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VALIDAGAO DE TECNICAS MOLECULARES PARA O DIAGNOSTICO DE
BACTERIAS EM PEIXES, VISANDO REDUGAO DE TEMPO E CUSTO

RESUMO - Com a intensificagado da piscicultura brasileira, caracterizada por
densidade de estocagem cada vez maior, especialmente em tanques-rede, tem-se
observado um numero crescente de enfermidades, principalmente de origem
bacteriana, ocasionando alta mortalidade e prejuizos econdmicos expressivos em
todas as fases da criacdo. Um dos problemas relacionados ao controle de
enfermidades na piscicultura é o uso constante e equivocado de antimicrobianos e
quimioterapicos nas criagdes, que provocam problemas de resisténcia bacteriana e
impactos ambientais que comprometem a qualidade do produto final. Assim, a busca
por alternativas rapidas e eficazes de diagndstico s&do cada vez mais necessarias,
uma vez que contribuem para o controle de enfermidades antes que estas
provoquem sinais clinicos irreversiveis e taxas de mortalidade elevada. Em vista
disso, o diagndstico molecular, representado pelas técnicas da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) e suas variagdes, tais como sequenciamento e PCR em tempo
real, constituem alternativas a serem exploradas. Desse modo, os objetivos deste
trabalho foram: a) adaptar a metodologia de PCR de colbnia aliada ao
sequenciamento do gene 16S rRNA para bactérias que causam doengas em peixes,
b) determinar a sensibilidade aos antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina dos
géneros bacterianos de maior frequencia, c) validar testes de PCR em tempo real
para deteccao e quantificacdo de Aeromonas hydrophila e Streptococcus agalactiae
e avaliar sua especificidade e sensibilidade analitica d) aplicar a metologia validada
no diagnostico de infecgdes por esses patdgenos em grupos de tilapias infectadas
experimentalmente. Nas metodologias desenvolvidas, buscou-se redugao de custos
e tempo para diagnéstico. Os resultados encontrados demonstraram que a PCR de
colénia apresentou reducdo de custos e tempo quando comparada as técnicas
tradicionais de isolamento, identificagdo bioquimica, extracdo de DNA e PCR
convencional; a combinagdo da PCR de colénia e sequenciamento do gene 16S
rRNA permitiu identificar todos os patdgenos bacterianos testados, ndo sendo
nessario o desenho de “primers” especificos para cada espécie, uma vez que € um
gene conservado; os géneros bacterianos mais incidentes foram Aeromonas,
Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus, sendo que a resisténcia aos
antimicrobianos avaliados foi preocupante (>50%) para os trés ultimos géneros; os
testes de PCR quantitativa absoluta em tempo real para Aeromonas hydrophila e
Streptococcus agalactiae apresentaram 100% de especificidade e sensibilidade a
niveis tdo baixos, dificimente detectados por outras técnicas, além de tempo total
para diagnéstico, incluindo a extragdo de DNA, reduzido para 4 h, e gastos com
analise por amostra reduzido em 48%, tornando-os ferramentas eficazes no auxilio
a programas de monitoramento sanitario, visando a identificagdo precoce de
patdgenos e aplicagdo de medidas preventivas adequadas.
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Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, florfenicol, PCR colénia, PCR tempo real,
sequenciamento, Streptococus agalactiae

MOLECULAR TECHNIQUES VALIDATION FOR BACTERIAL DIAGNOSIS IN FISH
AIMING REDUCTION OF TIME AND COST

ABSTRACT - With the intensification of the Brazilian fish farming, characterized
by increasing density storage, especially in cages, it has been observed a growing
number of diseases, mainly bacterial, causing high mortality and significant economic
losses in all phases of breedin. One of the problems related to the control of diseases
in fish farming is the constant misuse of antibiotics and chemotherapeutics that
cause problems of bacterial resistance and environmental impacts which affect the
quality of the final product. Thus, the search for rapid and effective diagnostic
alternative is increasingly necessary, since they contribute to control of diseases
before they cause irreversible clinical signs and high mortality rates. In view of this,
the molecular diagnostic techniques represented by the Polymerase Chain Reaction
(PCR) and its variations, such as sequencing and real time PCR, constitute
alternatives to be explored. Thus, the objectives of this work were: a) adapting the
methodology of colony PCR coupled with sequencing of the 16S rRNA gene for
bacteria that cause disease in fish, b) determine the sensitivity to antimicrobial
florfenicol and oxytetracycline bacterial genera of higher frequency, c) validate real-
time PCR assay for detection and quantification of Aeromonas hydrophila and
Streptococcus agalactiae and to evaluate its sensitivity and analytical specificity d)
applying the validated Methodology for the diagnosis of infections caused by these
pathogens in infected experimentally tilapias groups. In the developed
methodologies, we attempted to reduce costs and time to diagnosis. The results
showed that: colony PCR showed a reduction of costs and time compared to
traditional isolation techniques, biochemical identification, DNA extraction and
conventional PCR; the alliance of colony PCR and 16S rRNA gene sequencing
allowed identification of all tested bacterial pathogens, not being necessary the
design of specific “primers” for each species, since it is a conserved gene; bacterial
genera most incidents were Aeromonas, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus,
and resistance to the antimicrobials tested presented concern (> 50%) for the last
three genera; absolute quantitative real time PCR for Streptococcus agalactiae and
Aeromonas hydrophila showed 100% specificity and sensitivity to levels so low that
hardly other techniques could be able to detected, as well as the total time for
diagnosis, including DNA extraction, reduced to 4 h and the costs per analysis were
reduced in 48%, making them effective tools in helping monitoring programs that aim
early identification of pathogens and implementation of appropriate preventive
measures.

Keywords: Aeromonas hydrophila, florfenicol, colony PCR, Real time PCR,
Sequencing, Streptococus agalactiae



CAPITULO 1 - Consideragoes gerais

1. Introdugao

O Brasil apresenta grande potencial para o desenvolvimento da piscicultura
devido ao seu vasto territdério, condigbes climaticas favoraveis e grandes
reservatorios publicos e privados, que permitiram a intensificagdo da atividade nos
ultimos anos (FAO, 2012).

A possibilidade de maior rendimento em curto prazo, fez com que os
produtores escolhessem o sistema intensivo de producgao, utilizando elevadas
densidades de estocagem, grande quantidade de ragdo, e ma qualidade da agua.
Condicdes de criagao que causam estresse crénico € imunossupressao nos peixes,
propiciando o aparecimento de enfermidades e surtos epizooticos (NIELSEN et al.,
2001)

Dentre os maiores responsaveis por prejuizos econdmicos nas pisciculturas
estdo as bactérias, com destaque para Aeromonas hydrophila e Streptococcus
agalactiae (DASH et al., 2009; FIGUEIREDO et al., 2012).

A mortalidade de cardumes inteiros pode ocorrer em até 72 horas apds a
infeccdo e um diagndstico confidvel, baseado nas técnicas da microbiologia classica
podem exceder o tempo habil para tratamento. Na tentativa de controlar os surtos de
enfermidade, os produtores utilizam varios antibiéticos de forma indiscriminada e
sem critérios varios antibidticos, tendo como consequéncias a selecdo de cepas
resistentes, grande quantidade de residuos destes no ambiente e nos peixes e
riscos a saude do consumidor (MEIRELES, 2008).

Buscando o controle das epizootias em pisciculturas, é essencial que se faca
a distingdo entre as espécies envolvidas para se selecionar a melhor forma de
tratamento e/ou prevencdo. Sendo assim, as ferramentas para o diagndstico
utilizadas devem ser seguras, precisas e rapidas.

Como exemplo destas ferramentas, foi explorada neste trabalho a técnica
molecular de PCR aliada ao sequenciamento do gene 16S rRNA, uma vez que este

gene apresenta tanto regides altamente conservadas como variaveis em todos os
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procariotos, sendo que estas ultimas provém informagdes taxondmicas em varios
niveis de classificacdo e para distingdo entre espécies (JANDA; ABBOTT, 2007).

Além da técnica descrita acima, foi utilizada a PCR quantitativa em tempo
real, pois, devido a sua alta sensibilidade, a detecgao de numeros muito baixos de
bactérias € possivel, sem necessidade de isolamento e cultivo prévios, acelerando
ainda mais o resultado do diagndstico (WILSON; CARSON, 2003).

2. Revisao de literatura

2.1 Brasil no contexto da Aquicultura Mundial

A aquicultura mundial vem crescendo expressivamente desde os anos 70,
destacando-se a ultima década, em que houve um crescimento anual médio cinco
vezes superior ao apresentado pelas atividades agricolas tradicionais, como
avicultura, suinocultura e bovinocultura (FAO, 2007). Esse ritmo de crescimento tem
superado a maioria das projec¢des feitas por especialistas da area.

Somando-se as atividades de aquicultura e pesca, o setor obteve, nos ultimos
anos, 0os maiores indices de produtividade, abastecendo o mercado mundial com
cerca de 160 milhdes de toneladas de peixes. Desse total, a aquicultura ja é
responsavel por aproximadamente 44%, enquanto que nos anos 90, representava
apenas 13% (FAO, 2012).

Estima-se um aumento da produgao aquicola até 2025, acompanhando o
crescimento populacional, uma vez que a pesca extrativista esta estagnada ha mais
de 20 anos e ndo conseguira atender a demanda de mercado (CREPALDI et al.,
2006).

No Brasil, a aquicultura tem apresentado taxas de crescimento superior a
média mundial, saindo de 20,5 mil toneladas (US$ 100,4 milhdes), em 1990, para
210 mil toneladas (US$ 830,3 milhdes), em 2001, alcangando 2,5 milhdes de
toneladas em 2013, superando a meta do Plano Safra da Pesca e Aquicultura para o
final de 2014 (MPA, 2013).

Sendo assim, o Brasil ocupa posicao de destaque na aquicultura mundial.

Dentre os paises latino-americanos, foi o segundo maior produtor de pescado
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cultivado em 2005, atras somente do Chile, que produziu 714 mil toneladas. Foi o
maior produtor de tilapias, a frente de Honduras e Colémbia, ambos com cerca de
28 mil toneladas, e do Equador, com 22 mil toneladas e o segundo maior produtor
de camarao marinho, atras do Meéxico, que produziu 72 mil toneladas em 2005
(BRASIL, 2010).

Levantamento do Ministério da Pesca e Aquicultura apontou que os
brasileiros consomem atualmente 17,3 kg de pescado per capita/ano, quantidade
que alcanga a média mundial divulgada pela Organizagdao Mundial de Saude (MPA,
2013).

O crescimento da aquicultura brasileira € beneficiado pelas caracteristicas
naturais, geracdo e difusdo de tecnologia, disponibilidade de insumos e
oportunidades de mercado. Sendo assim, se baseia, principalmente, na produgao de
tilapia, tambaqui, pacu e mais recentemente, o pintado e o pirarucu (SEBRAE,
2014). Dentre estas, as de maior importancia para a aquicultura brasileira, sdo as
tildpias, pois compdem o grupo de peixes que mais cresce na comercializagao
mundial (MPA, 2009).

2.2 Enfermidades na piscicultura

O aumento no interesse pela piscicultura tem levado produtores a buscar o
sistema intensivo de producéo devido a maior lucratividade. Todavia, a ma nutrigao
dos peixes, manipulagdo excessiva, lesdes causadas por ferimentos ou por
parasitas, alteracdes bruscas de temperatura, elevadas concentracées de aménia e
de matéria organica na agua e baixos niveis de oxigénio resultam na
imunossupressao dos peixes, propiciando o aparecimento de enfermidades cujos
patdgenos responsaveis, em ambientes naturais, néo seriam de grandes expressoes
(DASH et al., 2009).

Em relacdo aos patdogenos que tém causado prejuizos econdmicos nas
pisciculturas, destacam-se as bactérias, as quais podem causar elevada taxa de

mortalidade, tanto em peixes da natureza, quanto nos de criagao (LIMA, 2007).



2.2.1 Aeromonas

Atualmente, o género compreende 25 espécies aceitas e validadas:
Aeromonas hydrophila (com trés subespécies: hydrophila, dhakensis e ranae),
Aeromonas bestiarum, Aeromonas salmonicida (com cinco subespécies:
salmonicida, masoucida, smithia, achromogenes e pectinolytica), Aeromonas caviae,
Aeromonas media, Aeromonas eucrenophila, Aeromonas sobria, Aeromonas veronii,
Aeromonas jandaei, Aeromonas schubertii, Aeromonas trota, Aeromonas
allosaccharophila, Aeromonas encheleia e Aeromonas popoffii, Aeromonas simiae,
Aeromonas molluscorum, Aeromonas bivalvium, Aeromonas tecta, Aeromonas
aquariorum, Aeromonas piscicola, Aeromonas fluvialis, Aeromonas taiwanensis,
Aeromonas sanarellii, Aeromonas diversa e Aeromonas rivuli (BEAZ-HIDALGO;
FIGUERAS, 2013).

Trés espécies sao definidas fenotipicamente: A. hydrophila, A. caviae e A.
veronii subtipo sobria. Ndo se conhece muito sobre as outras espécies, mas também
sdo microorganismos aquaticos e foram implicados em doenca humana (NIELSEN
et al., 2001).

Diversos testes bioquimicos foram propostos ao longo do tempo para
identificacao e diferenciacao entre as espécies de Aeromonas (ABBOTT; CHEUNG;
JANDA, 2003; MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2005). No entanto, os testes
fenotipicos, os quais levam em consideragdo caracteristicas bioquimicas e
morfolégicas, podem conduzir a erros na identificacdo. Assim, os métodos
moleculares sdo mais especificos, conduzindo a um diagnéstico definitivo (BEAZ-
HIDALGO; FIGUERAS, 2012). O sequenciamento do gene 16S rRNA tem provado
ser eficiente neste quesito, com ressalva para algumas espécies de Aeromonas,
como por exemplo, A. bestiarum, A. salmonicida e A. piscicola, que compartilham
99.8-100% de similaridade genética (FIGUERAS et al., 2011a).

A. hydrophila destaca-se por se tratar da espécie mais frequentemente
isolada em piscicultura mundial (61,5%), segundo alguns estudos (RODRIGUES,
2007; SANTOS, 2011).

Todavia, deve-se alertar que, segundo revisdo de Beaz-Hidalgo e Figueras

(2013), a prevaléncia de A. hydrophila nas infecgdes em peixes pode estar
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superestimada como resultado da identificagdo bioquimica sem acuracea. Os testes
moleculares mostraram que as infec¢gdes podem ter sido causadas por A. veronii em
bagre do canal, Ictalurus punctatus (Rafinesque), A. sobria em tilapia, Oreochromis
niloticus (L.) e truta arco-iris, Oncorhynchus mykiss (Walbaum), A. bestiarum em
carpas e A. piscicola em salmonideos (NAWAZ et al., 2006; KOZINSKA, 2007;
BEAZ-HIDALGO et al., 2010; SORIANO-VARGAS et al., 2010; FIGUERAS et al.,
2011b; LI e CAl, 2011; BEAZ-HIDALGO e FIGUERAS, 2012).

A. hydrophila € um bastonete gram-negativo, mével, com 1,0 a 3,5 ym de
comprimento por 0,3 a 1,0 ym de largura, possui flagelo polar de aproximadamente
1,7 um,usualmente monotriquio,sendo que, em culturas mantidas por longo tempo
em meio sélido,podem formar flagelos peritriquios, ndo produtora de esporos, nao
capsulada, aerdbia ou anaerdbia facultativa e pertencente afamilia
Aeromonadaceae, cujo habitat é predominantemente aquatico (dulcicola e marinho).
E responsavel por lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de agua
doce. Tem ampla distribuicdo geografica e seus sinais clinicos sado: presenga de
pequenas lesdes superficiais, hemorragias locais (branquias e opérculo), ulceras,
exoftalmia e distensdo abdominal. Internamente, pode verificar-se acumulo de

liquido ascitico, anemia e lesdes no figado e rins (SARKAR et al., 2012).

Figura 1. Bagre do canal (Ictalurus punctatus) com sinais de septicemia hemorragica
causada por Aeromonas sp. Foto Fernanda de A. Sebastidao, 2012.

A doencga causada por A. hydrophila estd associada ao excesso de matéria
organica na agua, acometendo peixes em condigdes de estresse e/ou associa-se a
infecgdo por outros patdégenos, como no caso do protozoario ciliado Epistylis sp..
(GARCIA, 2005).

A transmissao do agente infeccioso se da de modo horizontal, estando o

mesmo presente na agua e no sedimento presente no fundo dos viveiros, sendo



transmitido por descargas do trato intestinal dos peixes e lesdes externas na pele
(COSTA, 2003).

Estudos recentes evidenciaram a capacidade de algumas espécies de
Aeromonas ocasionar patogenias moderadas ou graves tanto no homem quanto nos
animais, por exemplo, infecgcbes intestinais ou extra-intestinais no homem
assumindo destacada relevancia epidemioldgica em casos de infec¢des oportunistas
em pacientes imunocomprometidos (PEREIRA et al.,, 2008), o que levou a OMS
(2003) a classifica-la como problema de saude publica.

A presenca de grande quantidade de Aeromonas na piscicultura intensiva
pode, portanto, representar risco de infecgdo tanto para o peixe como para
funcionarios da piscicultura e consumidores (PEREIRA et al., 2008).

No Brasil, estudos revelaram o isolamento de Aeromonas a partir de
diferentes nichos como o ecossistema marinho, amostras de solo, alimentos como
pescado fresco, filés congelados, mariscos e vegetais e também a partir de
infeccbes em animais domésticos, mamiferos marinhos e animais de sangue frio
(HOFER et al., 2006; PEREIRA et al., 2008).

2.2.2 Lactococcus

Lactococcus pertence a familia Streptococcaceae, engloba bactéras que
perteceram ao género Streptococcus Grupo N1 numa classificagédo anterior a 1985
(SCHLEIFER et al., 1985). Sdo0 homofermentadoras, produzindo um unico produto
na fermentagao da glicose, que é o acido latico. Sdo cocos gram-positivos, com 0,5-
1,5 um de comprimento, agrupados aos pares e/ou em cadeias pequenas, imoveis,
nao produtoras de esporos, catalase-negativa e a-hemoliticos.

Existem cinco espécies do género Lactococcus descritas atualmente:
Lactococcus lactis, Lactococcus garvieae, Lactococcus piscium, Lactococcus
plantarum e Lactococcus raffinolactis.

Tanto L. piscium como L. garvieae sao patdégenos emergentes de peixes e
causam lacotococose na aquicultura marinha e de agua doce, havendo casos
relatados em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), tilapia (Oreochromis niloticus),

bagre (Ictalurus punctatus) e camardo gigante de agua doce (Macrobrachium
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rosenbergii). Causam perdas econdmicas importantes, principalmente quando a
temperatura da agua aumenta durante os meses de verdo. Normalmente, causam
septicemia hemorragica e hiperaguda, que pode evoluir dependendo das condig¢des
ambientais as quais os peixes estdo submetidos (VENDRELL et al., 2006). Os
peixes com lactococose apresentam letargia, anorexia, escurecimento da pele e
natacao proxima a superficie da agua (AVCl et al., 2010).

L. garvieae foi isolado de varias espécies de peixes ao redor do mundo,
destacando-se Japao (KUSUDA E SALATI, 1993), Australia (CARLSON E
MUNDAY, 1990), Africa do Sul (BRAGG E BROERE, 1986) e Europa (EYNGOR ET
AL., 2004).

Cepas de L. lactis foram divididas geneticamente em L. lactis subsp. lactis, L.
lactis subsp. hordniae e L. lactis subsp. cremoris pela técnica de sequenciamento do
gene 16S rRNA (WANG et al.,, 2008). E, por ndo serem reconhecidas como
patdogenos veterinarios, sdo usados em processos fermentativos, tais como
producao de queijos a partir de leite bovino, que incluem Brie, Camembert, Cheddar,
Colby, Gruyeére, Parmesao e Roquefort (COFFEY e ROSS, 2002).

