M - marcador, P.d.d — Photobacterium damselae subsp damselae, P.d.p
— Photobacterium damseale subsp piscicida, P.d.d’ — P.d.d diluida 10 vezes,
P.d.p’ — P.d.p diluida 10 vezes, (-) — negativo e (+) — positivo.

Como pode-se observar na figura enterior, houve amplificacdo das
subespécies estudadas através dos primers universais 984GCF e 1378R, e
também do controle positivo de DNA bacteriano. Com isto, foi possivel dar
continuidade aos procedimentos propostos para o teste de amplificacdo dos

fragmentos genémicos.
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3.4.Procedimentos de PCR

Para o primeiro procedimento proposto, utilizou-se como dito a cima, 0s
dois pares de primers de forma direta, ou seja, a utilizacdo do segundo par de
primers néao foi realizado sobre uma amplificacdo de um primeiro procedimento de
PCR. Seguidas as aplicacOes e a ocorréncia das devidas reacc¢bes para 0 1°e o
2° PCR, ao serem observados os resultados da amplificacdo do material, o
resultado ndo foi o esperado, ndo ocorrendo a amplificacdo, como pode-se

observar na figura 16.

M Ps2 Ps3 Psg Psos Pso Peé1 Ds2 Ds3 Dsg Dss Deo Ds1 —

Ps2 Ps3 Pss Pss Pso Ps1 Ds2 Ds3 Dsg Dso Deo De1

Figura 16. 1° e 2° PCR, a cima e a baixo respectivamente, utilizando os dois pares
de primers. Legenda: M — marcador, P — subespécie piscicida, D — subespécie
damselae, (52, 53, 58, 59, 60, 61) — temperaturas (°C).

O mesmo resultado, no entanto, também foi observado para os outros
procedimentos restantes propostos a cima. Mesmo alterando algumas

substancias e parametros como a acetamida, DMSO e BSA, a temperatura, e
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uma combinacdo entre os primers do primeiro e sugundo par primers, nao
promoveram resultados positivos para a amplificacdo, sendo apenas reportado
nas imagens na porcao mais inferior, sinais que possivelmente sdo dos primers
que ndo emparelharam com a sequéncia alvo. Os resultados dos outros

procedimentos podem ser vistos nas figuras 17, 18, 19, 20 abaixo.

Dss Dso

Y -
P

” e
-
Il -

v —
Gy

T
i

e A B 2 BB B R RDNRE
Figura 17. Segundo procedimento de PCR com DNA puro das duas subespécies
bacterianas estudadas. Legenda: M — marcador, P — piscicida, D — damselae, (55,

56, 57, 58, 59, 60) — temperaturas (°C).

Dss  Dsy Dsg Dsa D'ss D'ss D'ss D'st D'ss D'so

Figura 18. Terceiro procedimento de PCR utilizando DNA puro e DNA diluido da
subespécie damselae. Legenda: M — marcador, D — DNA puro damselae, D’ —
DNA diluido 10 vezes, (54, 55, 56, 57, 58, 59) — temperaturas (°C).
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M Pss Pss Pso Ps1 Ps2 Ps3s Dss Dso Deo De1 De2 De3 P'ss P'sa P'so P's1 P's2 P's3

Figura 19. Quarto procedimento de PCR, utilizando células lisadas a 100°C das
duas subespécies e a utilizacdo do DNA diluido da subespécie piscicida.
Legenda: M — marcador, P — células lisadas da subespécie piscicida, D — células
lisadas da subespécie damselae, P’ — DNA diluido subespécie piscicida, (58, 59,
60, 61, 62, 63) — temperaturas (°C).