Como patégeno oportunista, ha poucos trabalhos existentes na literatura,
todavia, vale ressaltar um estudo recente (CHEN et al., 2012) que apresentou L.
lactis subsp. lactis como o responsavel pela perda de 100% de esturjdes hibridos
(Huso huso X Acipenser ruthenus) de uma piscicultura noTaiwan, China. O exame
clinico do caso revelou que os peixes (600 a 800g) apresentavam enterite, abdomen
aumentado, elevacdo na taxa respiratéria e acumulo de liquido ascitico. A
histopatologia mostrou hemorragia generalizada ou focos de necrose coagulativa no
figado e baco. Um aglomerado de células bacterianas foi observado ao redor do
foco necrético. Os pesquisadores também observaram necrose no parénquima renal
e pancreas. Foi realizada infeccdo experimental em tilapias hibridas e a
concentracdo letal que causou 100% de mortalidade foi de 10® UFC/mL (CHEN et
al., 2012).



2.2.3 Enterococcus

Sao cocos gram-positivos, tamanho de 0,87 a 1,01 um, formadores de
cadeias curtas, catalase negativos, e anaerdbios facultativos. Crescem em
temperaturas que variam entre 10 e 45°C, e sao positivos na presenca de 6.5%
NaCl (pH 9.6) com 40% de bile e em 0.1% leite com azul de metileno (HANCOCK;
GILMORE, 2006), colbnias de 1-2 mm de comprimento.

Sao componentes da microbiota normal de humanos e animais, além do solo
e agua, porém em hospedeiros imunossuprimidos, sdo os maiores causadores de
infecgdes nosocomiais (HAMMAD et al., 2014).

A ocorréncia de Enterococcus no intestino de peixes e em ambientes
aquicolas foi detectada em pesquisas sobre andlise de microbiota intestinal de
varias espécies de peixes (MICHEL et al., 2007; VALENZUALA et al., 2010).

As espécies E. faecalis e E. faecium foram reconhecidas como agentes
causais de endocardites e estdo entre os patdgenos mais encontrados em infecgoes
nosocomiais, incluindo bacteremia e infeccbes do trato abdominal e urinario
humanos (FISHER; PHILIP, 2009).

Séo intrinsecamente resistentes a varios agentes antimicrobianos, os quais
sdo utilizados no tratamento de infecgdes causadas por bactérias gram-positivas.
Além disso, os Enterococcus possuem a habilidade de adquirir resisténcia a
antibidticos por transferéncia de plasmideos e transposons, troca cromossdmica ou
mutagdo, o que representa um desafio para as terapias de tratamento (COQUE,
2008).

2.2.4 Streptococcus agalactiae

Sao células esféricas ou ovéides gram-positivas, com tamanho entre 0.5-1.0 x
1.0-2.0 um, catalase-negativa, imdveis, ndo esporuladas e anaerébias facultativas.
Obtém energia por meio da fermentacao de carboidratos como a glicose, que resulta
em sua maior parte, em acido latico (KILLIAN, 1998).

Classificagdes tradicionais de streptococci sdo baseadas na serotipagem dos

antigenos carboidratos da parede celular e suas atividades hemoliticas. As espécies
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de estreptococos do grupo B de Lancefield (GBS) correspondem a uma unica
espécie que é S. agalactiae (EVANS et al.,, 2002b). Pode ser dividido em 10
serotipos baseados na composi¢cdo do polissacarideo capsular: la, Ib e Il ao IX
(SLOTVED et al., 2007). Estudos recentes demonstraram a existéncia dos serotipos
Ib (SUANYUK et al., 2005) e lll (SUANNYUK et al., 2008) em peixes.

GBS isolados de tilapias criadas em sistema intensivo no Brasil s&o piruvato,
PAL (2-naftil fosfato), LAP (L-leucina-2- naftilamida) e ADH (arginina dihidrolase)
positivos. Também sao incapazes de fermentarem a arabinose, manitol, sorbitol,
lactose, trealose, inulina, rafinose, amido e glicogénio (SALVADOR, 2008).

Possuem o Fator CAMP, que é considerado fator de viruléncia devido a sua
capacidade de se ligar a imunoglobulinas G e M, via fragdo Fc. Assim, a detecgéo da
producdo do fator CAMP é de auxilio significativo na identificacdo de S. agalactiae
(LANG et al., 2007).

S. agalactiae é o agente etioldégico da septicemia e meningoencefalite em
peixes, e por se tratar de uma inflamag¢ao no sistema nervoso central, observa-se
como principais sinais clinicos natacdo erratica, lesbes na pele do hospedeiro,
liguido esbranquigado e sanguinolento na cavidade visceral, esplenomegalia,
peritonite fibrosa, opacidade ocular, oftalmite com edema corneal (GIORDANO,
2007).

Foto gentilmente cedida por José
Dias Neto — Caunesp i

Figura 2. Tilapia-do-Nilo (Orechromis niloticus) com sinais de estreptococose
(exoftalmia, excesso de muco, acumulo de liquido ascitico).
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S3o0 bactérias oportunistas distribuidas no meio aquatico e sua
patogenicidade esta associada as condi¢des de estresse oriundo a ma qualidade da
agua e condicbes de criagdo intensivas, tais como alta densidade, baixa
concentracdo de oxigénio dissolvido, altas concentragdes de amoénia e nitrito, pH,
alcalinidade, dureza e transparéncia da agua inadequados (GIORDANO, 2007).

Segundo Figueiredo et al. (2006), nos ultimos anos tem-se observado uma
elevagdo na ocorréncia de casos clinicos associados a S. agalactiae em diferentes
regides geograficas, o que levou o0 mesmo a ser considerado patégeno emergente
para peixes em agua doce ou marinho (EVANS et al., 2002b) e hoje ser a principal

causa de perdas na tilapicultura mundial.
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Figura 3. Bactérias na pisiciculutra. (a) A. hydrophila; (b) S. agalactiae. Aumento de
1000X. Fotos: Fernanda de A. Sebastido; Prancha: Gustavo Valladao,
2014.

Todavia, para o controle da enfermidade, Shoemaker e Klesius (1997) ha
décadas ja relataram dificuldades na utilizagao de antibiéticos para o tratamento de
infecgdes por Streptococcus sp., pois o patégeno pode sobreviver no interior de
macréfagos onde as drogas antimicrobianas ndo os alcangam, sendo assim, os
antibidticos podem eliminar os sinais clinicos, mas ndo o agente.

Outro agravante é que os peixes doentes ndo se alimentam da racao
medicada e, portanto, apresentam maior predisposicdo as linhagens do
microrganismo resistentes (SALVADOR, 2008). Por isso, a utilizacdo exclusiva de

antibidticos nao é eficiente, devendo aplicar praticas adequadas de manejo. Além da
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possibilidade de se desenvolverem estirpes bacterianas resistentes, ha pouca
aceitacdo dos consumidores a animais tratados e a utilizacdo de antibidticos
indiscriminadamente também gera impactos negativos no ambiente (NAKANISHI et
al., 2002).

A vacinagdo em aquicultura surge como alternativa ao uso de antibidticos e
outros produtos quimicos, na prevencdo de infecgbes, nas formas oral
(SHOEMAKER et al.,, 2006), imersdgo (LONGHI et al., 2012) injetavel
intraperitonealmente (SALVADOR, 2008) ou via bacteriéfagos (MATSUZAKI et al,
2005).

2.3.5 Pseudomonas

Sé&o bastonetes gram-negativos, 0.5 — 1.0 x 1.5. — 5.0 ym de comprimento,
pertencentes a familia Pseudomonadaceae, ndao esporulados, tipicamente possuem
flagelos polares, aerdbios estritos, nao fermentadores nem produtores de gas,
catalase positiva e geralmente oxidase positiva (ARDURA, et al., 2013).

Pseudomonas sao habitantes da agua, solo e alimentos, sobrevivendo até em
alguns desinfetantes (fato importante em ambiente hospitalar), ndo apresentam
grandes exigéncias nutritivas, possuem amplo espectro de temperatura (4°C a 43°C)
e crescimento 6timo em pH neutro. Aderem a materiais sintéticos, desde canos de
PVC presentes nos tanques da piscicultura, a tubagens e cateteres hospitalares
(SILVA et al., 2010).

Ao contaminarem alimentos, como peixes pds-processamento, por exemplo,
por acado proteolitica e lipolitica sobre nutrientes destes alimentos, produzem
compostos oxidados, muco e outros compostos que afetam o aroma e o sabor do
pescado (SILVA et al., 2010).

Como agente oportunista pode pertencer a populagdo bacteriana normal da
agua e dos animais, sendo o intestino humano um grande reservatorio de
Pseudomonas, mas num hospedeiro susceptivel pode ser altamente virulento e
provocar até a morte (ARDURA et al., 2013).

Tanques com alta carga de material organico e, portanto, com agua de ma

qualidade, facilitam a ocorréncia de surtos desta bactéria, podendo ser superior nos
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periodos de primavera e outono. Nestas condi¢des, sua incidéncia pode aumentar e
causar problemas a peixes mal nutridos e com injurias fisicas decorrentes de
despesca e transporte, levando a enormes prejuizos para os aquicultores (SANTOS,
2011).

Os sinais clinicos provocados pela bactéria sdo perda de apetite, redugdo da
atividade metabdlica, evidenciada pela natagdo lenta e tendéncia a se posicionar
nas areas mais rasas do tanque. Pode-se observar também erosé&o nas nadadeiras,
lesdes circulares ou irregulares do tipo ulceras pelo corpo, hemorragia nas bordas
das lesbes e na base das nadadeiras, olhos saltados de aspecto opaco e
hemorragico, abdémen distendido e presenca de fluido opaco ou ligeiramente
sanguinolento na cavidade abdominal, fluido amarelado ou sanguinolento no
intestino, hemorragia nos 6rgaos internos como o figado, hiperplasia de érgaos
como o figado, bagos e rins, figado de coloragdo palida ou ligeiramente esverdeada
e pontos hemorragicos na parede interna da cavidade abdominal (PEIXOTO et al.,
2013).

Figura 4. Pintado (Pseudoplatystoma corruscans) com pontos hemorragicos. Foto
LAPOA- Caunesp/Unesp Jaboticabal.
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2.3DIAGNOSTICO POR TECNICAS MOLECULARES

Epizootias levam a mortalidade de cardumes inteiros em até 72 horas e um
diagndstico confiavel, baseado nas técnicas da microbiologia classica (isolamento,
caracterizagao bioquimica e antibiograma) podem levar até um més, dependendo da
especie a ser isolado, o que inviabiliza o tratamento com medicamentos adequados
e especificos ao patégeno. O resultado € o uso indiscriminado de antibiéticos nas
pisciculturas e a selecao de cepas resistentes (Petersen; Dalsgaard, 2003).

Assim, buscando o controle das enfermidades nas pisciculturas, € essencial
que se faca a distingdo entre as espécies envolvidas. Sendo que, a utilizagcado de
técnicas moleculares para a identificacdo de bactérias, tém representado
ferramentas seguras, eficientes e rapidas para diagnéstico. Como exemplo destas
ferramentas, foram exploradas neste trabalho a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) aliada ao sequenciamento do gene 16S rRNA dos isolados como também a
PCR quantitativa absoluta em tempo real.

A PCR é uma técnica de Biologia Molecular que permite replicagao in vitro do
DNA de forma extremamente rapida. Com a PCR, quantidades minimas de material
genético podem ser amplificadas milhées de vezes em poucas horas, permitindo a
rapida identificagcado de espécies, de marcadores genéticos e de doengas infecciosas
(ROCHE, 2015).

Como os estudos neste campo de biotecnologia na Aquicultura brasileira sdo
escassos, faz-se necessaria a utilizacao de iniciadores ou “primers” universais, tais
como os que flanqueiam a regiao do gene 16S rRNA.

O gene 16S rRNA apresenta tanto regides altamente conservadas como
variaveis em todos os procariotos, sendo que estas ultimas provém informacgdes
taxondmicas em varios niveis de classificacdo e para distincdo entre espécies sendo
adequados para identificacdo de espécies. Os primeiros nucleotideos do terminal 5’
do segmento 16S rRNA contém informacado suficiente para se obter um
sequenciamento e por isso sdo de interesse na analise molecular (CLAESSON et
al., 2010).

Varios estudos com o propdsito de caracterizagdo de cepas bacterianas de

interesse a piscicultura foram realizados nas seguintes espécies: A. hydrophilia, A.
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salmonicida, Edwardsiella tarda, S. agalactiae, Renibacterium salmoninarum, Vibro
anguillarum, V. vulnificus e Yersinia ruckeri, e utilizaram a PCR, uma vez que esta
técnica permite a sintese de produtos altamente conservados nas subunidades 5S,
16S e 23S do ribossomo o que pode potencialmente diferenciar espécies e mostrar
diferencas intraespecificas (SOULE et al., 2005; FLEMMING et al., 2007,
SEBASTIAO et al., 2010).

A PCR quantitativa absoluta em tempo real (qaPCR) consiste numa reacao de
PCR cuja deteccao dos amplicons é simultdnea a amplificagdo, ndo necessitando de
etapas posteriores como gel de eletroforese, deteccdo radioativa, ELISA ou Blots. A
gaPCR tem sido utilizada para deteccéo de patdgenos, analise de expressao génica,
polimorfismos de um uUnico nucleotideo (SNP) e analises de aberragbes
cromossOmicas (STROPA, 2009).

Seu principio esta baseado na deteccéo da fluorescéncia na reacdo a medida
que o DNA dupla fita € gerado, na presengca de um agente fluorescente que se
incorpora entre a dupla fita. A sensibilidade e a especificidade alcangcada em uma
gPCR bem concebida é uma ferramenta ideal para uso na vigilancia e
monitoramento de infec¢des (PEIRSON; BUTLER, 2007).

Neste trabalho utilizou-se como agente fluorescente o SyBr Green®, que
apresenta como caracteristicas principais ter intercalante da fita dupla de DNA,
similar ao brometo de etideo, se mantém estavel em altas temperaturas, nao
interfere na atividade da enzima, liga-se a molécula em propor¢des lineares (quanto
maior a molécula, maior serd a fluorescéncia), porém referencialmente a GC,
inespecifico, liga-se a qualquer molécula de fita dupla, quando néao ligado ao DNA,
exibe fluorescéncia muito pequena, porém quando ligado ao DNA, a fluorescéncia é
aumentada (PONCHEL et al., 2003).

As vantagens s&o menor custo em relag&o a outros intercalantes do mercado,
facilidade de uso e sensibilidade. E as desvantagens estdo relacionadas a nao
permitir o uso de multiplex, captar a formacao de dimeros, depender do tamanho do
fragmento (PONCHEL et al., 2003).

A alta sensibilidade da gqPCR em tempo real torna possivel a detecgao de
numeros muito reduzidos de bactérias (WILSON; CARSON, 2003). No entanto,
restricdes devido ao tamanho da amostra, a presengca de DNAs nao-alvo, inibidores
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da PCR e a logistica de amostragem de alto rendimento podem limitar sua utilidade,
e por isso deve-se tomar cuidado com estes fatores, como citado a seguir.

As restrigdes impostas pelo tamanho da amostra e de acidos nucleicos nao-
alvo podem ser resolvidas por PCR aliada a meio de cultura seletivo (THISTED
LAMBERTZ et al.,, 1996) uma vez que o enriquecimento seletivo aumenta a
quantidade da bactéria-alvo e ajuda a reduzir o numero de concorrentes da
microbiota (WITHAM et al., 1996). O impacto dos inibidores seletivos da PCR como
componentes e tecidos de peixes, podem ser minimizados utilizando protocolos de
extragao de acido nucleico de alta qualidade (WILSON; CARSON, 2001).

A reagdo de amplificacdo em tempo real representa grande avango nos
métodos moleculares de auxilio diagnéstico, particularmente por facilitar
sobremaneira as tarefas de quantificacdo da expressdo génica em determinado
tecido ou amostra biolégica (PEIRSON; BUTLER, 2007).

A desvantagem inicial, comparada com a PCR convencional e
sequenciamento, € a necessidade de desenho de “primers” especificos para a
espécie que se deseja identificar, todavia, apés padronizacao, este fato tornara a
técnica realmente rapida e eficaz, permitindo um diagndstico conclusivo em 2,5
horas.

O presente trabalho avaliou os genes da adesina para A. hydrophila e fator
CAMP para S. agalactiae, que se tratam de genes de viruléncia especificos de cada
espécie (SHANNON et al, 2007).

Sabe-se que para colonizar, invadir, evitar o sistema de defesa e causar dano
tecidual ao hospedeiro, as Aeromonas dispdem de vasta gama de fatores de
viruléncia tais como proteases, hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas, leucocidina,
elastases, camada-S e adesinas (GALINDO et al., 2006; VON GRAEVENITZ, 2007).
Estas, as adesinas, desempenham papel fundamental na instalagdo de infecdes
pela bactéria, uma vez que sao responsaveis pela aderéncia da mesma na célula
hospedeira, pois se situam na superficie da parede bacteriana e se ligam a
receptores especificos (FANG et al, 2004).

Ja a maioria das cepas de GBS secreta uma proteina extracelular difusa
conhecida como fator CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen) e codificada pelo

gene cfb. Presuntivamente, pode identificar a espécie pelo teste CAMP, que se
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baseia no fato da proteina causar a lise das células vermelhas do sangue de
carneiro presente no meio de cultura previamente sensibilizado com Staphilococcus
aureus (WILKINSON, 1977; KE et al, 2000).

Sendo assim, a amplificacdo do gene cfb, contemplando a regidao do fator
CAMP representa uma metodologia 6bvia para diagnostico de GBS, apesar de que
classifica-lo como fator de viruléncia por meio do Postulado de Koch ainda
permanece controverso, uma vez que alguns autores ndo conseguiram demonstrar
alteragcdo na patogenicidade de GBS apds dele¢cao do gene cfb (KE et al, 2000;
LANG et al, 2007; CHUZEVILLE et al, 2012).

Além de diagnéstico, a caracterizagdo molecular também é crucial para o
desenvolvimento de novas vacinas, uma vez que permite o reconhecimento de
gendtipos que podem estar associados a viruléncia. Os reconhecimentos da
prevaléncia de alguns gendtipos particulares numa infecgdo e os seus padroes
podem ajudar a comunidade cientifica a desenvolver métodos mais eficazes no
controle de ictiopatologias (DARWISH; ISMAIEL, 2005).

2.4 Objetivo Geral

Em vista da necessidade de métodos rapidos e eficientes no diagnéstico de
enfermidades de peixes e do escasso numero de trabalhos, especialmente na
literatura brasileira, o presente estudo avaliou duas ferramentas moleculares para o
diagnostico de bacterioses em peixes: PCR direta de colbnia associada ao
sequenciamento do gene 16S rRNA e PCR quantitativa absolula em tempo real, nos

aspectos relacionados a eficiéncia, custo e tempo de execucéo.

2.50Dbjetivos especificos

2.5.1) Explorar as técnicas de PCR de col6nia e sequenciamento do gene 16S rRNA
como formas de diagndsticos de patdégenos bacterianos em peixes, buscando
reducao do tempo e custo da operacgao;

2.5.2) Determinar a sensibilidade aos antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina das

cepas dos géneros de Streptococcus, Aeromonas, Enterococcus e Lactococcus;
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2.5.3) Desenvolver um teste de PCR quantitativa absoluta em tempo real para
deteccao de A. hydrophila e avaliar sua especificidade e sensibilidade analitica;
2.5.4) Desenvolver um teste de PCR quantitativa absoluta em tempo real para

deteccdo de S. agalactiae e avaliar sua especificidade e sensibilidade analitica.
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Capitulo 2. Aplicagao das técnicas de PCR direto de coldnia e Sequenciamento
genético no diagndstico de bacterioses de peixes de cultivo,

frequéncia e perfil de sensibilidade a antimicrobianos

*Enviado a Aquaculture Reports

RESUMO - Com a crescente intensificagdo da piscicultura brasileira, tem-se
verificado maior incidéncia de doengas, principalmente de origem bacteriana, devido
a elevada densidade populacional, elevada quantidade de matéria orgénica e baixos
niveis de oxigénio dissolvido. Todavia, para um estudo epidemiolégico de sucesso e
controle das enfermidades, é essencial a identificagdo das espécies patogénicas por
meio de um diagndstico confiavel e rapido. Para tanto, este trabalho avaliou a PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase) direto de colénia de bactéria aliada ao
sequenciamento do gene 16S rRNA como ferramenta valida no campo de
diagnostico de bacterioses em peixes, visando reducdo dos custos e do tempo de
identificacdo dos isolados. A metodologia foi bem sucedida, produzindo bandas com
a mesma intensidade que a PCR padrao, a qual utiliza DNA puro, para todos os 177
isolados avaliados. Além disso, avaliou-se o perfil de sensibilidade a antimicrobianos
florfenicol e oxitetraciclina para os géneros de maior frequéncia isolados:
Aeromonas, Lactococcus, Enterococcus e Streptococcus responsaveis por
substanciais perdas econdmicas nas pisciculturas dos estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro, Mato Grosso do Sul e Parana. Quanto a resisténcia aos antimicrobianos
autorizados para uso no pais, 0os géneros que apresentaram elevada resisténcia
foram o Streptococcus (83,3%) ao florfenicol; Lactococcus (71,4%) a oxitetraciclina,
(85,7%) ao florfenicol e Enterococcus (57,1%) a oxitetraciclina e (71,4%) ao
florfenicol. Os resultados obtidos constituem, para o Brasil, um avanco nas técnicas
de diagndstico disponiveis, e no estudo epidemioldgico e de resisténcia a
antimicrobianos, uma vez que o Brasilapesar do grande potencial hidrico, ainda
carece de estudos em relacéo a legislagao das aguas, melhoramento genético, usos
de antimicrobianos, e aplicagdo de tecnologias de diagndstico de enfermidades em
aquicultura.

Palavras-chave: PCR de colbnia, florfenicol, oxitetraciclina, Aeromonas,
Streptococcus, Lactococcus.

1. Introducgao

Dada a vasta disponibilidade de agua e condigdes climaticas favoraveis, o Brasil
apresenta grande potencial para desenvolvimento da piscicultura, a qual tem
crescido expressivamente nos ultimos anos. De acordo com a FAO (2010), o pais é
0 segundo maior produtor aquicola da América Latina e Caribe, sendo que a
piscicultura de agua doce (tilapia, carpa e peixes nativos) somou 87% (545.300 ton)

do total da producdo aquicola em 2011.
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O crescente interesse pela atividade e, consequentemente, a busca por maior
lucratividade, tem levado produtores a adotarem o sistema superintensivo de
producdo. Porém, a alta densidade de peixes confinados, os manejos inadequados
de criagcado e a contaminagao da agua por produtos toxicos, causam estresse crénico
€ imunossupressao nos animais, propiciando o aparecimento de enfermidades e
surtos epizoodticos, cujos patdogenos responsaveis, em ambientes naturais, nao
seriam de grande expresséao (Dash et al., 2009).

Entretanto, em relagdo a infecgdes bacterianas que acometem os peixes no
Brasil, a compreensdo completa do agente etiolégico, patogénese, bioquimica,
antigenicidade, epizootiologia e inter-relagdo de fatores relacionados ao estresse e
ambiente, essencial para que se possa prevenir e controlar enfermidades, tem sido
pouco estudado, especialmente pelo fato da piscicultura ser uma atividade recente,
e sua intensificagao ter ocorrido a partir dos anos 90 (Shama et al., 2000).

Dentre os patdégenos que tém causado prejuizo econdémico no pais destacam-se
as bactérias gram-negativas dos géneros Aeromonas, Flavobacterium,
Pseudomonas e Francisella e, as gram-positivas Streptococcus e Lactococcus
(Vendrell et al., 2006; Olivares-Fuster et al., 2008; Staroscik et al., 2008; Evans et
al., 2009; Birkbeck et al., 2011; Burr et al., 2012; Figueredo et al., 2012; Beaz-
Hidalgo e Figueras, 2013) as quais podem causar elevada taxa de mortalidade de
peixes em até 72h apds infecgao (Silva, 2012).

Apesar do aumento do numero de estudos sobre diagndsticos de agentes
causadores das bacterioses nos Uultimos anos, ainda ha poucas alternativas
disponiveis para o controle de infecgdes bacterianas em peixes no Brasil.

Por isso, faz-se necessaria a busca por alternativas cada vez mais rapidas e
eficazes de diagndstico, uma vez que podem contribuir para a atenuacado de
enfermidades antes que estas provoquem sinais clinicos irreversiveis e taxas de
mortalidade elevada. Em vista disso, o diagndstico molecular possui alta
sensibilidade e especificidade, utiliza quantidade reduzida de volume amostral,
acuracea na deteccao de patogenos, constituindo uma alternativa a ser estudada
(Janda e Abbott, 2007).

Neste sentido, o uso de uma metodologia que nao necessite de extragcao de DNA

purificado, sendo mais rapida e menos onerosa poderia auxiliar no processo de
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detecgdo precoce dos patdogenos de peixes, como a PCR direto da colénia da
bactéria de estudo (Coton e Coton, 2005).

Além disso, como nao existem catalogadas todas as sequencias de
microorganismos nos bancos de dados atuais, o uso de “primers” universais e
degenerados é uma solugdo prudente. Assim, os métodos baseados em
amplificagdo e sequenciamento da subunidade ribosomal 16S rRNA (Janda e
Abbott, 2007) tém sido amplamente explorados.

A PCR utilizando “primers” universais depende da hipotese de que os
mesmos sejam complementares as regides conservadas dos genes presentes no
ambiente, havendo assim a amplificacdo, enquanto a heterogeneidade € encontrada
no interior do fragmento determinado por esses oligonucleotideos, nas regides
hipervariaveis (Ben-Dov et al., 2006; Claesson et al., 2010). Esta técnica tem
revolucionado o campo da ecologia microbiana, desde estudos de bactérias nao
cultivaveis até a correta identificacdo de patdgenos para um diagndstico preciso.

Ja em relacdo a métodos de controle das enfermidades, a caréncia de estudos é
ainda maior, pois somente ha dois antimicrobianos legalizados no Brasil o Florfenicol
e Oxitetraciclina, de acordo com o Compéndio de Produtos Veterinarios (SINDAN) e
uma unica vacina comercial destinada a prevencao de infecgao por Streptococcus
agalactiae.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi o de avaliar a eficacea, custo e tempo das
técnicas de PCR direto de colbnia bacteriana e sequenciamento do gene 16S rRNA
como formas de diagnosticos eficazes na identificagdo de patdgenos bacterianos em
peixes, além de determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos florfenicol e
oxitetraciclina dos isolados de Aeromonas, Lactococcus, Enterococcus e
Streptococcus, uma vez que tal conhecimento € fundamental para elaboragdo de

estratégias de prevencéao e/ou tratamento adequados no pais.

2, Material e métodos
2.1Cepas bacterianas e condigdes de cultivo

Os 178 isolados bacterianos foram obtidos entre os anos de 2010 e 2014 a partir
dos seguintes hospedeiros (n= numero de peixes avaliados): tilapia (Oreochromis
niloticus n=93), tambaqui (Colossoma macropomum n=10), carpa (Cyprinus carpio
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n=3), cachara (Pseudoplathystoma reticulatum n=34) e pacu (Piaractus
mesopotamicus n=8) adultos.

Os peixes apresentaram sinais clinicos caracteristicos de enfermidades
bacterianas, tais como lesdes ulcerativas na pele, septicemia hemorragica,
meningoencefalite, corrosdo de nadadeiras, exoftalmia, e foram coletados de
diferentes pisciculturas do Brasil, nos municipios de Dourados (MS n=38), Rio de
Janeiro (RJ n=4), Itambaraca (PR n=10), Itaju, Arealva, Porto Ferreira, Guaira, Santa
Fé do Sul, Palmital e Jaboticabal (SP n=123).

Uma ressalva para as cepas de Palmital (SP) que foram obtidas diretamente do
banco de dados do Laboratorio de Enfermidades de Animais Aquaticos da APTA,
Votuporanga, SP.

Para o isolamento foi realizado um raspado com “swab” estéril do rim e encéfalo
dos peixes.

Colbnias gram-negativas foram semeadas em meio TSA (Tryptic Soy Agar —
Biolife) e TSB (Tryptic Soy Broth- Biolife) e incubadas por 24 h em estufa
bacteriolégica ajustada a 28 °C. Enquanto que coldnias gram-positivas foram
semeadas em Columbia Agar-sangue incubadas por 24-72 h (Difco) a 30 °C e

repicadas em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion Broth, HIMEDIA).

2.21dentificagdo molecular dos isolados
Dois métodos foram utilizados no preparo do DNA dos isolados com o objetivo de
verificaro sucesso ou ndo na amplificacéo e no sequenciamento dos amplicons: PCR

convencional (Figura 1) e PCR direto de colbnia (Figura 2).
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Figura 1. Fluxograma do método convencional para identificagao bacteriana por

PCR padrao e Sequenciamento.
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Figura 2. Fluxograma do método para identificagao bacteriana por PCR de col6nia e

Sequenciamento do gene 16S rRNA.

O método de PCR padrao seguiu as etapas:
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2.2.1 Extracdo de DNA

Uma colbnia de cada isolado foi transferida para um tubo contendo meio de
cultura liquido apropriado (TSB para gram-negativa e BHI para gram-positiva) e
incubado por 18 h (gram-negativa) e 36 h (gram-positiva) ou até que se atingisse a
DOgpo de 1 a 1,5. Apos os periodos de incubagdo, 1,0 mL da cultura bacteriana foi
centrifugado a 12.000 xg por 1 min, o sobrenadante descartado e o pellet congelado
a -20°C para posterior extragcado do DNA. Utilizou-se o kit Axyprep® miniprep para
DNA gendmico bacteriano, segundo metodologia do fabricante (Axygen Biosciences,
Union City, CA, USA). A quantificacéo foi feita por fluorimetria, utilizando o aparelho
QuBit 2.0 (Life Technologies, NY, USA).

2.2.2 PCR padrao

A reagao consistiu de: 2,5 pL de tampao 10X (10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI);
0,2 uyL de 25 mM DNTP; 1,0 yL 50 mM MgSO4; 0,2 uL de Taq High Fidelity
(Platinum®Taq DNA Polymerase, Life Technologies, NY, USA); 2,0 uL de cada
primer (10 pmol); DNA template 25 ng; agua ultra-pura g.s.p. 25 uL de reagdo. O
programa de amplificacdo utilizado foi: 94 °C por 2 min, 35 ciclos a 94 °C por 30
segundos, temperatura de 55 °C, especifica para anelamento de cada primer, por 30
s, 68 °C por 1,5 min e 68 °C por 10 min para extenso final.

Os “primers” utilizados, especificos para o gene 16S rRNA bacteriano, foram
8F (AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG)/907R (CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT),
de acordo com descrito por Lane et al. (1985), Felske et al. (1997) e Ben-Dov et al.
(2006).

Os amplicons gerados (899 pb) foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, corado com brometo de etideo. A corrida foi realizada seguindo as

recomendacgdes de Sambrook et al, 2001.

2.2.3 Purificagédo dos produtos de PCR e sequenciamento génico

Os produtos de PCR foram purificados pelo Kit MinElute (Qiagen,
Crawley,West Sussex, UK) de acordo com instrugdes do fabricante. Em seguida,
fez-se a quantificagao dos produtos de PCR purificados em QuBit 2.0, e realizado

sequenciamento génico, a partir de 50 ng/uL de amostra.
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A metodologia de sequenciamento foi a preconizada por Sanger (1977). Os
produtos de PCR das amostras foram amplificados com a enzima AmpliTaq
polimerase e “BigDye Terminator” (Applied Biosystems) conforme as
recomendagdes do fabricante, utilizando o conjunto de oligonucleotideos iniciadores
8F e 907R. O sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied

Biosystems).

2.3 PCR direto de colbnia bacteriana

Este protocolo permite a PCR a partir da col6nia da bactéria isolada na placa
de Petri, sem a necessidade de nenhuma metodologia de extragcdo de DNA. Para
tanto, inoculou-se uma col6nia (1-2 mm de didmetro) com palito de dente estéril no
fundo do tubo para PCR (0,2 mL), colocou-se no freezer a -20°C,“overnight”, e em
seguida, adicionou-se a seguinte solugédo: 2,0 uL tampao 10X (10mM Tris-HCI,
50mM KCI); 1,2 yL MgCl, (50 mM); 0,2 yL DNTP (25 mM); 0,7 yL de cada “primer”
8F/907R (10 pmol/uL); 0,2 uL tag DNA polimerase (2,5 U); agua ultra-pura g.s.p. 20
ML de reacéao.

O programa utilizado para amplificagdo do gene foi: 95°C por 5 min, 30 ciclos
de 95°C por 1 min, 54°C por 1,5 min e 72°C por 1 min, acrescentando-se um tempo
de 5 min a 72°C para extensao final.

Os amplicons, com concentracdo média de 50 ng/uL, foram visualizados em
fotodocumentador (ChemiDoc MP Bio-Rad) sob luz UV, apds aplicagao de 4 uL do
mesmo em gel de agarose 1,5% e corado com brometo de etidio. A corrida
eletroforética foi realizada seguindo as recomendacdes de Sambrook et al. (2001).

As amostras foram quantificadas por fluorometria através do Qubit® 2.0
Fluorometer (Life Technologies) e sequenciadas de acordo com metodologia

descrita acima.

2.4 Andlise das sequéncias de nucleotideos

As sequéncias obtidas foram visualizadas no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (v. 7.1.11). Primeiramente, determinou-se a qualidade Phred/Phrap
das sequéncias, em seguida, as porgdes iniciais e finais das sequéncias foram

removidas, mantendo apenas a porc¢ao de alta qualidade.
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Apos limpeza, cada sequéncia no formato FASTA foi exportada e, utilizando a
ferramenta BLASTn (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), o fragmento foi
comparado com as sequéncias depositadas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo-se uma cobertura de 100% e
identidade igual ou superior a 98% com o padrao depositado no GenBank para
confirmacao da especificidade da sequéncia.

As sequéncias também foram submetidas ao RDP — Ribosomal Database
Project Il (http://rdp.cme.msu.edu) para comparacao e identificagao.

Em seguida, as sequéncias deste estudo foram depositadas no banco de
dados do NCBI GenBank sob os numeros de acesso KJ560937 ao KJ561113. A
relacdo completa das espécies identificadas, numero de acesso, local de origem,
especie de peixe proveniente, época e ano de coleta, e tamanho do amplicon esta
listada no Anexo 1.

Para a validacdo dos dados de sequenciamento, foi confeccionada uma
arvore filogenética, com 139 isolados obtidos neste trabalho reconhecidamente
patogénicos para peixes e 22 sequéncias padroes (Tabela 1) provenientes de varios

paises e depositadas no GenBank.

Tabela 1. Cepas padrées utilizadas na construcdo da arvore de maxima

verossimilhanga, e seus locais de origem.

No. Acesso cepa padrao | ldentificagao Local origem
JX861241 Aeromonas veronii india
JN644061 Aeromonas jandaei China
NR_074841 Aeromonas hydrophila EUA
DD137077 Edwardsiella tarda Japao
EU239205 Pseudomonas fulva Coréia
KC210866 Enterococcus China
casseliflavus
AB530699 Enterococcus faecalis Tailandia
NR_036922 Enterococcus durans Alemanha
KC176716 Streptococcus China

agalactiae




NR_027517

Streptococcus

dysgalactiae

Japao

NR 025148 Streptococcus iniae Israel

NR_044359 Lactococcus raffinolactis | Coréia do Sul

KC429785 Lactococcus lactis lactis | China

GQ850376 Lactococcus garviae Ira

FJ555494 Streptococcus Brasil
agalactiae

AF015927 Streptococcus EUA
agalactiae

FJ804000 Streptococcus iniae Brasil

GQ426093 Streptococcus Brasil
dysgalactiae

HQ189121 Aeromonas hydrophila Brasil

JNO001309 Lactococcus garviae Brasil

DQ343843 Enterococcus EUA
casseliflavus

AY706724 Edwardsiella tarda EUA
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Os isolados deste trabalho foram S. agalactiae: 64P, 112FG, M, 36P, 45P,
26P, 74P, 18P, 102FG, 106FG, 77FG, 105FG, 76FG, 104FG, 100FG, 103FG, 99FG,
78FG, Z09S, Z05, 124FG, 43P e 110FG; S.iniae: ZO4, ZO7, 79FG e 81FG; L. lactis
lactis: 17MS, 18 MS, 20MS, 24 MS, 500FG, S17, 39MS, 41 MS, 111FG, 498 FG e
S8; L. raffinolactis: A15 e 505FG; L. garviae: A71, A74, 497FG, 491FG, ZO1, Z02,
A62, 14MS, 31MS, 33MS, 36MS, 52MS, 9MS, 15MS, S11 e 499FG; E. casseliflavus:
A1, A8, A5, A9, A2, A6, A10, A7, A14, P, S27, S22, S28, S21, S19 e S25; E. durans:
5MS e S9; E. faecalis: 3MS, 4MS, 7MS, 8MS, 10MS, 13MS, 28MS, 42MS, 43MS,
37MS e S14; Edwardsiella tarda: 91FG, 4N, 18FG, T13A, ; A. hydrophila: 1SIL, 10D,
9D, A129, ATCC7966, A130, A122, A133, 41FG, A128, A135, 117FG, 120FG,
121FG, 125FG e 126FG; A. jandaei: 14D e A124; A. veronii: 7SIL, ANEP, 6SIL, 5N,
1D, A107, A115, A131, A119, A116, A113, A109, A134, A112, A136; Pseudomonas
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sp: 2SIL, 4SIL, 3SIL, A82, A76, 94FG, 83FG, T51, 115FG, 114FG, 116FG, A75, A78,
A6GG6, 49MS.

As 161 sequencias FASTA foram alinhadas pela ferramenta Clustaw Multiple
Alignment (programa BioEdit Sequence Alignment Editor, v. 7.1.11), em seguida,
estes dados foram inseridos no programa Mega (v. 5.05) para se determinar o
melhor modelo de substituicdo molecular.

Como resultado da analise preliminar, foi gerada uma arvore de maxima
verossimilhanca, utilizando o modelo “General Time Reversible”, parametro modelo
gamma com cinco categorias, opgado de inferéncia na arvore “Nearest-Neighbor-

Interchange”. Bootstrapping de 1000 repeticdes.

2.5 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Foram utilizados discos impregnados com florfenicol (30 ug) e oxitetraciclina (30
Mg) e inseridos em Agar Mueller Hinton (Difco), segundo a técnica de CLSI (2009).
Foram consideradas sensiveis as cepas com os halos iguais ou superiores a 37 mm;
intermediarias, aquelas entre 26 e 36 mm, e resistentes as inferiores a 25 mm.

Foram avaliadas 33 cepas dos géneros de maior prevaléncia em ambito
nacional, sendo 12 de Aeromonas (cepas A131, A112, A116, A124, 14DP, A135,
A133, A130, 121FG, A110, 117FG E 126F), 06 de Streptococcus (18P, 76FG, M,
36P, 103FG, 100FG), 08 de Lactococcus (497FG, 505FG, 111FG, 17MS, 20MS,
31MS, A71 E S11) e 07 de Enterococcus (A1, A5, A8, P, 4MS, 8MS, 42MS).

3. Resultados e Discussao

O presente estudo confirmou que a PCR de colénia aliada ao
sequenciamento do gene 16S rRNA pode ser uma ferramenta valida no campo de
diagnostico de bacterioses em peixes, reduzindo custos e tempo de identificacdo
dos isolados (Tabelas 2 e 3), uma vez que as etapas de extragao e purificacdo do
DNA da PCR padrao sao eliminadas, porém ainda dependente das condi¢des ideais

de crescimento do microrganismo.
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Tabela 2. Custo das anadlises para identificacdo de bactérias realizadas em

laboratorio de universidade ja equipado.