Figura 20. Quinto procedimento de PCR, utilizando as células lisadas a 100°C e o
DNA puro apenas da subespécie damselae. Legenda: M- marcador, P — células
lisadas, P’ — DNA puro de damselae, (58, 59, 60, 61, 62, 63) — temperaturas (°C).
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4 Discussao

A fim de prever ou detectar a presenca de agentes bacterianos
patogénicos associados a sistemas de aquacultura, pode-se dizer que este
estudo é o primeiro, ou um dos primeiros estudos realizados com o intuito de
propor e elaborar novos conjuntos de primers moleculares especificos para duas
subespécies da bactéria Photobacterium, visando a sua utilizacdo para deteccéo
destes patdégenos bacterianos na aquacultura através de métodos moleculares
por um aluno da Universidade de Aveiro. Apesar dos resultados negativos ja
fixados neste trabalho mesmo apesar da alternancia de condi¢des (temperatura) e
de substancias durante os procedimentos. Deve-se ainda realizar um exaustivo
esforco de pesquisa para que se possa saber o por que da ndo amplificacdo dos
materiais genémicos das amostras analisadas, visto que 0s sets de primers
propostos para o presente estudo mostraram ter alcancado grande desenvoltura

nos testes bioinformaticos ja reportados.

Osorio et al., (1999), Dalla Valle et al., (2002), também realizaram o
procedimento de desenho de primers baseados em sequéncias gendmicas das
bactérias. Os primeiros autores basearam-se nas sequéncias genomicas de
Escherichia coli e obtiveram sucesso, amplificando fragmentos das estirpes
bacterianas Photobacterium damselae subespécie damselae e subespécie
piscicida. Pode-se dizer que uma das partes cruciais para 0 concomitante
sucesso de sua pesquisa foi a elaboracdo de culturas das bactérias acima
citadas, posteriormente realizando o isolamento de seu material gendmico e seu
sequenciamento também realizados por Dalla Valle et al., 2002, procedimentos
estes que nado foram realizados no presente estudo e que podem ter alterado os
resultados finais perante os primers especificos propostos e aplicados. Este
mesmo autor ainda realizou o procedimento de alternancia de 3 temperaturas,
buscando a melhor temperatura de emparelhamento entre 0s primers propostos
por ele (Car 1 e Car 2), procedimento este que também foi realizado no presente
estudo, porém visou-se a melhor amplificacdo com testes envolvendo sempre 6

temperaturas, porém com resultados negativos.

54



No presente estudo, um total de 5 procedimentos de PCR foram
propostos para as amostras de DNA bacteriano com o0 objectivo de realizar uma
melhor amplificagdo do gene ToxR, escolhido para a andlise. Apesar da
negatividade dos resultados, ainda ndo se pode dizer que as sequéncias
gendémicas das duas bactérias analisadas s&o incompativeis aos primers
propostos e denominados por ToxRnl-F, ToxRn1l-R, ToxRn2-GC-F e ToxRn2-R,
pois sua eficiéncia e especificidade como a cima citada foram consideraveis
durante os procedimentos bioinformaticos. Isto leva a crer em algumas
possibilidades quanto a negatividade dos resultados. Uma das possibilidades
deve-se a presenca ou ndo do material genémico correto de Photobacterium
damselae subespécie damselae e Photobacterium damselae subespécie
piscicida, bem como a degradacdo ou a contaminagcdo do material genémico e a
presenca de inibidores no DNA utlizado no estudo. Em alguns estudos, a
verificagdo da pureza elaborada através da espectofotometria, podem ser um
outro motivo para o sucesso da aplicacdo de primers de caracter especifico, ndo
havendo inibidores de amplificacdo (Osorio et al., 1999). No momento da
realizacdo de um protocolo molecular envolvendo as técnicas de PCR, o0s
inibidores ja citados, podem ou ndo serem extraidos com as técnicas de
purificacdo empregadas durante o procedimento (Steffan et al., 1988; Tsai e
Olson, 1992; Wilson, 1997). Portanto, o seu desempenho quando da utilizacdo de
enzimas manipuladas pode em grande escala afetar ou alterar resultados de
analises de amostras ambientais. Por isto, a validacdo e a demonstracdo de
especificidade do método antes de seu emprego € essencial. A outra
possibilidade ainda ndo descartada apesar de confirmacdes que provem o
contrario, da ma elaboracdo e aplicacdo dos dados de pesquisa na sintese de

novos primers especificos para as duas subespécies ja citadas.