Microbiologia classica

Valor/amostra R$

PCR padrao

Valor/amostra R$

PCR col6nia

Valor/amostra R$

Isolamento em

0,93 0,93 0,93
placa
Multiplicagdo em
Plicas 1,25 1,25 -
meio liquido
Testes
_ 26,02 - -
bioquimicos
Extracao DNA - 17,00 -
PCR - 7,56 7,56
Eleroforese 0,83 0,83
Purificacao - 7,64 -
Sequenciamento - 15,00 15,00
Total 28,02 R$ 50,21 R$24,32
Tabela 3. Tempo gasto em cada etapa nas metodologias avaliadas.
Microbiologia
_ PCR padrao PCR colénia
Classica
Isolamento placa 24a72h 24a72h 24a72h
Multiplicagdo em
i . 24 a48 h 24 a48h -
meio liquido
Testes bioquimicos 7 dias - -
Extracao DNA - 3h -
PCR e eletroforese - 4,5h 4,5h
Purificagéo - 1h -
Sequenciamento - 1 dia 1 dia
Total 9 a 12 dias 4 a 7 dias 3 a5 dias

*tempos de isolamento variam dependendo da espécie a ser cultivada.
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Verificou-se economia de 13,21 % nos gastos de analise da PCR de colbnia
em relagdo a microbiologia classica (isolamento e testes bioquimicos), além de
reducao de 6 dias para emissao do laudo conclusivo. Em relagdo a PCR padrao, a
economia foi de 51,57 % e diminuigdo de cerca de um dia para o diagndstico final.

A metodologia de PCR de coldnia produziu bandas com a mesma intensidade
que a PCR padrao, a qual utiliza DNA extraido e purificado, para todos os 178
isolados (Figura 3). Outros estudos utilizaram esta metodologia (Kong et al. 2004;
Coton e Coton, 2005) porém, este trabalho direcionou a utilizagao da técnica para o
diagnostico de enfermidades na importantes para a aquicultura, area que carece de

evolugdo nas tecnologias, principalmente no Brasil.

1000pb 1000pb

900pb 900pb

Figura 3. Eletroforograma de gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio,
evidenciando amplificacdo do gene 16S rRNA (“primers” 8F/907R). O tamanho
molecular da banda é de 899 pb. A: PCR de col6nia; B: PCR padrao.

Tabela 4. Vantagens e desvantagens de cada método.

Microbiologia

o PCR padréao PCR de colonia
classica
Diagndstico Diagndstico conclusivo;
Menor conclusivo, mais 51 % mais econdmica e
Vantagens L o L
tecnificagao rapido que a M.  24-48 h mais rapida que
classica. a PCR padréo.
Diagndstico Mais onerosa; 1 a 3% pode falhar;
inconclusivo e Ainda depende Ainda depende cultivo
Desvantagens

demorado cultivo bacteriano bacteriano
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A desvantagem da PCR direto de colénia € que 1 a 3% das amplificacbes
podem falhar devido a variacdo no didmetro dos palitos de dente (Kong et al., 2005).

Os eletroforogramas resultantes do sequenciamento dos amplicons
provenientes de ambas as técnicas apresentaram qualidade Phred/Phrap igual ou
superior a 20, garantindo a confiabilidade na escolha da PCR direto da colénia como
alternativa mais rapida para diagnéstico.

Visando validar os dados do sequenciamento, foi construida a arvore de
maxima verossimilhanga, exibida na Figura 4, agrupando as cepas isoladas neste
trabalho em ramos de mesma espécie, de acordo com o esperado.

O principio da maxima verossimilhanga para inferéncias filogenéticas é avaliar
a probabilidade de que um determinado modelo de mudangas evolutivas possa
explicar a origem dos dados observados. Neste meétodo, uma arvore inicial é
construida utilizando o método de “Neighbor-Joining”, e os comprimentos de cada
ramo sao ajustados para maximizar a verossimilhanga das informagdes, produzindo

a topologia da arvore para o modelo evolutivo desejado (Tamura et al., 2011).
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Figura 4. Arvore de méaxima verossimilhanca de cepas de bactérias oportunistas em
peixes de maior incidéncia neste trabalho (A) e padrées depositados no GenBank
(B), identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA, com conjunto de
“primers” 8F/907R.

A presencga de ramos evolutivos distintos entre os isolados deste trabalho, de
outros trabalhos da América e de paises da Europa e Oriente (chave B, Figura 4)
pode ser explicada pelo fato dos isolados de diferentes regides geograficas
apresentarem taxas de mortalidades distintas e consequentemente patogenicidades
diferentes, como relatado para S. agalactiae isolada dos EUA, Brasil, Honduras,
Israel e Kuait (Evans et al., 2014).
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Figura 5. Porcentagem de géneros bacterianos identificados pelo sequenciamento
do gene 16S rRNA nos estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parana e Rio de
Janeiro.

Os géneros relacionados as bactérias patogénicas e de maior frequencia
neste estudo foram Aeromonas (31%), Lactococcus (23%), Enterococcus (22%),
Streptococcus (20%), Pseudomonas (11%), Citrobacter (6%), Edwardsiella (5%),
Acinetobacter (3%), Enterobacter (2%), Plesiomonas (1%) e Weissela (1%). O
restante (maioria proveniente da pele) pode ser considerado como contaminante no

processo de isolamento e/ou habitantes naturais da microbiota da agua (Figura 5).
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Figura 6. Distribuicdo das principais espécies de patdogenos bacterianos

provenientes dos estados de Mato Grosso do Sul, Parana, Rio de Janeiro e Sao

Paulo e identificados pelo sequenciamento do gene 16S rRNA.
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Em relacédo as espécies, dentre os 43 isolados de Aeromonas, 53% foram
identificados como A. hydrophila pelo sequenciamento do gene 16S rRNA,
corroborando dados da literatura que apontam a predominancia desta espécie em
peixes (Belém-Costa e Cyrino, 2006). Ja A. veronii correspondeu a 40% dos
isolados, como ilustrado na figura 6.

Destaca-se também a caracteristica de sazonalidade observada neste estudo,
pois na primavera e verdo, com a temperatura da agua elevada observou-se o maior
indice de isolamento desses patogenos. Entre as 27 cepas de Streptococcus
oriundas do Mato Grosso do Sul, Parana e Sao Paulo, 89% corresponderam a S.
agalactiae, fato também observado por Netto et al.(2011) e Figueiredo et al., (2012).

Apesar de infecgédo por S. agalactiae ser a maior causa de perda na tilapicultura
mundial, esse patégeno também foi isolado em cachara proveniente do Mato Grosso
do Sul. Outros estudos também descrevem S. agalactiae em varias outras espécies
de peixes, como Sparus auratus, Liza klunzigeri (Evans et al., 2002) e Pampus
argenteus (Duremdez et al., 2004).

Para o género Lactococcus, a espécie emergente (L. garviae) correspondeu a
52% do total dos 29 isolados do género, seguido por L. lactis com 41% de incidéncia
, com omaior numero isolado de cacharas.

L. garviae foi isolado de varias espécies de peixes ao redor do mundo,
destacando-se Japao (Nishiki et al., 2011), Africa do Sul (Bekker et al., 2011),
Europa (Eyngor et al., 2004) e Brasil, com o primeiro surto documentado em 2009,
em tilapia e pintado (Evans et al., 2009). Os peixes acometidos pela lactococose
apresentaram letargia, anorexia, escurecimento da pele e natagdo préxima a
superficie da agua (AVCI et al., 2010), resultando em perdas econdmicas
importantes, principalmente quando a temperatura da agua esta elevada durante os
meses de verao (Vendrell et al., 2006).

Ha poucos trabalhos que apresentam L. lactis como patdégeno oportunista de
peixes, todavia, vale ressaltar um estudo recente (Chen et al., 2012) que apresentou
o L. lactis subsp. lactis como o responsavel pela perda de 100% dos esturjdes
hibridos (Huso huso x Acipenser ruthenus) em uma piscicultura do Taiwan, China.

Neste estudo, foram isolados 31 cepas de Enterococcus a partir de amostras da

pele e rim, sendo 55% E. casseliflavus, 36% E. faecalis, 6% E. durans e 3% E.
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sulfureus. A prevaléncia de E. casseliflavus também foi detectada em isolados de
agua e sedimento (66,7% de um total de 410 isolados de Enterococcus sp). na
Tailandia (Petersen e Dalsgaard, 2003b).

Dentre as varias espécies existentes de Pseudomonas (n=15), neste estudo
predominaram as espécies P. putida (27%) e P. fulva (20%). Eissa et al. (2010)
encontraram 30,83% de incidéncia de espécies de Pseudomonas em tilapia-do-nilo,
no Egito. Ja, Hussain (2002) e Zorrilla et al. (2003) relataram a incidéncia de
15,27%, 13,5% e 9,7%, respectivamente, de espécies de Pseudomonas em peixes
marinhos, numeros que se aproximam dos 11% encontrados neste estudo .

Como o numero de isolados de cada regiao foi baixo, ndo se pdde determinar
um perfil de frequéncia de patégenos por localidade neste trabalho, porém ressalta-
se importancia de se desenhar um perfil regional em programas de monitoramento
de sanidade aquicola ou manejo preventivo, pois, da mesma forma que, em caso de
surtos de enfermidades, medidas de tratamento ser&o distintas em cada regido, uma
vez que os fatores luz, qualidade da agua e solo, contaminacao por herbicidas de
plantagdes vizinhas ao sistema aquicola, quantidade de parasitas, forma de manejo,
etc também sao peculiares a cada localidade.

Quanto aos tratamentos, com a intensificacdo da producdo de peixes e
aumento da incidéncia de enfermidades, houve também aumento no uso
indiscriminado de antimicrobianos, o que tem preocupado sociedade (Blackburn et
al., 2010). O emprego de drogas em larga escala tanto para fins profilaticos quanto
terapéuticos tem provocado a selecao de populagdes bacterianas resistentes aos
principais antimicrobianos disponiveis no mercado (Sarter et al., 2007), com especial
atencdao para o Brasil, onde apenas dois antibiéticos, florfenicol e oxitetraciclina
estdo na lista dos aprovados pelo Programa Nacional de Sanidade de Animais
Aquaticos (PNSAA) baseado nas diretrizes da OIE, e sob responsabilidade do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

Para ilustrar este quadro preocupante de resisténcia, foram realizados
antibiogramas com florfenicol e oxitetraciclina em 33 isolados obtidos neste trabalho,
divididos em quatro géneros mais incidentes segundo a distribuicdo geral das

regides geograficas analisadas (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de sensibilidade a antimicrobianos realizados para o florfenicol e
oxitetraciclina para os géneros de bactérias mais prevalentes dentre os isolados

deste trabalho.

Género Resisténcia ao Florfenicol | Resisténcia a Oxitetraciclina
bacteriano (%) (%)
Aeromonas n=12 16,7 8,3
Streptococcus n=6 83,3 16,7
Lactococcus n=7 85,7 71,4
Enterococcus n=7 71,4 57,1

Para o grupo das Aeromonas ainda ha possibilidade de tratamento com
ambos os antibidticos, uma vez que a resisténcia apresentada foi inferior a 20%,
dados semelhantes aos relatados por Petersen e Dalsgaard (2003b) em
pisciculturas integradas na Tailandia, que avaliaram as espécies de peixes:
Probarbus jullieni, Barbodes gonionotus, tilapia e carpa comum.

No entanto, além dos problemas taxondmicos e epidemioldgicos, o uso de
antimicrobianos para tratar infecgdes bacterianas e sua incorporagdo em doses sub-
terapéuticas na racao de peixes resultam em aumento global da resisténcia. Ou
seja, se ndo houver uso consciente dos antimicrobianos legalizados no Brasil para o
tratamento de surtos de Aeromonas, o uso de outras drogas pode ndo ser mais uma
alternativa para o futuro.

Em relagéo aos isolados de Streptococcus, houve alta resisténcia (83,3%) ao
florfenicol, porém sensibilidade a oxitetraciclina na maioria dos isolados testados. Ja
os isolados dos géneros Lactococcus e Enterococcus apresentaram alta resisténcia
(acima de 57%) aos dois antimicrobianos.

Existem grandes dificuldades na utilizagcdo de antimicrobianos para o
tratamento da estreptococose, uma vez que o patdégeno pode sobreviver no interior
de macrofagos, onde muitas drogas antimicrobianas ndo conseguem atuar. Os
antimicrobianos podem eliminar os sinais clinicos da doenga, porém nao o patégeno,
além do fato que peixes doentes tornam-se anoréxicos, tornando este método de
tratamento falho, e ainda contribuindo para o desenvolvimento de resisténcia (Amal
e Zamri-Saad, 2011).
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Uma alternativa nos casos de estreptococcose tem sido a vacinagdo. Ha
varios tipos de vacinas estreptococicas, com ou sem adicao de extrato de produtos
extracelulares ou adjuvantes. As vacinas podem ser injetaveis, orais ou por imersao,
sendo as primeiras mais eficazes e tém contribuido para diminuicdo da morbidade e
mortalidade de peixes e consequentemente, diminuido o uso indiscriminado de
antimicrobianos (Amal e Zamri-Saad, 2011).

Em relagdo aos enterocococos, tem-se relatado um aumento significativo de
infeccbes nosocomiais e os isolados clinicos tém adquirido resisténcia a uma vasta
gama de antimicrobianos (Cesare et al., 2012), tornando tais infec¢des de dificil
tratamento.

Os maiores indices de resisténcia relatados sdo em propriedades onde ha
consorcio entre criacao de peixes e de frangos ou porcos. No caso, a resisténcia de
Enterococcus a oxitetraciclina foi de 75% em pisciculturas consorciadas na Tailandia
(Petersen e Dalsgaard, 2003a; Petersen e Dalsgaard, 2003b) contra 57% de
resisténcia encontrada neste trabalho para oxitetraciclina e 71,4% para florfenicol.

Em relagdo ao grupo dos lactococos, segundo género de maior incidéncia
avaliado neste trabalho, muitos antimicrobianos que demonstram atividade in vitro
contra L. garviae, sao ineficientes em condi¢gdes de campo, provavelmente devido a
rapida anorexia desenvolvida pelos animais e o surgimento de cepas resistentes
(Vendrell, 2006). Os isolados de Lactococcus sp. obtidos neste estudo apresentaram
85% de resisténcia ao florfenicol e 71,4% a oxitetraciclina. Kawanishi et al. (2005)
encontraram resisténcia simultdnea em 44% dos isolados de L. garviae a
eritromicina, lincomicina e oxytetraciclina.

As substancias mais utilizadas no controle da lactococose em truta arco-iris
sdo a eritromicina, oxitetraciclina, amoxilina e doxyciclina. Dentre estas, somente a
oxitetraciclina é permitida no Brasil, e seus resultados s&o inconstantes ao redor do
mundo, como Japao (Ooshima et al., 1997) e Turquia (Diler et al., 2002).

As alternativas investigadas no controle da lactococose tem sido injecéo
intraperitoneal de bacteriéfagos de L. garviae (Oliveira et al., 2012) nos peixes de
criagao, utilizacdo de Aeromonas sobria como probidtico, (Brunt et al., 2005) para
estimular a imunidade inata, aumentando o numero de leucécitos e melhorarando a

atividade fagocitica e da atividade respiratoria dos leucocitos, e a alternativa mais
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eficaz que é a vacinagdo com cepas de L. garviae inativadas por formalina (Vendrell
et al., 20006).

4. Conclusao

A técnica de PCR direta de colénia associada ao sequenciamento do gene
16S rRNA constituiu uma alternativa eficiente, rapida e econémica, pois permitiu
redugao de 9 para 3 dias no tempo para diagnostico em relagédo a microbiologia
classica, além de fornecer um resultado conclusivo e com economia de 16% nos
gastos das analises. Em comparagdo a PCR padrao, permitiu economia de 52,44%
dos gastos, demorando um dia a menos para emissdo do laudo. Como
consequéncia do sucesso da técnica, foi possivel identificar os principais patdgenos
responsaveis por mortalidades nas pisciculturas das localidades analisadas neste
trabalho. Também foi observado um elevado indice de resisténcia ao florfenicol e a
oxitetraciclina pelos isolados testados, fato preocupante para a sociedade.
Recomenda-se a criagdo de programas de monitoramento da sanidade na produgao

aquicola e maior fiscalizagado no uso dos antimicrobianosna piscicultura brasileira.
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CAPITULO 3. Validagao da técnica de PCR quantitativo em tempo real (qaPCR)
para o diagnédstico de infecgdes por Aeromonas hydrophila em

peixes no Brasil

RESUMO - Aeromonas hydrophila € um cocobastonete gram-negativo
responsavel por substanciais perdas na aquicultura mundial nos ultimos anos, além
de ser risco potencial para saude dos humanos. A doenga causada por esta bactéria
esta associada ao excesso de matéria organica na agua e a danos causados ao
hospedeiro por manejo ou parasitos. Todavia, a bactéria depende de potentes
fatores de viruléncia, para que possa colonizar, invadir e driblar o sistema imune do
hospedeiro. Neste trabalho, explorou-se o gene (ahal) da adesina presente na A.
hydrophila, a qual desempenha papel fundamental na instalacédo de infe¢des pela
bactéria. Avaliou-se a especificidade e sensibilidade analitica da PCR quantitativa
absoluta em tempo real, baseada em SyBr Green |, para identificar e quantificar
amostras de A. hydrophila, através da microbiologia convencional, e a partir do DNA
total extraido de tecido de rim de tilapias infectadas experimentalmente com a
bactéria. O ensaio mostrou 100% de especificidade e limiar de detecgdo de 20 fg
para o DNA de isolados e 0,2 fg para DNA total de tecido. Este trabalho constitui
uma ferramenta valiosa para deteccdo de A. hydrophila de peixes oriundos de
criacdo intensiva e, a habilidade de quantificacdo da bactéria no hospedeiro,
representa uma forma de medida da eficacia de vacinas e terapias com antibidticos,
além de auxiliar na identificacao dos fatores que predispdem as populagdes a surtos
de doencgas. Assim,com 0 monitoramento da presenga do patdgeno, esta técnica
contribuira para a reducao das perdas na piscicultura.

Palavras-chave: adesina, Aeromonas hydrophila, gaPCR em tempo real, tilapia.

1. Introdugao

Dentre as varias espécies de bactérias com potencial risco para a ocorréncia
de doencas em pisciculturas intensivas no Brasil, destaca-se a Aeromonas
hydrophila. =~ Este  cocobastonete = gram-negativo  pertencente a familia
Aeromonadaceae, cujo habitat € predominantemente aquatico, € responsavel por
lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de agua doce. E moével,
possui flagelos polares, ndo produz esporos, ndo possui capsula, pode ser aerdbia
ou anaerdbia facultativa (Austin e Austin, 1987).

A doencga causada por A. hydrophila estd associada ao excesso de matéria
organica na agua, acometendo peixes em condi¢cdes de estresse e/ou associada a
infeccao por outros patégenos (ABDEL-TAWWAB et al., 2008).



50

A transmissdo do agente infeccioso ocorre de modo horizontal, estando o
mesmo presente na agua e no sedimento dos viveiros, sendo transmitido por
descargas do trato intestinal dos peixes e lesdes externas na pele (COSTA, 2003).

A presenga de grande quantidade de A. hydrophila em pisciculturas intensivas
apresenta também risco aos humanos, uma vez que a bactéria pode causar
gastrenterite, septicemia, sindrome urémico-hemolitica, meningite, peritonite,
infeccoes em feridas, infeccbes do trato respiratério e infecgbes oculares
(VIZZOTTO, 2009).

Para que possam colonizar, invadir e driblar o sistema imunolégico do
hospedeiro e causar dano tecidual, as Aeromonas dispdem de vasta gama de
fatores de viruléncia tais como proteases, hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas,
leucocidina, elastases, camada-S e adesinas (GALINDO et al.,, 2006; VON
GRAEVENITZ, 2007), mas os mecanismos associados a doenga ndo foram ainda
amplamente estabelecidos (HUYS et al., 2002).

As adesinas desempenham papel fundamental na instalagdo de infecdes pela
bactéria, uma vez que sao responsaveis pela aderéncia da mesma na célula
hospedeira, pois se situam na superficie da parede bacteriana e se ligam a
receptores especificos (FANG et al., 2004).

Diversas adesinas filamentosas (fimbrias) e n&o-filamentosas (afimbriais)
foram descritas em espécies de Aeromonas mesofilicas. Os dois tipos de fimbrias
aumentam a adesao da bactéria a diferentes linhagens celulares (MERINO et al.,
1995).

Em vista disso, o gene da adesina (ahal), como fator de viruléncia, tem sido
utilizado para identificagdo da espécie de A. hydrophila (FUKUSHIMA et al., 2003;
FANG et al., 2004; SHANNON et al., 2007).

Nos ultimos anos, uma variagédo da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR),
a PCR quantitativa em tempo real, tem auxiliado na identificagdo de Aeromonas sp
na piscicultura (SHANNON et al., 2007 GRIFFIN et al., 2013) devido a alta
sensibilidade, especificidade e acuracea da técnica na detecgdo de numeros muito
baixos de bactérias, além de eliminar a necessidade de eletroforese em gel.

O agente fluorescente o SyBr Green® , o qual atua como intercalante da fita

dupla de DNA e se mantém estavel em altas temperaturas, pode ser utilizado pois,
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além de n&o interferir na atividade da enzima e ligar-se a molécula em proporgdes
lineares, possui menor custo em relagédo a outros intercalantes do mercado e maior
facilidade de uso (WILSON; CARLSON, 2003).

Assim, os objetivos do trabalho foram desenvolver um teste de PCR
quantitativo absoluto em tempo real para identificacdo de A. hydrophila e avaliar sua
especificidade e sensibilidade analitica para isolados bacterianos, além de avaliar a
capacidade do teste em detectar a presencga de A. hydrophila em amostras de DNA

extraidas diretamente do rim dos peixes hospedeiros.

2. Material e Métodos
No entanto, neste trabalho, os “primers” previamente publicados (FUKUSHIMA et al.,
2003) foram ligeiramente modificados para que pudessem amplificar o gene de

isolados de A. hydrophila obtidos neste estudo.

2.1 Isolamento bacteriano

As 31 cepas de A. hydrophila foram isoladas de peixes doentes apresentando
sinais clinicos caracteristicos de aeromoniose, tais como escurecimento da derme,
corrosédo das nadadeira e manchas avermelhadas na pele , originarios de diferentes
pisciculturas do Brasil (Itaju-SP, Santa Fé do Sul-SP, Palmital-SP, Rio de Janeiro-
RJ, Arealva-SP, Guaira-SP, Porto Ferreira-SP e Jaboticabal-SP), pertencentes ao
Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos (Lapoa, Caunesp/Unesp), ao
LENAQ (Laboratério de Enfermidades de Animais Aquaticos, APTA/Votuporanga) e
ao Laboratério de Microbiologia de Prevet Sanidade Aquicola (Jaboticabal-SP).

Foram previamente identificadas pelo sequenciamento do gene 16S rRNA,

“primers” 8F/907R. As informacgdes estdo apresentadas na Tabela 1.



Tabela 1.

Cepas de Aeromonas hydrophila utilizadas neste trabalho.
Cepa Referéncia Origem Local
A111 Acervo Lapoa Rim tilapia SP
A120 Acervo Lapoa Rim tilapia SP
A125 Acervo Lapoa Rim tilapia SP
127FG Acervo Lenaq Rim tilapia SP/PR

231413 Acervo Prevet Rim tilapia SP
35142A Acervo Prevet Rim tilapia SP
2014068 Acervo Prevet Rim tilapia SP
37142A Acervo Prevet Rim tilapia SP
42141D Acervo Prevet Rim tilapia SP
43142C Acervo Prevet Rim tilapia SP
49143A Acervo Prevet Rim tilapia SP
37142B | Acervo Prevet |  Cncefalo SP
tilapia
DP09146 Acervo Prevet Rim tilapia SP
DP09148 Acervo Prevet Rim tilapia SP
MI15141G Acervo Prevet Rim tilapia SP
1SIL KJ561014 Rim tilapia SP
5SIL KJ561015 Rim tilapia SP
A129 KJ561018 Rim tilapia SP
ATCC7966 KJ561019 Ambiente RJ
A130 KJ561020 Pele tilapia SP
A122 KJ561021 Pele pintado SP
A133 KJ561022 Pele tilapia SP
41FG KJ561023 Rim tilapia SP/PR
A128 KJ561024 Pele tilapia SP
A135 KJ561025 Pele carpa RJ
117FG KJ561026 Rim tilapia SP/PR
120FG KJ561027 Rim tilapia SP/PR
125FG KJ561029 Rim tilapia SP/PR
126FG KJ561030 Rim tilapia SP/PR
128FG KJ561031 Rim tilapia SP/PR

2.2 Extragao de DNA
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Uma coldnia de cada cepa bacteriana foi transferida para um tubo contendo 2

mL de meio TSB (Tryptic Soy Broth- Biolife) e incubado por 18 h ou até que se

atingisse a DOggp de 1 a 1,5. Apds incubagao a 28°C, 1,0 mL da cultura bacteriana

foi centrifugada a 12.000 xg por 1 min, o sobrenadante descartado e o pellet

congelado a -20°C para posterior extragcdo do DNA. Utilizou-se o kit Axyprep®

miniprep para DNA gendmico bacteriano, segundo metodologia do fabricante
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(Axygen Biosciences, Union City, CA, USA). A quantificacdo foi feita por fluorimetria,
utilizando o aparelho QuBit 2.0 (Life Technologies, NY, USA).

2.3 Desenhodos “p m ”

O primer R para amplificagdo do Gene Major Adhesin Aha | (Aeromonas
hydrophila) na PCR em tempo real foi redesenhado a partir do gene aha da
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 7966, disponivel no GenBank. O F
permaneceu 0 mesmo descrito por Fukushima et al (2003). A sequéncia do para

“primers” esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Sequéncia de nucleotideos no sentido 5’-3’ dos “primers” para gene ahal
de Aeromonas hydrophila. Amplicon de 200pb.

Primer Sequencia Tm (°C)
Aha | Forward GAGAAGGTGACCACCAAGAACA 57,8
Aha | Reverse GAGATGTCAGCCTTGTAGAGCT 54,2

Apos o desenho manual dos “primers”, as sequéncias foram inseridas no
software Primer Express 3.0 para obtencdo de possiveis formagdes de dimeros
simples, dimeros compostos, hairpins e temperatura de melting, classificando-os

como adequados para utilizagdo na PCR em tempo real.

2.4 PCR convencional

Inicialmente, foi desenvolvida PCR tradicional para se testar a funcionalidade
dos “primers” aha | desenhados. A reacao final consistiu de: 0,5 uL de taq DNA-
polimerase (Fermentas®); 1,2 uL de MgCl, (25 mM), 2,5 pL tampé&o 10X; 0,6 pL dntp
(200 uM); 1,0 uL de cada primer (10 pmol); 2,0 uL DNA (50 ng/uL); 16,2 uL H20
ultra-pura.

O programa otimizado foi o seguinte: 95°C por 5 min, 40 ciclos de 95°C por 1
min, 66°C por 1 min e 72°C por 2 min, além de uma extensao extra a 72°C por 5
min. Em seguida, foi realizada eletroforese em gel de agarose 3%, 90 min, 70 V,

para visualizacdo da banda de DNA de 200pb.
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2.5 Clonagem do gene aha | para confec¢ao da curva-padrao em qaPCR

2.5.1 Purificagao dos produtos de PCR

Apos a PCR descrita no item anterior, seguiu-se a purificagdo do produto de
PCR pelo kit Min Elute® (Qiagen, West Sussex, UK), metodologia recomendada
pelo fabricante. Em seguida, fez-se a quantificagcdo dos produtos de PCR purificados

em fluorimetro QuBit 2.0.

2.5.2 Meio de cultura para cultivo dos clones

O meio utilizado para multiplicagcdo dos clones foi o LB (Luria-Bertani),
composto por Triptona (10g/L), extrato de levedura (5g/L), NaCl (10 g/L), agua
destilada q.s.p., Agar (9 g/L) e ampicilina (50 pg/mL de meio).

2.5.3 Clonagem e transformagao bacteriana

Para clonagem e insercdo do gene ahal em E. coli competente, foi utilizado o
kit Clone Jet (Fermentas®) e a metodologia utilizada foi de acordo com instrugdes do
fabricante, a célula competente utilizada foi E. coli DH10B.

Os clones foram semeados em placas preaquecidas contendo meio LB com
ampicilina, incubados a 37°C, “overnight”.

Na manha seguinte, cada colbnia foi transferida para um tubo contendo LB
liquido com ampicilina e incubado em shaker a 230 rpm, 37°C, “overnight”.

Apoés incubacdo, 1 mL da cultura bacteriana de cada tubo foi estocada em
tubo criogénico, contendo 0,5 mL de glicerol 40% estéril, congelado em nitrogénio
liquido e estocado em freezer -80°C.

O restante do volume da cultura bacteriana foi dividido em tubos eppendorf de
1,5 mL, estéreis, e centrifugados a 4000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi
descartado e as células lavadas com 240 pL de solugdo GET (9 g/L; 20 mL/L EDTA
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0,5 M; 25 mL/L tris-HCI 1 M pH 8,0; agua ultra-pura q.s.p. 1 L), centrifugadas a 4000
rom por mais 5 min e o sobrenadante descartado.
Os tubos contendo os pellets foram estocados em freezer -20°C até o

momento da extragao plasmidial.

2.5.4 Extragao DNA plasmidial

O protocolo para extragao dos plasmideos foi baseado em Sambrook et al.,
(2001), com modificagbes e consistiu de: ressuspensdo do pellet em 60 ul da
solugdo GET com RNAse (10 pg/mL), agitacdo em vortex e incubagao a temperatura
ambiente por 5 min; adigdo de 120 uL de solucéo de lise NaOH/SDS (26 uL/mL de
SDS 10%, 13 yL/mL de NaOH 4M; agua ultra-pura g.s.p. 1 mL), agitacao suave e
incubacado a temperatura ambiente por 5 min; adicdo de 120 uyL de solucido de
acetato de potassio 3 M (0,6 mL de KAc 5M, 0,115 mL de acido acético glacial e
g.s.p. 1 mL de agua ultra-pura), agitagao suave, incubacao a temperatura ambiente
por 5 min, guardado em freezer — 80°C, “overnight’. Apds, as amostras
descongeladas, foram centrifugadas por 45 min, a 4000 rpm, a 20 °C. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf de 1,5 mL, estéril e
adicionado 16 pL de acetato de sédio 3M (ph 5,2). O volume de 1,0 mL foi
completado com isopropanol. Misturou-se gentilmente e guardou-se em freezer -
20°C, “overnight”. Em sequéncia, centrifugou-se os tubos por 45 min, 4000 rpm, a
4°C. O isopropanol foi descartado e adiciounou-se 300 uL de etanol 70 % gelado e
centrifugou-se novamente por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o excesso de
alcool foi evaporado em speed-vac a 30°C, por 10 min. O DNA plasmidial foi
ressuspenso em 40 yL de agua ultra-pura, autoclavada.

A quantidade do DNA extraido foi lida em fluorimetro Qubit®2.0 e a

integridade do DNA foi observada em gel de agarose 1%.
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255 PCR para constatagcdo da insercado do gene ahal no vetor
PJET1.2/BLUNT.

A reagao consistiu de: 0,5 pL de taqg DNA-polimerase (Thermo Scientific®);
1,2 yL de MgCl; (25 mM), 2,5 pL tampéao 10X; 0,2 pyL dntp (200 uM); 2,0 uL de cada
“‘primer” (F e R, 5 pmol); 1,0 uL DNA (50 ng/pL); 15,6 yL H,O ultra-pura.

O programa no termociclador foi o seguinte: 95°C por 3 min, 25 ciclos de 94°C
por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 1 min.

As bandas foram observadas apds eletroforese em gel de agarose 3%,

corado com brometo de etideo.

2.5.6 Reacao de Sequenciamento do plasmidio

A reacao de sequenciamento consistiu de: 4,0 yL de tampéo, 1,0 pL de “Big
Dye”, 1,0 uL de “primer” do vetor pJET (5 pmol), 1,0 yL DNA (50 ng/uL) e agua ultra-
pura g.s.p. 10 ul.

O programa de sequenciamento apresentou um passo inicial de 4 min, a
95°C, 40 ciclos de 94°C por 1 min, 60°C por 1 min, 72°C por 1,5 min e extensao final
por 10 min a 72°C.

Em seguida procedeu-se a lavagem da reacédo de PCR: acrescentou-se 80 ul
de isopropanol (75%), agitou-se em vortex, incubou-se em temperatura ambiente por
15 s, centrifugou-se por 45 min, a 20°C, 4000 rpm, descartou-se o sobrenadante e,
colocando-se em papel toalha, deixou-se secar por alguns minutos. Acrescentou-se,
apo6s secagem, 150ul de etanol 70%, centrifugou-se por 5 min, a 20°C, a 4000 rpm,
descartou-se sobrenadante e centrifugou-se a 500 rpm, com a tampa aberta para
remogao do excesso de alcool. Deixou-se secar em fluxo laminar por 30 min.

Adicionou-se 10 ul de formamida, deixou-se desnaturar a 95°C por 5 min e
manteve-se em gelo até a insergdo da placa no sequenciador (ABI3730 — Applied

Biosystems).
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2.6 PCR quantitativa absoluta em tempo real

O método de PCR em tempo real foi realizado utilizando o marcador SyBr
Green Master mix® (Applied Biosystems), sendo a reagdo conduzida em um
aparelho termociclador para PCR em tempo real (Applied Biosystems — Modelo
Real time - 7500).

A otimizagao dos ensaios para A. hydrophila consistiu das seguintes etapas:
1) Verificagdo do ensaio: teste de um controle positivo (A. hydrophhila ATCC 7966) e
um negativo (agua) com os “primers” a 1000nM,;

2) Titulagdo dos “primers”: com a quantidade de DNA do controle positivo constante
(52 ng/uL), variou-se a concentragcao dos “primers” a 600, 800 e 1000nM e suas
possiveis combinagdes para os “primers” R e F.

Objetivou-se selecionar a concentragado de “primers” que gerasse menor Ct,

maior ARn e sem dimeros.
3) Avaliacdo da eficiéncia do ensaio: com as concentracbes dos “primers”
determinadas, foi feita amplificacao de diluigcdo seriada (1:10) do DNA plasmidial de
A. hydrophila para avaliar a eficiéncia indicada pela inclinacdo da curva padrao —
slope.

A reacgao de amplificagdo consistiu de 1,0 yL de cada primer (F e R), 10,0 pL
de PCR master mix SyBr Green®, 2,0 uL de DNA e 6,0 uL de agua DEPC.

Os ciclos da PCR foram constituidos por um passo inicial de 50°C por 2 min,
95°C por 10 min, seguindo-se 40 ciclos compostos por desnaturagao a 95°C por 15
s e anelamento a 60°C por 1 min. Ao final dessa etapa de 40 ciclos, foi realizada a
dissociagao dos produtos amplificados de DNA, entre a temperatura de 65°C e 95°C,
para a avaliacdo da Tm, e as leituras efetuadas a cada 0,1°C. Todas as amostras

foram testadas em triplicata.
2.6.1 Teste de especificidade analitica
Com a finalidade de se comprovar a especificidade dos “primers” desenhados

para A. hydrophila, foi realizado um novo ensaio, submetendo a reagcdo de gPCR em

tempo real, nas mesmas condi¢gdes descritas no item 2.6, os seguintes isolados:



58

Aeromonas jandaei, Aeromonas veronii, Enterococcus casseliflavus, Lactococcus
garviae, Lactococcus lactis, Pseudomonas nitroreducens, Enterobacter ludwigii,
Pseudomonas fulva, Pseudomonas mosselii, Citrobacter freundii, Citrobacter
murliniae, Edwardsiella tarda, Stenotrophomonas maltophilia, Acinetobacter

johnsonii, A. ursingii.

2.6.2 Teste de sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica foi determinada apds conversao das unidades (ng ou
pg de DNA) em quantidade de copias do gene por uL de reagéo, segundo a férmula

abaixo:

Determinagao do numero de copias:

X g/pL DNA X 6,022 x 1023

Tamanho do clone em pb x 649

Observacoes:

clone = plasmideo + inserto
649 g/mol = PM médio de 1 pb DNA

6,022x102% = n° de moléculas em 1 mol (n° de Avogadro)
B '|:._.|..3|

ThermoTFlther Propristary & Confickantisr

Tamanho do clone de A. hydrophila é de 2580pb.

2.7 ENSAIO DE PATOGENICIDADE

Este teste foi feito com a finalidade de se concluir o Postulado de Koch para
as cepas de A. hydrophila utilizadas, avaliar a influéncia da quantidade do gene de
adesina presente em cada cepa sobre a capacidade de instalacédo da doenga nos
animais em experimento e reduzir o tempo de diagndstico, eliminando-se a etapa de
isolamento bacteriano, partindo-se da extracdo do DNA total do rim dos animais

infectados experimentalmente com A. hydrophila.
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2.7.1 Desenho experimental

Foram utilizadas 60 tilapias (Oreochromis niloticus) de 19,7+0,5 g,
provenientes de uma piscicultura comercial, localizada na cidade de Porto Ferreira
(SP). Foram distribuidos trés peixes em cada aquarios de 43L, totalizando 20
aquarios. Cada aquario foi suplementado com filtro e aeracdo. A cada dois dias era
feita a limpeza dos aquarios por sifonagem e a troca de um quarto do volume de
agua. A temperatura da sala de ensaio foi mantida a 28°C durante os sete dias de
aclimatacédo dos peixes e a temperatura da agua variou entre 25 e 26°C. Apds a
infeccdo dos peixes com A. hydrophila, a temperatura na sala de ensaio foi mantida
em 28°C durante o dia e 21°C durante a noite, para favorecer o desenvolvimento da
doenca.

Foi fornecida racdo comercial, oferecida duas vezes ao dia, 1% da biomassa.

2.7.2 Infecgao experimental por A. hydrophila

Os peixes de cada aquario foram infectados com 20 cepas distintas de A.
hydrophila, nomeadas como 231413, 126FG, A129, ATCC7966, 41FG, 117FG,
120FG, 125FG, A122, A111, A135, A120, A128, 35142A, A125, A133, 1SIL, 128FG,
A130, 127FG, na concentragao determinada pela CLs.

As cepas pertencem ao acervo bacteriano do Lapoa (Caunesp/Unesp
Jaboticabal) e Lenaq (APTA/Votuporanga), e foram previamente identificadas como
A. hydrophila por PCR e sequenciamento do gene 16S rRNA.

Para o preparo do desafio, cada uma das cepas foi cultivada em meio TSB,
centrifugada a 7000xg por 30 min; o pellet foi ressuspenso em solugao salina 0,85%
para lavagem, centrifugado novamente a 7000 xg por 30 min. Em seguida, foi
ajustada a concentracdo final para 1,5x 10’UFC/mL de salina.

Uma dose de 100 pL da solugéo bacteriana foi injetada intraperitonealmente
por peixe, apdés anestesia com 6leo de cravo (1mL/L de agua) e a mortalidade foi
acompanhada diariamente durante uma semana.

Peixes com sinais clinicos e moribundos eram eutanaziados através de

choque térmico para coleta de 10 mg do rim e plagueamento do mesmo em TSA
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para reisolamento da bactéria. O mesmo foi feito para os peixes que permaneceram

vivos ao final de sete dias.