Para o caso de uma possivel continuacdo do presente estudo ou proposta
de um novo trabalho com as mesmas directrizes, o ideal seria a visita a sistemas
de aquacultura, amostragem de animais infectados ou a amostragem da agua de
sistemas de aquacultura jA com a presenca de infeccdo de caracter bacteriano e
elaborar os passos de sucesso efectuados por Osorio et al.,, (1999), com a

finalidade de obter e manipular de forma correta todos os dados plausiveis para
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uma boa proposta de primers especificos para deteccdo de patdgenos
bacterianos.

E ainda impotante ressaltar que a biologia molecular na deteccdo de
patdogenos apesar de importante, ainda necessita ser aprimorada, pois por
exemplo, ainda ndo se sabe distinguir durante o processamento de andlise
laboratorial de uma amostra ambiental, como as provindas de sistemas de
aquacultura se a procedéncia dos materiais gendmicos estdo relacionados a
agentes patogénicos virulentos capazes de desencadear um surto infeccioso ou
se somente sdo parte da bacteriofauna natural dos sistemas aquaticos
analisados. A importancia da compreeséao das lacunas moleculares, Dalla Valle et
al., (2002), afirmam que os métodos bacterioldgicos classicos para o diagnéstico
da Photobacteriose ainda baseiam-se no isolamento do seu agente causador
(Photobacterium damselae subespécie piscicida) em meio selectivo, seguido pela
sua identificacdo através de testes bioquimicos, técnicas estas que acarretam
trabalho exaustivo, ndo sendo rapidos e sensiveis o suficiente como as técnicas
moleculares para prever surtos e doencas. Porém ainda também ressalta que as
técnicas moleculares precisam ser melhor compreendidas e desenvolvidas para

os fins ja citados como diagnosticos de previsao.

5.Concluséo

Considerando o que foi visto e analisado no presente estudo podemos

concluir que:

Que os resultados negativos apresentados durante a aplicacdo dos
métodos e procedimentos de pesquisa, precisam ser melhor analisados quanto a
suas vertentes laboratoriais, como o prévio cultivo das bactérias ou sua aquisicédo
através de amostras de material contaminado, purificagdo do contetdo analisado

e isolamento do DNA bem como a sua sequenciagdo genomica.

O desenho de primers é uma ferramenta molecular importante e que deve

ser utilizada mais frequentemente, com a finalidade de sensibilizar os métodos de
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deteccdo. Sendo assim, outros estudos a cerca dos primers propostos e
denominados por ToxRnl-F, ToxRnl-R, ToxRn2-GC-F e ToxRn2-R, devem ser
realizados com a finalidade de fazer valer a sua especificidade como reportada
nos métodos bioinformaticos do presente estudo, a fim de sugerir uma nova
ferramenta para identificacdo de estirpes bacterianas das duas subespécies de
Photobacterium em sistemas de aquacultura. E também realizar o teste dos
primers aqui elaborados com outras espécies de bactérias como controle, visando
a confirmacéo de sua especificidade, ja que este gene alvo (ToxR), esta presente

em outras sequéncias bacterianas.

A pesquisa molecular € um importante pilar e esta se tornando
rapidamente uma vertente integral para a compreensdo dos factores de
interactividade entre o ecossistema aquatico, 0os agentes patogénicos bacterianos
e 0 animal aquatico (possivel hospedeiro), embora o seu emprego seja limitado e

ainda consideravelmente caro em relacdo aos equipamentos utilizados.

Em termos gerais, os diagndsticos baseados em técnicas moleculares,
principalmente os baseados em PCR sdo em grande parte eficientes e sensiveis
a cerca da especificidade na deteccdo de agentes causadores de doencas na
aguacultura. E portanto, seu uso deve realizar a convergéncia de metodologias
tornando mais faceis os diagndsticos de doencas, bem como no auxilio a
elaboracdo de equipamentos de deteccdo (kits de reagentes comerciais),

auxiliando no bom manejo das culturas.

Por fim, os métodos moleculares de deteccdo de agentes causadores de
doencas em aquacultura, devem ser inseridos de forma integral, nas legislacdes

de controlo e sanidade de actividades comerciais envolvendo pescado.
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