2.7.3 Extracao de DNA tecidual e cepas reisoladas

O DNA foi extraido direto do tecido renal das tilapias em experimentacgao,
utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Crawley,West Sussex, UK), e
seguindo as instrucdes do fabricante.

A integridade do DNA foi verificada em gel de agarose 0,8% e a quantificacado
foi feita por fluorimetria pelo Qubit 2.0.

As cepas reisoladas tiveram seu DNA gendmico extraido de acordo com o
descrito no item 2.2.

A reacédo para amplificacdo do gene e o programa no termociclador em tempo
real foram os mesmos descritos no item 2.6, com modificagdo na concentracdo do
DNA tecidual inicial, que foi de 3 ng/uL; ja para o DNA dos isolados bacterianos foi

de 1 ng/uL.
3. Resultados e discussao
Apos otimizagao, a PCR convencional foi bem-sucedida, apresentando banda

unica na altura de 200pb (Figura 1) e possibilitando a clonagem do gene em questao
(Figura 2).

Figura 1. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, evidenciando a
amplificacdo de A. hydrophila. CN: controle negativo (agua DEPC), 91FG:
Edwardsiella tarda, 26MS: Enterococcus sulfureus, ATCC, A128, 41FG:
Aeromonas hydrophila, A124: Aeromonas jandaei, 105FG: Streptococcus
agalactiae.
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ApoOs eluicdo da banda no gel de agarose low melting e concentragdo em
speed-vac (Eppendorf®) por 15 min a 45°C, a concentragdo de DNA lida em
NanoDrop® foi de 21,1 ng/ul para a cepa ATCC 7966

A metodologia de clonagem foi eficiente, obtendo-se placa com grande

quantidade de colbnias.

Figura 2. Colbnias formadas de acordo com a selegcdo positiva pJET1.1/blunt
(Fermentas®) vetor de clonagem que contém um gene da enzima de
restricao letal que é interrompido por uma ligagao de insercao de DNA no
sitio de clonagem, como resultado apenas as células bacterianas com
plasmideos sobrevivem.

A metodologia de extragdo plasmidial também foi eficiente. A Figura 3 revela

o perfil plasmidial extraido.

Figura 3. Padrao de restricdo de plasmideos de E. coli apos eletroforese em gel de
agarose 0,8%, 70V, 90 min. A1, A2: clones da cepa ATCC 7966 de A.
hydrophila.

DNA plasmidial de A. hydrophila foi preparado em dilui¢ées seriadas de 1:10

(10 ng a 100 fg), amplificado por PCR tempo real utilizando SyBr Green | para

construcao da curva-padrao.

Para otimizagao da reacdo de amplificacao, foi realizado teste de titulagdo dos

“‘primers”, e a concentragcdo que apresentou menor Ct e maior ARn foi 1000/1000

nM. Esta concentracdo foi selecionada, apesar de uma pequena formacao de

dimeros no NTC, como evidenciado na Figura 4.
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Melt Curve
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Figura 4. Grafico da curva de dissociagao evidenciando a temperatura de melting da
cepa de A. hydrophila controle e a formagao de dimero do controle negativo
(NTC).

Como o intercalante utilizado é SyBr Green, e ele ndo é gene-especifico,
qualquer minima contaminagéo presente na agua ou, mesmo o fato da presenga de
dimeros, gera fluorescéncia que pode ser mal interpretada como amplificagéo
(BUSTIN et al., 2009). Nota-se que a temperatura de melting da amostra positiva é
de 86°C, diferente do controle negativo que é de 72°C, reforcando a possibilidade de
diferenciacao de ambos.

O teste da eficiéncia da curva foi realizado diluindo-se serialmente (1:10) o
DNA plasmidial de A. hydrophila, a partir de 10 ng até 100 fg. Como resultado
obtivemos o valor de slope: -3,507; R% 0,999; Eficiéncia: 92,824% (Figura 5).Como o
primeiro ponto apresentou um Ct muito precoce, com valor de 4,5, foi eliminado da

curva e a curva de amplificacdo € mostrada na Figura 6.



63

Standard Curve
35

30

25

Cr

20

0,000001 0.00001 0.0001 001 001002 a1 02 1 2345 10 203 100 200 1000
Quantity
Lagang

M standara |l Unknown [l Unknown (Flagged)

Figura 5. Curva-padrao obtida na qaPCR por diluicdo seriada de DNA plasmidial de

A. hydrophila.
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Figura 6. Um exemplo dos resultados da qaPCR em tempo real evidenciando a
relacdo entre quantidade de DNA e threshold cycle (Ct). Neste exemplo,
DNA plasmidial de A. hydrophila foi diluido serialmente de 1 ng a 100 fg
amplificado com SyBr Green master mix.
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Figura 7. Curva-padrao obtida na qaPCR por diluigdo seriada de DNA plasmidial de

A. hydrophila evidenciando a relagdo do numero de copias do gene ahal
e threshold cycle (Ct). Neste exemplo, DNA plasmidial de A. hydrophila foi
diluido serialmente de 1 ng a 100 fg amplificado com SyBr Green master

mix.

Em relacéo aos isolados de A. hydrophila, a concentracdo de DNA genémico

utilizada nos ensaios, apos otimizagao, foi de 1ng/uL ou na ordem de 10° UFC/mL.

Os resultados da quantificacdo, Ct e temperatura de melting estdo explicitos na

Tabela 3.

Tabela 3. Quantificagdo do gene para adesina da curva-padrao e de DNA
amplificado de 33 isolados de A. hydrophila deste trabalho.

Quantificacéo .
Amostra (pg) e desgio- d Ct '."ed'o € Tm (°C)
~ esvio-padrao
padrao
A2 204+ 0,00 8,88 + 0,03 86,0
A3 20,4+ 0,00 12,30 £ 0,05 86,0
A4 2,04+ 0,00 15,81+ 0,05 86,18
A5 0,204+ 0,00 19,45 + 0,01 86,18
A6 0,0204+ 0,00 22,93 + 0,09 86,18
125FG 2,37 £0,29 15,67 + 0,18 86,92
120FG 2,96 +0,24 15,32 + 0,13 86,0
117FG 2,96 +0,2 15,32 + 0,10 86,0
A111 4,49 + 0,04 14,68 +0,01 86,92
A122 0,19+ 0,02 19,54 + 0,12 86,92
A125 4,35+0,16 14,73 + 0,06 87,28
A135 3,51 +£0,30 15,06 + 0,13 86,37
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ATCC 7966 1,74 + 0,17 16,14 + 0,14 86,55
2014068 2,14+ 0,03 17,07 + 0,02 86,71
35142A 1,96 + 0,08 17,20 + 0,06 87,25
37142A 2,35+0,17 16,93 + 0,11 87,43
37142B 2,62+0,18 16,76 + 0,11 87,07
42141D 0,62 + 0,03 18,95 + 0,08 86,71
49143A 2,28 + 0,05 16,97 + 0,03 87,07
127FG <0,0002 31,33+ 0,20 86,55
126FG <0,0002 29,74 £ 0,22 86,55
128FG <0,0002 32,92 +1,14 86,73
41FG <0,0002 31,41+ 0,14 86,18
A114 <0,0002 30,47+ 0,09 85,82
A120 <0,0002 29,86 + 0,45 86,73
A128 <0,0002 33,28 £ 1,25 86,37
A129 <0,0002 29,83 £ 0,05 85,82
A130 <0,0002 33,75 +0,74 86,92
A133 <0,0002 29,89 £ 0,19 87,10
1SIL <0,0002 32,05+ 0,11 86,52
231413 <0,0002 35,56 + 0,16 86,16
281442B <0,0002 31,63 £ 0,27 85,07
42142C <0,0002 30,72+ 0,14 86,34
43142C <0,0002 32,06 + 0,06 86,89
5SIL <0,0002 31,40 £ 0,05 85,62
DP09146 <0,0002 31,76 £ 0,08 86,71
DP09148 <0,0002 32,01 £ 0,38 86,16
MI15141G <0,0002 32,36 + 0,04 85,07
NTC 0 37,12 64,01

* Threshold cycle (Ct) médio e temperatura de melting (Tm). A2 até A6: pontos da
curva-padrao.

Os isolados de A. hydrophila analisados apresentam quantidade variavel do
gene ahal, sendo que 42,4% (n=14) com Ct médio de 17 e temperatura de melting
esperada de 86°C (FUKUSHIMA et al, 2003). Ja 57,6 % (n=19) apresentaram
amplificagdo tardia, com Ct médio de 31, com concentragao inferior a 100 fg, ainda
mantendo a Tm média de 86°C, indicativo de ser A. hydrophila (Figura 8), porém
apresentando a formacao de dimeros.

A temperatura de melting é aquela suficiente para separar totalmente as duas
fitas do DNA molde. O valor e a duragao requeridos dependem do tamanho e
algumas vezes da sequéncia do DNA molde, além do tipo de termociclador e os
demais componentes da reagcado (BUSTIN et al., 2009).

Sequéncias curtas amplificadas podem transferir formacdes de primer-

dimeros e interferem na formacao de produtos especificos devido a competicdo das
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duas reacdes pelos reagentes e assim pode levar a leitura errada. Por isso, é de boa
pratca o controle da formacao de primer-dimero. E isto pode ser feito pela analise da
curva de melting apés a PCR. A temperatura é gradualmente aumentada e a
fluorescéncia é medida em funcdo da temperatura. A fluorescéncia diminui
gradualmente com o aumento da temperature por causa do aumento do gradiente
térmico que permite maior rotagéo do intercalante ligado.

Todavia, quando a temperatura é atingida, a dupla fita € separada totalmente
e o intercalante se solta e a fluorescéncia cai abruptamente. Esta temperatura,
referida como Tm, é facilmente determinada como o maximo do primeiro derivado
negativo da curva de melting. Como produtos primer-dimero sao tipicamente
menores que o produto-alvo, eles se dissociam em temperaturas mais baixas e sao

facilmente reconhecidos na analise da curva de dissociacdo (KUBISTA et al, 2006).

Quantificacao de isolados de A.hydrophila

1,80E+06
1,60E+06
1,40E+06
1,20E+06
1,00E+06
8,00E+05
6,00E+05
4,00E+05
£ 2,00E+05
2 0,00£+00

ro de cépias do gene/puL

Figura 8. Quantificagao dos isolados de A. hydrophila segundo numero de coépias do
gene de adesina por pL.

Ja para o teste de especificidade analitica, obtivemos os seguintes resultados,
descritos na Tabela 4 e Figura 9, sendo que os dados da curva-padrao foram: slope
-3,54, R? 0,997 e eficiéncia de 91,622%.

As espécies distintas a A. hydrophila apresentaram Ct tardio de 33,45 em
meédia, sendo que o software da qaPCR reconhece como n&o amplificacdo Ct acima

de 35 (que ocorreu para C.murliniae e E. tarda), também nao houve amplificacao
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detectavel para ser quantificada pelo ensaio. Porém o diferencial esta na Tm, com
valores inferiores a 86°C ou ocorrendo picos multiplos na curva de dissociacao,
apresentando duas ou mais Tm (Tabela 4).

Tabela 4. Quantificacdo do gene para adesina de A. hydrophila da curva-padréo e

de DNA de isolados de variadas espécies.

, . Quantificagao Ct méqio €
Amostra Espécie desvio- Tm (°C)
(pg) padrao
A2 A. hydrophila 204 8,59+ 0,3 85,89
A3 A. hydrophila 20,4 12,04 £ 0,1 86,08
A4 A. hydrophila 2,04 15,18 + 0,04 86,08
A5 A. hydrophila 0,204 19,06 £ 0,1 86,08
A6 A. hydrophila 0,024 22,79+0,2 86,26
23FG Acinetobacter 0 34,93 + 1,70 80/64
johnsonii
84FG Acinetobacter 0 34,99 + 1,50 73
ursingii
90FG Aeromonas jandaei 0 32,91 £ 0,51 72/86/76
A124 Aeromonas jandaei 0 30,49 + 1,02 86/72
A109 Aeromonas veronii 0 31,82 +0,40 86/66
A106 Citrobacter freundii 0 34 +£1,20 73
48MS Citrobacter 0 35+ 1,74 72
murliniae
18FG Edwardsiella tarda 0 35,51 +1,35 73
A9 Enterococcus 0 34,52 + 1,97 86/66
casseliflavus
491FG Lactococcus garviae 0 33,17 £ 0,38 73
S11 Lactococcus garviae 0 33,90 + 0,62 73/86
A71 Lactococcus garviae 0 34,29+ 2,15 73
A74 Lactococcus garviae 0 34,72 £ 1,46 73
S17 Lactococcus lactis 0 33,63 + 0,92 66/73/75
A75 Pseudomonas fulva 0 32,93 +0,77 73
A66 Pseudomonas 0 34,64 +0,49 73
nitroreducens
Stenotrophomonas
22FG maltophilia 0 34,74 + 1,22 72
105FG Streptococcus 0 30,89 + 0,30 72/86
agalactiae
81FG Streptococcus iniae 0 28,60+0,16 86/72
NTC agua 0 34,8 77,25

Threshold cycle (Ct) médio e temperatura de melting (Tm). A2 até A6: pontos da curva-

padréo.
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Figura 9. Teste de especificiade analitica do primer aha | de A. hydrophila em
relacdo a outras espécies de bactérias patogénicas a peixes.

A sensibilidade analitica da curva-padrao para o par de “primers” selecionado
pode ser visualizada em gel de agarose (Figura 10). A2 corresponde a 2 ng de DNA

plasmidial, que foi diluido em série, 1:10. O limiar de detecgéo, visivel em gel, foi de

68
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20fg a partir de DNA de isolados (6 ordens de magnitude). Concentragdes abaixo do
limiar s6 podem ser detectadas na qaPCR, observando a temperatura de melting
(Figura 9).

200pb

Figura 10. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio. A2 a A9: DNA
plasmidial de A. hydrophila da curva-padrao, diluicdo 1:10, a partir de 2
ng. CN: controle negativo (agua DEPC).
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Figura 11. Resultado da PCR quantitativa em tempo real para sensibilidade analitica
de A. hydrophila, ensaio feito em triplicata, quantificados em pg por uL de
reacdo. Ct corresponde ao numero de ciclos da reacdo para amplificar o

DNA.

O pré-requisito para se compreender os mecanismos de patogenicidade de
um microrganismo ¢é a identificacdo de todos seus genes de viruléncia (STRAUSS;
FALKOW, 1997). Existem varias metodologias para se detectar genes de viruléncia,
tais como subtracdo gendmica, marcagcdo de transposon e expressao in Vivo
(ZHANG et al, 2000).
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Para avaliar os niveis de viruléncia apresentados pelo teste de gaPCR em
tempo real para as cepas de A. hydrophila, foi realizado o teste de patogenicidade in
Vivo.

Apods 48 h de infecgao experimental com as 20 cepas descritas no item 2.7.2,
0s peixes apresentaram sinais clinicos, tais como corrosdo de nadadeiras, pontos
avermelhados e escurecimento da pele, apds necropsia, verificou-se também rim

hemorragico (Figura 12).

b

Figura 12. Tilapia com sinais clinicos de bacteriose 48 horas apods infecgao
experimental com cepa 125FG de A. hydrophila. Sinais clinicos externos
(A) e internos (B).

O reisolamento da bactéria em TSA s6 foi possivel em cinco das 20 cepas
avaliadas: A130, 125FG, 126FG, 128FG e 41FG, sendo que somente a 125FG havia
mostrado ser virulenta com base na amplificacdo do gene de adesina (Figura 13).
Varios fatores devem ser considerados, tais como o status imunolégico dos peixes,
valor da concentragao do indculo inicial mais baixo que a CLsy, das demais cepas € a
existéncia de outros fatores de viruléncia que sido tdo ou mais eficazes para a
instalacdo da infeccdo, mesmo com a auséncia ou quantidade muito reduzida do

gene de adesina.

Figura 13. Reisolamento da cepa 125FG apos infecgado experimental. Placa de TSA
contendo as colbnias de A. hydrophila (A) e bastonetes gram-negativos
apos teste de Gram (B), aumento de 1000X.
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No gel de agarose, a intensidade das bandas foi bem fraca (Figura 14), o que
pode ser explicado pela quantidade baixa do gene amplificado, detectado pela

gaPCR em tempo real (Tabela 5).

200pb

Figura 14. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, com as cepas
reisoladas de A. hydrophila apds infecgdo experimental com 107 UFC/mL
em tilapia.

Tabela 5. Quantificagdo do gene ahal para adesina amplificado das cepas reisoladas
de A. hydrophila.

Amostra Quantidade (pg) Média Ct Tm (°C)
128FG 0,0013 28,62+0,10 85,47
125FG 0,0002 32,14+0,49 85,67
126FG 0,0002 32,3440,25 85,12
41FG 0,0002 32,39+0,50 84,93
A130 0,0002 32,68+0,20 85,67

O fato de nao ter havido crescimento bacteriano apds infeccao experimental
foi confirmado apds extracao do DNA total do tecido renal dos peixes e qaPCR em
tempo real. Nota-se na Tabela 6 os baixos valores da concentracdo do gene
amplificado, cuja presenga s6 pode ser notada por meio da técnica molecular e nao
da microbiologia classica (Figuras 13 e 14).

Os dados apresentados na Tabela 6, Figura 15 e 16 comprovam a eficacea da
técnica de gaPCR em tempo real a partir de DNA total extraido de rim de tilapias
experimentalmente infectadas. Com esta metodologia, € possivel a eliminagcao da
etapa de isolamento e multiplicagcdo da bactéria e, desse modo, o diagnoéstico pode
ser conclusivo em até quatro horas (1,5 h para extragdo de DNA e 2,5 h para PCR
em tempo real), reducgéao significativa de tempo em relagdo a PCR convencional, que
seria de quatro dias. Além de reducido de custos da analise por amostra, pois na
PCR convencional aliada ao sequenciamento, o preco é de R$ 50,21 excluindo-se
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gastos com equipamentos e mao-de-obra, e na qaPCR em tempo real direto de

tecido é de R$ 25,95.

Tabela 6. Quantificacdo do gene ahal para adesina amplificado do DNA extraido
diretamente do rim de tilapias infectadas experimentalmente com cepas

de A.hydrophila.

Amostra Quantidade (pg) Média Ct Tm (°C)
117FG 0,0002 32,3340,35 85,12
125FG 0,0003 32,1440,49 84,75
126FG 0,0002 32,69+0,14 85,48
127FG 0,0002 32,84+0,18 85,12
128FG 0,0003 32,134£0,25 86,21

1SIL 0,0001 33,26+0,07 85,48
231413 0,0003 31,91+0,05 85,48
35142A 0,0002 32,82+0,07 85,48

41FG 0,0002 32,24+0,21 85,30

A111 0,0002 32,3940,14 85,67

A120 0,0002 32,56+0,28 85,48

A122 0,0001 33,47+0,07 85,85

A128 0,0002 32,1940,19 86,21

A129 0,0001 33,62+0,12 85,67

A130 0,0003 32,15+0,12 84,93

A133 0,0002 33,26+0,22 85,12

A135 0,0003 32,54+0,27 85,48

ATCC 0,0002 32,93+0,07 85,85
CR 0,0001 33,64+0,42 72,86

CR (controle rim) corresponde ao DNA extraido do rim de tilapia sadia.

200pb

Figura 15. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, exibindo baixa
amplificagdo do gene para adesina a partir de DNA total de rim de tilapia
infectada com 1,5.10° UFC de A. hydrophila. A2 a A9: pontos da curva-
padrédo com DNA plasmidial; CN: controle negativo (agua); CR: controle
negativo (DNA do rim de tildpia sadia); 125FG a A122: cepas de A.
hydrophila que foram inoculadas nos peixes em experimento.
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Figura 16. Quantificacdo do gene para adesina amplificado do DNA bacteriano
extraido diretamente do rim de tilapias infectadas experimentalmente com
cepas de A.hydrophila. CR (controle rim) corresponde ao DNA extraido do
rim de tilapia sadia, NTC (agua).

4. Conclusoes

A técnica de qaPCR foi validada para identificagdo e quantificagcdo de A.
hydrophila. Nos isolados com quantidade reduzida do gene ahal pode haver duvidas
na identidade da espécie pela presenca de dimeros e picos multiplos na curva de

dissociagdo, comuns em ensaios de SyBr Green |. Estes problemas podem ser
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resolvidos com a mudancga de intercalantes inespecificos para aqueles que utilizam
sondas, tais como TagMan.

Além disso, futuros estudos podem explorar outros genes de viruléncia, e sua
expressao, inclusive para justificar os resultados deste trabalho, em que cepas, que
apesar das baixas quantidades do gene de adesina, foram capazes de causar
infeccbes nos peixes, 0s quais apresentaram sinais clinicos tipicos da bacteriose.

Este trabalho constitui uma ferramenta valiosa para detec¢do de A. hydrophila
a partir de peixes de criagao intensiva, com redugao de tempo e custo em relagao as
metodologias tradicionais (microbiologia classica e PCR convencional) e, a
habilidade de quantificacdo da bactéria no hospedeiro, representa uma forma de
medida da eficacia de vacinas e terapias com antibiéticos, além de auxiliar estudos
epidemiologicos a identificar fatores que predispdem populagdes a surtos de
doencas, desse modo, com monitoramento da presenga de patégenos, esta técnica

contribuira para reducao das perdas em piscicultura.
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CAPITULO 4. Validacio da técnica de PCR quantitativo absoluto em tempo real
(gaPCR) para o diagnéstico de infec¢ao por Streptococcus

agalactiae em peixes no Brasil

RESUMO - Streptococcus agalactiae ou GBS sdo cocos gram-positivos,
responsaveis por perdas substanciaisna tilapicultura no Brasil € no mundo. Causam
septicemia e meningoencefalite nos peixes e a mortalidade de cardumes inteiros
pode ocorrer em até 72 h. Destaca-se a importancia do desenvolvimento de
metodologias de diagndstico cada vez mais rapidas, especificas e sensiveis. Neste
estudo, um par de “primers” especificos para GBS foi desenhado a partir do gene cfb
e inicialmente avaliado por PCR convencional e eletroforese em gel de agarose. Em
seguida, os protocolos foram adaptados para PCR quantitativa (qaPCR) em tempo
real com o objetivo de validar a técnica para identificacdo e quantificacdo dos
isolados de GBS por meio da detecgcao em tempo real dos amplicons por medidas
de fluorescéncia. E finalmente, foi realizado ensaio de patogenicidade em tilapia com
as cepas de GBS deste trabalho, o DNA total do encéfalo dos hospedeiros foi
submetido a mesma técnica e as cepas foram reisoladas, fechando o postulado de
Koch. O ensaio apresentou 100% de especificidade em relacdo as outras espécies
bacterianas avaliadas e sensibilidade de deteccdo de 4,7 colénias por 20 mg de
encéfalo, tornando este teste uma ferramenta de grande valia para programas de
monitoramento sanitario.

Palavras-chave: fator CAMP, PCR quantitativa absoluta em tempo real,
Streptococcus agalactiae, tilapia.

1. Introdugao

Streptococcus agalactiae ou Streptococci do Grupo B (GBS) sdo bactérias
oportunistas presentes no meio aquatico e responsaveis por septicemia e
meningoencefalite em varias espécies de peixes ao redor do mundo (BAYA, et al.,
1990; EVANS, et al.,, 2002; DUREMDEZ, et al., 2004), com maior incidéncia
naqueles cultivados em aguas tropicais, como no Brasil. Representa também risco a
saude publica, pois em humanos neonatais podem causar septicemia, pneumonia,
meningite, osteomielites e infecgdes nos tecidos moles (IP, et al., 2006; OLIVARES-
FUSTER et al., 2008).

Segundo Figueiredo et al. (2006), nos ultimos anos tem-se observado uma

elevagado da ocorréncia de casos clinicos associados a S. agalactiae em diferentes
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regides geograficas, o que levou o0 mesmo a ser considerado um patdgeno
emergente para peixes de agua doce ou marinha (EVANS et al., 2002) e hoje ser a
causa de maior perda na tilapicultura mundial.

Nao ha informagao oficial sobre os prejuizos econémicos resultantes de
infeccdo por S. agalactiae em pisciculturas no Brasil, porém a partir de dados sobre
mortalidade de tilapias em estudo recente realizado por MIAN et al. (2009) pode-se
inferir os prejuizos econdmicos desta bacteriose no setor aquicola.

Fatores como a alta densidade de estocagem, baixa concentracdo de
oxigénio dissolvido, altas concentragdes de amdnia e nitrito, pH, alcalinidade, dureza
e transparéncia da agua inadequados, além de temperatura acima de 26°C, estao
associados aos surtos de GBS (GIORDANO, 2007; MIAN, et al., 2009).

Para o diagnoéstico da enfermidade, testes bioquimicos, genotipagem, PCR
com “primers” especificos para S. agalactiae e PCR associada ao sequenciamento
do gene 16S rRNA tem, comprovadamente, cumprido seu papel na identificagdo do
patdgeno, porém sao dependentes do isolamento e cultivo bacteriano, o que torna o
resultado mais demorado (FIGUEIREDO et al., 2006; DUREMDEZ et al., 2004;
SUANYUK et al., 2008).

Apés instalacdo da doenca, em cerca de 24 horas, dependendo da
patogenicidade da cepa, a mortalidade ja é iniciada (ABUSELIANA et al., 2011). Por
isso, ha necessidade de desenvolvimento de métodos de diagndstico cada vez mais
rapidos, especificos e sensiveis a fim de substituir o cultivo bacteriano na detecgao
do agente patogénico e, assim, iniciar o tratamento mais adequado rapidamente.

Com esta finalidade, a PCR quantitativa absoluta em tempo real (qaPCR),
representa uma ferramenta molecular que preenche todos os requisitos acima
citados, sendo util ndo apenas na identificagcdo do patdégeno, como também na
quantificagcdo do mesmo no tecido do hospedeiro (WILSON, CARSON, 2003).

A maioria das cepas de GBS secreta uma proteina extracelular difusa
conhecida como fator CAMP (Christie-Atkins-Munch-Petersen) e codificada pelo
gene cfb. Presuntivamente, pode-se identificar a espécie pelo teste CAMP, que se
baseia no fato da proteina causar a lise das células vermelhas do sangue de
carneiro presente no meio de cultura previamente sensibilizado com Staphylococcus
aureus (WILKINSON, 1977; KE et al., 2000).
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Sendo assim, a amplificacdo do gene cfb, contemplando a regido do fator
CAMP representa uma metodologia obvia para diagndstico de GBS, apesar de que
classifica-lo como fator de viruléncia por meio do Postulado de Koch ainda
permanece controverso, uma vez que alguns autores ndo conseguiram demonstrar
alteracdo na patogenicidade de GBS apds delecdo do gene cfb (KE et al., 2000;
LANG et al., 2007; CHUZEVILLE et al., 2012).

Assim, os objetivo deste estudo foi desenvolver um teste de gaPCR em tempo
real para deteccdo de S. agalactiae e avaliar sua especificidade e sensibilidade
analitica, além de fazer a validacdo preliminar desse teste a partir da
deteccao/quantificacdo de GBS em DNA total extraido diretamente do encéfalo de

tilapia, apds infeccao experimental com as cepas GBS.

2. Material e métodos

2.1 Cultivo bacteriano

As cepas de S. agalactiae utilizadas neste trabalho pertencem ao acervo
bacteriano do Lapoa (Laboratério de Patologia de Organismos Aquaticos -
CAUNESP/UNESP Jaboticabal, SP), Lenaq (Laboratério de Enfermidade de Animais
Aquaticos — APTA/Votuporanga) e do Laboratério de Microbiologia de Prevet
Sanidade Aquicola (Jaboticabal, SP) e foram previamente identificadas por PCR e
Sequenciamento do Gene 16S rRNA no Centro de Recursos Biolégicos e Biologia
Genbmica - CREBIO (FCAV/UNESP Jaboticabal, SP). A lista completa encontra-se
na Tabela 1.

TABELA 1. Cepas de Streptococus agalactiae utilizadas para validar a técnica de
PCR quantitativa em tempo real.

Isolado S.agalactiae Referéncia Origem/Local
100FG KJ561056 Tilapia/ Lenaq
102FG KJ561062 Tilapia/ Lenaq
104FG KJ561057 Tilapia/ Lenaq
105FG KJ561059 Tilapia/ Lenaq
106FG KJ561061 Tilapia/ Lenaq
110FG KJ561069 Tilapia/ Lenaq
112FG KJ561072 Tilapia/ Lenaq

18P KJ561063 Tilapia / Lapoa
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26P KJ561065 Tilapia / Lapoa
36P KJ561067 Tilapia / Lapoa
43P KJ561068 Tilapia / Lapoa
45P KJ561066 Tilapia / Lapoa
52P KJ561078 Tilapia / Lapoa
64P KJ561071 Tilapia / Lapoa
74P KJ561064 Tilapia / Lapoa
76FG KJ561058 Tilapia/ Lenaq
77FG KJ561060 Tilapia/ Lenaq
78FG KJ561053 Tilapia/ Lenaq
99FG KJ561054 Tilapia/ Lenaq
MP KJ561070 Tilapia / Parana
Z09S KJ561052 Tilapia / Prevet
ZO5P KJ561051 Tilapia / Prevet
44149B Acervo Prevet Tilapia
45141A Acervo Prevet Tilapia
45142A Acervo Prevet Tilapia
251433A Acervo Prevet Tilapia
251432A Acervo Prevet Tilapia
40141B Acervo Prevet Tilapia
36145B Acervo Prevet Tilapia
37141A Acervo Prevet Tilapia
37141B Acervo Prevet Tilapia
44145A Acervo Prevet Tilapia
44145B Acervo Prevet Tilapia
1A Acervo Prevet Tilapia
1B Acervo Prevet Tilapia
33145A Acervo Prevet Tilapia

As cepas foram armazenadas em BHI (Brain Heart Infusion, Biolife), 30%
glicerol estéril, em freezer -80°C e, para reativagdo, foram semeadas em Agar-
sangue (TSA com 5% de sangue ovino), incubadas por 48h a 30°C. A verificagdo da
pureza das cepas foi feita por meio de teste de Gram e visualizada ao microscépio,
aumento de 1000X.

2.2 hodo “pm ”

O gene cfb, codificador do fator CAMP, foi selecionado como um alvo
adequado para identificagcdo de GBS. O organismo modelo foi S. agalactiae ILRI112,
disponivel no GenBank. As sequencias encontram-se na Tabela 2, e o tamanho do

amplicon esperado € de 154 pb.
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TABELA 2. Sequencia dos “primers” usados para amplificacdo do gene do fator
CAMP em Streptococcus agalactiae.

Primer Squc 5-»3 Tm (°C)
Forward AGCTTAGTTATCCCAAATCCCAT 56,1
Reverse GTGCCAACCCTGAGACAGTT 56,2

Apos o desenho manual dos “primers”, as sequéncias foram inseridas no
software Primer Express 3.0 para obtencdo de possiveis formagdes de dimeros
simples, dimeros compostos, hairpins e temperatura de melting, classificando-os

como adequados para utilizacdo na PCR em tempo real.

2.3Extracao de DNA

Cerca de cinco colénias de cada cepa de GBS foram transferidas para um
tubo contendo 2 mL de meio BHI e incubadas por 48 h ou até que se atingisse a
DOgoo de 1 a 1,5. Apd6s incubacao a 30°C, 1,0 mL da cultura bacteriana foi
centrifugada a 12.000 xg por 5 min, o sobrenadante descartado e o pellet congelado
a -20°C para posterior extragcdo do DNA. Utilizou-se o kit Axyprep® miniprep para
DNA gendmico bacteriano, segundo metodologia do fabricante para bactérias gram-
positivas (Axygen Biosciences, Union City, CA, USA).

No ensaio final de patogenicidade, o DNA foi extraido direto do tecido
(encéfalo) das tilapias em experimentagao, utilizando o kit DNeasy Blood & Tissue
(Qiagen, Crawley,West Sussex, UK) seguindo as instrugdes do fabricante.

Em ambos os casos, a integridade do DNA foi verificada em gel de agarose
0,8% e a quantificacao foi feita por fluorimetria pelo Qubit 2.0 (Life Technologies, NY,
USA). Foram avaliadas também a relagdo dos comprimentos de onda Agesozso €m
NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific).

Na Figura 1 coloca-se a representagcdo esquematica das trés metododologia
de PCR desenvolvidas: PCR convencional, num primeiro momento, com objetivo de
se testar a funcionalidade dos “primers”; em seguida foi feita a validagédo do ensaio
de PCR quantitativa absoluta (qaPCR) em tempo real, otimizando a concentragao
dos “primers” e ainda utilizando DNA gendmico bacteriano isolado e purificado; e

finalmente, a ultima etapa foi a infecgdo experimental de tilapias com S. agalactiae
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para extragcdo do DNA diretamente do encéfalo, eliminando a etapa mais longa do

processo de diagnostico, que é o cultivo e isolamento bacteriano.

(- )
PCR e |solamento bacteriano
convencional |e Extracdo de DNA bacteriano
\_ J
4 )

qaPCR tempo |°® Isolamento bacteriano
real - validagao |e Extracdo de DNA bacteriano
\_ J
g aPCR tempo A
g np e Extracao de DNA encéfalo
real - pos L
: o dos peixes infectados
infecgao )

Figura 1. Resumo das etapas iniciais das trés metodologias desenvolvidas neste
trabalho.

2.4Deteccao do gene de fator CAMP por PCR convencional

ApoOs otimizagdo, com variagdo nas concentragcdes de MgCl,, DNA, dntp e
temperatura de anelamento, a reacao final para amplificagdo do gene de fator CAMP
consistiu de: 0,5 uL de taq DNA-polimerase (Fermentas®); 1,2 yL de MgCl; (25 mM),
2,5 uL tampéao 10X; 0,6 yL dntp (200 uM); 0,5 pyL de cada primer (10 pmol); 3,0 uL
DNA (6 ng/uL); 16,2 uL H2O ultra-pura.

O programa utilizado no termociclador (Applied BioSystems, GeneAmp 9700)
foi o seguinte: 94°C por 4 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C
por 1 min, além de uma extenséo extra a 72°C por 5 min.

Em seguida, foi realizada eletroforese em gel de agarose 3%, 90 min, 70V,
para visualizagao da banda de DNA.

O produto da PCR foi sequenciado para se confirmar que houve realmente
amplificagdo do gene do fator CAMP.
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2.5Deteccdao do gene de fator CAMP por PCR quantitativa absoluta em

tempo real

A amplificagdo dos 154 pb do gene codificador do fator CAMP em GBS foi
realizada em placas Opticas de 96 pocos, vedadas com filme adesivo optico (Applied
Biosystems, Life Technologies do Brasil Ltda) em termociclador para PCR em
tempo real (Applied Biosystems — Modelo Real time - 7500), cujo marcador utilizado
foi SyBr Green | (Applied Biosystems).

A reacéao consistiu de 1,0 yuL de cada primer (F e R a 800 nM), 10,0 uL de
SyBr Green PCR Master Mix®, 2,0 yL de DNA e 6,0 pyL de agua DEPC.

Os ciclos da reacgao consistiram de um passo inicial de 50°C por 2 min, 95°C
por 10 min, seguindo-se 40 ciclos compostos por desnaturagdo a 95°C por 15 s e
anelamento a 60°C por 1 min. Ao final dessa etapa de 40 ciclos, foi realizada a
dissociagao dos produtos amplificados de DNA, entre a temperatura de 65°C e 95°C,
para a avaliacdo da Tm, e as leituras efetuadas a cada 0,1°C. Todas as amostras
foram testadas em triplicata.

A amplificacdo das amostras de isolados bacterianos foi a partir de uma
concentracéo inicial de 1,0 x 10° células por mL e seguiu-se bateria de testes com
diluicbes seriadas, 1:10, para se encontrar a melhor concentracdo de DNA para o
ensaio.

Ja a amplificacdo do DNA proveniente de encéfalo dos peixes (coletado de
forma asséptica, dentro de fluxo laminar), iniciou-se de uma amostra de 20 mg do
tecido contendo 4,0 x 10% células bacterianas por mL, que também foi diluida
serialmente no fator 1:10 para se selecionar a melhor concentragdo para
amplificagao.

As cepas avaliadas para validacido do teste da qaPCR foram listadas na
Tabela 1.

A curva padrao foi construida a partir de DNA plasmidial sintético de S.
agalactiae ILRI112, amplicon de 154pb: Gene camp factor, locus SAIL_20450,
AGCT TAGTTATCCC AAATCCCATA TCAATATTTG CTTGACTAAC CTTATTTGCT
AAATGTTGAG TTGAAAAAGT GATTGCTTCA ATCACATCTG TTAAGGCTTC
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TACACGACTA CCAATAGAAT TCAAATCATA AACTGTCTCA GGGTTGGCAC
(GeneArt® Gene Synthesis, Life Tecnhologies).

2.5.1 Teste de especificidade analitica
As cepas utilizadas para o teste de especificidade dos “primers” (n=20) estédo
apresentadas na Tabela 3. S&o espécies comumente isoladas em peixes com sinais
clinicos de bacteriose e s&o filogeticamente relacionadas a S. agalactiae. Foram
isolados em varias pisciculturas das regides Sudeste e Centro-Oeste do Brasil.

TABELA 3. Isolados bacterianos utilizados no teste de especificidade analitica de
Streptococcus agalactiae no ensaio de qaPCR em tempo real.

Cepa Referéncia Origem/Local
18FG KJ56094?a$§;"’ards'e"a Tilapia/Palmital, SP
KJ560946 Enterobacter Cachara/Mato Grosso do
48MS o
ludwigii Sul
A70 KJ560949 Entgrobacter Tilapia/Arealva, SP
ludwigii
A9 KJ560953 Epterococcus Tambagqui/Caunesp, SP
casseliflavus
A10 KJ560956 E_nterococcus Tambaqui/Caunesp, SP
casseliflavus
A71 KJ560983 Lactococcus Tilapia/Arealva, SP
garviae
A74 KJ560984 Lactococcus Tilapia/Arealva, SP
garviae
491FG KJ560986 Lactococcus Tilapia/Palmital, SP
garviae
S11 KJ560997 Lactococcus Tilapia/Arealva, SP
garviae
S17 KJ56100?a|£§§tOCOCCUS Tilapia/Caunesp, SP
A135 KJ561025 Aer_omonas Carpa/Rio de Janeiro
hydrophila
A124 KJ561033 Aeromonas Tilapia/Arealva, SP
jandaei
A110 KJ561034 Aeromonas Pintado/Arealva, SP
punctata
A109 KJ561046 Aeromonas Pintado/Arealva, SP
veronii
78FG KJ561053 S. agalactiae Tilapia/Palmital, SP
45P KJ561066 S. agalactiae Tilapia/Parana
81FG 1561076 Streptococeus Tilapia/Palmital, SP
23FG KJ561079 Acinetobacter Tilapia/ Palmital, SP
johnsonii




84

KJ561082 Acinetobacter

84FG - Tilapia/ Palmital, SP
ursingii

KJ561097 Pseudomonas

ATS fulva

Tilapia/Arealva, SP

KJ561101 Pseudomonas

A76 ..
mosselii

Tilapia/Arealva, SP

KJ561111
22FG Stenotrophomonas Tilapia/Palmital, SP
maltophilia

2.5.2 Teste de sensibilidade analitica

O teste de sensibilidade foi determinado para DNA dos isolados (Tabela 1) e
nas amostras extraidas diretamente de encéfalo dos peixes no ensaio de
patogenicidade (item 2.6.2) para verificar o efeito dos inibidores de PCR presentes
no tecido encefalico.

Para se determinar a sensibilidade analitica do ensaio para S. agalactiae, o
DNA foi diluido serialmente, fator 1:10, utilizando agua nuclease-free, concentragao
de 10 ng a 100 fg. A curva de regresséo foi construida confrontando-se os valores
de log da concentragdo de DNA e os valores de Ct. Os valores de slope e R? foram
calculados com base na regressao linear da curva-padrao construida. O limite de
deteccao foi determinado como a concentragdo mais baixa de DNA que produziu
sinal de amplificagao.

A conversdo das unidades (ng ou pg de DNA) em quantidade de cépias do
gene por uL de reacao foi feita segundo a féormula a seguir, sabendo-se que o

tamanho do clone de S. agalactiae é de 2528 pb.

Determinacao do numero de cépias:

_ XgLDNA = ,6022x10%
Tamanho do clone em pb X 649

Observacoes:

clone = plasmideo + inserto
649 g/mol = PM médio de 1 pb DNA

6,022x10%% = n° de moléculas em 1 mol (n° de Avogadro)
{ techag

ThermoFisher Propristiry & Cortdentésl
SCIFNTIFIC ¥
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2.6 Ensaio de patogenicidade
2.6.1 Desenho experimental

Foram utilizadas 60 tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) com peso medio
de 31+5,0 g, provenientes de uma piscicultura comercial localizada na cidade de
Porto Ferreira (SP). Os peixes (n=3) foram distribuidos em 20 aquarios de 43L. Cada
aquario foi suplementado com filtro e aeragcédo. A cada trés dias foi feita a limpeza
dos aquarios por sifonagem e a troca de um quarto do volume de agua.

A temperatura da sala de ensaio foi mantida a 26°C durante os sete dias de
aclimatacédo dos peixes e a temperatura da agua variou entre 25 e 26°C. Apds a
infeccdo dos peixes com S. agalactiae, a temperatura na sala de ensaio foi mantida
em 28°C para favorecer o desenvolvimento da doenca. As variaveis limnolégicas da
agua se mantiveram dentro do recomendado para o bem-estar dos peixes (AZIM;
LITTLE, 2008), com média de temperatura de 29,2°C, concentracdo de oxigénio
dissolvido de 7,4 mg/L, e pH 7,6.

A alimentacao foi fornecida diariamente duas vezes ao dia (1% da biomassa)

e o alimento fornecido foi ragdo comercial.
2.6.2 Infeccao experimental por S. agalactiae

Os peixes de cada aquario foram infectados com cepas distintas de S.
agalactiae: 26P, 18P, 36P, 112FG, 74FG, 64P, 58P, 77FG, 45P, 102FG, 100FG,
104FG, MP, 99FG, 76FG, 78FG, 106FG, 105FG, 43P, ZO5p, na concentragao
determinada pela CLso.

Para o preparo das bactérias para infeccdo experimental, cada uma das
cepas foi cultivada em meio BHI, incubada a 30°C por 72 h, e entdo centrifugada a
7000 xg por 30 min; o pellet foi ressuspenso em solugao salina 0,85% para lavagem,
centrifugado novamente a 7000 xg por 30 min. Em seguida, foi ajustada a
concentragao final.

Uma dose de 0,1 mL da solugdo bacteriana (1,5x10® UFC/mL) foi injetada
intraperitonealmente em cada peixe, apds anestesia com 6leo de cravo (1mL/L de

agua) e a mortalidade foi acompanhada diariamente por uma semana.
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Peixes com sinais clinicos e moribundos foram eutanaziados com choque térmico
para coleta de 20 mg do encéfalo e plagueamento do mesmo em Columbia agar-
sangue (Difco) para reisolamento da bactéria. O mesmo foi feito para os peixes que

permaneceram vivos apos sete dias de infecgao.

3. Resultados e discussao

Um ensaio de PCR convencional foi otimizado para verificar a eficiéncia do
par de “primers” desenhado em amplificar amostra de GBS neste trabalho (Figura 2).
Foi selecionada a mix em que ndo houve amplificagdo no controle negativo

(formacao de dimeros) e banda unica na altura de 154 pb.

200 pb
100 pb

FIGURA 2. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, contemplando o
processo de otimizagdo de varias reagdes de PCR com DNA gendmico
de S. agalactiae (18P), amplicon do gene codificador do fator CAMP
(154pb).

A reagao escolhida foi a representada pela mix 2, Figura 2, e visando a
selegcdo da melhor temperatura de anelamento dos “primers”, realizou-se PCR em
termo-gradiente (Tgradiente, Biometra®), variagao de 45 a 65°C, como mostrado na

Figura 3.
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200 pb —»
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FIGURA 3. Gradiente de temperatura de anelamento dos “primers” para S.
agalactiae (18P) em gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo.

Como a temperatura de anelamento determinada in silico foi de 55°C e o gel
confirmou a amplificacéo, esta temperatura foi selecionada.

A identificagdo dos agentes patogénicos na piscicultura, como S. agalactiae, é
fundamental para o bem-estar e gestdo de enfermidades em populagbes de peixes
de importancia econémica. (KEELING et al., 2012).

Em seguida, um ensaio de gaPCR em tempo real foi desenvolvido para
facilitar a deteccdo de GBS em populacbes de peixes susceptiveis, uma vez que,
esta tem se tornado a ferramenta molecular mais utilizada nos ultimos anos, por
exigir menor intensidade de trabalho, oferecer maior custo-beneficio e poder ser
facilmente adaptdada a processamentos em alta escala, se comparada com outros
métodos como cultivo, sorologia e PCR convencional. (JACOBSON;WRIGHT, 2006).

Para otimizacao da reacdo de amplificacao, foi realizado teste de titulacdo dos
“‘primers”, e a concentragao que apresentou menor Ct e maior ARn foi 800/800 nM.
Esta concentragao foi selecionada, apesar de uma pequena formacao de dimeros no

NTC, como evidenciado na Figura 4.
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FIGURA 4. Curva de dissociagdo evidenciando a temperatura de melting de S.
agalactiae e a formacao de dimero no NTC.

A formacao de dimeros em ensaios com SyBr Green é muito comum e dificil
de ser evitada, uma vez que é um intercalante da fita dupla de DNA, podendo
amplificar tanto produtos especificos quanto inespecificos (SAUKKORIIPI et al,
2002). A diferenga pode ser feita pela temperatura de dissociagdo, que no caso,
para S. agalactiae € em média 75°C, e no dimero € inferior, cerca de 73°C.

O teste da eficiéncia da curva foi realizado diluindo-se serialmente (1:10) o
DNA plasmidial de S. agalactiae, a partir de 12,8 ng até 12,8 fg. Como resultado
obtivemos o valor de slope: -3,342; R?: 0,992; Eficiéncia: 99,1% (Figura 5).
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FIGURA 5. Curva-padrao do DNA plasmidial de S. agalactiae no ensaio de qaPCR
em tempo real.

Quantificacao curva-padrao S.
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FIGURA 6. Quantificacdo da curva-padrdo do DNA plasmidial de S. agalactiae em
numero de copias por UL em relacdo ao Ct, no ensaio de qaPCR em
tempo real.

Os resultados da quantificagdo, Ct e temperatura de melting estdo explicitos
na Tabela 4 e quantificagdo do gene fator camp em numero de cépias por uL de

cada um dos isolados de S. agalactiae esta na Figura 7.



agalactiae deste trabalho.

Amostra Quantificagao Ct médio e Tm (°C)
(p9) desvio-padrao

S3 2,56 18,51 £ 0,18 75,14

S4 0,256 22,14+ 0,38 75,33

S5 0,026 25,65+ 0,16 75,33

S6 0,003 29,44 + 0,52 75,51

S8 0 35,01+ 1,03 75,5
100FG 17,13 £ 1,49 16,04 £ 0,12 75
102FG 15,32 + 0,04 27,88 + 0,94 75
104FG 20,99 £ 1,10 15,74 + 0,08 75
105FG 16,46 + 1,35 16,09 +0,12 75
106FG 25,73 £ 3,59 15,45+ 0,2 75
110FG 27,80+ 3,47 15,34 £ 0,18 75
112FG 21,55 +2 40 15,70 + 0,16 75
18P 0,88 + 0,07 20,34 £ 0,12 75
26P 19,21 + 3,02 15,87 £ 0,23 75
36P 205+042 19,13+ 0,30 75
43P 17,26 + 1,61 16,03 + 0,14 75
45P 2,36 + 0,19 18,91+ 0,12 75
58P 1,08 + 0,10 20,05+ 0,13 75
64P 15,35+ 0,80 16,19 + 0,08 75
74FG 17,11+£3,22 16,05 + 0,27 75
76FG 16,01+0,05 17,33 £ 0,60 75
77FG 14,95+0,97 16,23 + 0,09 75
78FG 17,10+1,19 16,04+ 0,10 75
99FG 19,90+0,32 15,81+ 0,02 75
MP 17,80£1,06 15,98 + 0,09 75
1B 9,14+0,76 15,30 + 0,13 75
251432A 11,35%1,21 14,97 £ 0,16 75
251433A 10,5510,74 15,08 £ 0,11 75
33145A 9,73+0,19 15,20 + 0,03 75
36145B 5,66+0,32 16,03 + 0,09 75
37141A 11,5310,50 14,94 + 0,07 75
37141B 11,3110,52 14,97+ 0,07 75
40141B 10,4411,14 15,10 £ 0,17 75
44145A 8,17+0,31 15,47 + 0,06 75
44145B 1,2610,12 18,34 £ 0,15 75
44149B 9,87+1,21 15,19+ 0,18 75
45141A 6,76+0,29 15,76 + 0,07 75
ZO5P 4,44+0,17 16,40+0,06 75
209S 11,18+0,86 14,99+0,12 75

NTC 0 36,53+0,7 73,97

Ct (treshold cycle) médio e temperatura de melting (Tm). S3 até S8: pontos da curva-padrao.
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Tabela 4. Quantificagado da curva-padrao e de DNA amplificado de 37 isolados de S.
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Quantificacao de isolados de S. agalactiae
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FIGURA 7. Quantificagao dos isolados de S. agalactiae em numero de cépias por pL
(A), Ct e temperatura de melting (B) no ensaio de qaPCR em tempo real.

O Ct médio para todas as amostras positivas de S. agalactiae amplificadas
descritas na Tabela 4 foi de 18,19. Nas amostras negativas, contendo agua ultra-
pura, o Ct foi superor a 35, o que esta de acordo o parametro do software 7500 que
indica ndo amplificagdo (v 2.0.6 — Applied Biossystems). Contudo, para o ensaio
apresentado na Tabela 5, o limiar minimo de detecgéo de amplificagéo foi Ct 23,4 (3
fg de DNA), assim amplificagcbes maiores que 28 nao serdo consideradas S.

agalactiae para fins de identificagao.
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Tabela 5. Quantificagdo da curva-padréo e de DNA de isolados de variadas

espécies, Ct médio e Tm.

Amostra Espécie Quantificacao | Ct médio e Tm (°C)
(p9) desvio-
padrao
S1 S.agalactiae 298+ 0,00 9,15+ 0,04 74,77
S2 S.agalactiae 29,8+ 0,00 12,36 £ 0,03 75,13
S3 S.agalactiae 0,298+ 0,00 16,15+ 0,19 75,32
S4 S.agalactiae 0,03+ 0,00 19,75+ 0,12 75,32
S5 S.agalactiae 0,003+ 0,00 23,44+ 0,17 75,50
23FG Acinetobacter 0 32,41 +0,18 75,5
johnsonii
84FG Acinetobacter 0 34,59 + 0,41 75,5
ursingii
A135 Aeromonas 0 INDET. -
hydrophila
A124 Aeromonas 0 35,40 £ 0,22 74,03
jandaei
A109 Aeromonas veronii 0 31,68 £ 0,10 75,13
A106 Citrobacter freundii 0 34 +1,20 75,32
48MS Citrobacter 0 37,07+0,81 75,5
murliniae
18FG Edwardsiella tarda 0 34,48 + 0,38 75,5
A70 Enterobacter 0 35,85+1,57 75,6
ludwigii
A9 Enterococcus 0 INDET. 75,32
casseliflavus
A10 Enterococcus 0 INDET. -
casseliflavus
491FG Lactococcus 0 34,10 £ 0,37 75,32
garviae
S11 Lactococcus 0 33,95+ 0,82 75,32
garviae
AT71 Lactococcus 0 32,50 + 0,32 75,32
garviae
A74 Lactococcus 0 INDET. -
garviae
S17 Lactococcus lactis 0 INDET. -
A75 Pseudomonas 0 33,79 +£0,20 75,68
fulva
A76 Pseudomonas 0 36,74+0,37 72
mosselii
22FG Stenotrophomonas 0 36,73 £ 0,37 74,9
maltophilia
45P Streptococcus 2,3410,22 16,56% 0,15 74,5
agalactiae
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78FG Streptococcus 11,31+£0,58 14,10£0,08 74,9
agalactiae
79FG Streptococcus 0,10+0,02 23,511£0,24 75,5
iniae
81FG Streptococcus 6,45+0,74 17,46£0,17 75,5
iniae
NTC Agua 0 35,65+0,7 71,64

Ct (treshold cycle) médio e temperatura de melting (Tm). S2 até S6: pontos da curva-padrao: slope
-3,56; R* 0,999 e eficiéncia de 90,83%.

Sabe-se que o gene cfb é ubiquo entre as cepas de GBS, portanto, o teste
CAMP ou a busca pelo gene por meio da PCR é comumente utilizado para
deferenciar GBS de outras espécies. Assim, o par de “primers” desenhado para
amplificar o gene codificador do fator CAMP em GBS deste trabalho apresentou alta
especificidade, ndo amplificando as outras espécies testadas e com alta incidéncia
em peixes com sinais clinicos de bacterioses, tais como Aeromonas, Pseudomonas,
Citrobacter, Edwardsiella, Enterococcus e principalmente Lactococcus (Gram
positiva), contribuindo para redug¢do de tempo para diagnostico.

Todavia, o fator CAMP apresenta homdlogos em outras espécies de
Streptococcus, tais como S. pyogenes (GASE et al., 1999), S. uberis (JIANG et al.,
1996), S. porcinus (HASSAN et al., 2000), S. canis (GURTURK; LAMMLER, 1990) e
Probionibacterium acnes (VALANNE et al., 2005).

Como as espécies homologas ao gene cfb descritas na literatura previamente
a este trabalho, ndo sdo comumente isoladas em peixes, optou-se pelo desenho de
“primers” que flanqueiam a regiao codificadora do fator CAMP do gene citado.
Todavia, a analise dos resultados para S. iniae, deste trabalho, indica que houve
amplificagdo com o primer para S. agalactiae, ndo podendo diferenciar nem mesmo
pela temperatura de melting.

Outros estudos devem ser dedicados a confirmagao desta informagéao, com
maior numero de amostras, uma vez que, pode ter ocorrido contaminacido entre
DNA de S. agalactiae e S. iniae, ja que a transferéncia horizontal € muito comum em
bactérias, promovendo uma rapida evolugdo gendmica e que pode estar envolvida
na especiacdo (KURLAND, 2000). Os responsaveis por tais fenbmenos sdo os
elementos genéticos moveis, que incluem plasmideos, fagos, transposons e

elementos integrativos e conjugativos, os quais consistem em clusteres génicos
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capazes de direcionar suas proprias excisdes, conjugacoes e integragdo com célula
hospedeira (WOZNIAK; WALDOR, 2010).

Na Figura 8 sédo evidenciadas as bandas de 154 pb, resultado da amplificagao
do DNA plasmidial diluido no fator 1:10, a partir de 1,28 pg de S. agalactiae e

amostras de S. agalactiae apés gaPCR em tempo real.

FIGURA 8. Gel de agarose 3% contemplando as bandas de S. agalactiae de 154pb.
S3 a S4: pontos da curva-padréo; CN: controle negativo com agua ultra-
pura; amostras 01 a 16: 44145A, 44145B, 44149B, 45141A, 251433A,
251432A, 40141B, 36145B, 37141A, 37141B, Z09S, Z05P, 1B, 33145A,
45142A, 1A.

Previamente ao teste de patogenicidade, determinou-se a concentragao letal
de 50% (CLso) para a cepa de GBS 26P, que foi de 1,5x10° UFC/mL.

Foram inoculados 0,1 mL de solugdo bacteriana, intraperitonealmente, em
cada peixe e a mortalidade teve inicio apds 48 h da inoculagdo, sendo que os sinais
clinicos caracteristicos de estreptococose, tais como opacicidade ocular, exoftalmia

(Figura 9) e natacao em rodopio se manifestaram a partir do quarto dia de infecg¢ao.

Figura 9. Tilapia apo6s infecgdo experimental com 9 x 10® UFC/mL, apresentando
opacidade ocular e exoftalmia.
O reisolamento das cepas em Agar-sangue foi possivel em 13 cepas das 20
testadas: 26P, 104FG, 64P, 106FG, 78FG, 43P, 99FG, 102FG, 74FG, 45P, 105FG,
100FG e 77FG, como ilustrado na Figura 10.
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Figura 10. Reisolamento em placa de Agar-sangue da cepa 100FG de S. agalactiae
apos infecgao experimental em tilapia (A) e teste de gram, evidenciando
a caracteristica de cocos gram-positivos (B).

Um novo ensaio de gaPCR em tempo real foi feito para verificar a identidade

dos reisolados, a partir de 4,7x10” UFC (em 1 ng/uL de DNA), que foi a média de

coldnias recuperada por encéfalo. A curva-padrdo apresentou slope de -3,56; R? de

0,99 e eficiéncia de 90,76% e os resultados estdo na Tabela 6.

Tabela 6. Resultado da amplificagao e quantificacdo dos re-isolados de S. agalactiae

apos infeccao experimental com as cepas de mesmo nome.

Quantidade (pg) e Ct e desvio-
Re-isolado Tm (°C)
desvio-padrao padrao
26P 10,54+1,28 24,91+0,16 75
100FG 10,17+1,37 13,49+0,30 75,3
102FG 9,03+1,65 13,69+0,29 75,3
104FG 3,55+0,90 16,19+0,40 75,1
105FG 13,35+3,95 13,11+0,45 75,3
106FG 10,38+2,45 13,49+0,40 75
43P 12,06£2,99 13,2610,40 75,1
45P 9,58+0,52 13,58+0,08 75,5
64P 9,44+0,39 13,61+0,06 75
74FG 10,07+£0,13 13,51+0,02 75,3
T77FG 15,48+0,61 12,84+0,06 75,3
78FG 13,03+4,02 13,16+0,53 75
99FG 13,2242,28 13,1040,28 75,3
CN 0 34 74

Ct (treshold cycle) médio e temperatura de melting (Tm).
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Houve confirmagao da identidade dos isolados como S. agalactiae (Tabela 6),
uma vez que ocorreu amplificagdo com primer especifico e a temperatura de
dissociacdo € a mesma para cepas identificacadas por Sequenciamento. Ainda
verificou-se uma alta quantidade do gene de fator CAMP (10,8 pg em média) e um
Ct precoce de 13 ciclos, permitindo um diagndstico em tempo real inferior a 2,5 h. O
limiar de deteccdo foi de 1 fg/uL ou 4,7 x 10" UFC. As bandas podem ser

visualizadas em gel de agarose 3% (Figura 11).

200pb
100pb

Figura 11. Gel de agarose 3%, corado com brometo de etideo, mostrando as bandas
de 154pb de S. agalactiae apoés amplificagdo por gaPCR. S2 a S9: pontos
da curva-padréao, diluigdo 1:10, a partir de 2 ng, CN: controle negativo
(dgua), CE: controle encéfalo (DNA total de encéfalo de tilapia sadia), 64P
a 77F: cepas reisoladas de GBS, 1 a 11: amplificacdo direto do DNA
tecidual para as cepas 26P, 18P, 36P, 112FG, 74FG, 64P, 58P, 77FG,
45P, 102FG e 100FG.

Apos extragcdo do DNA total do encéfalo, foi realizado ensaio de qPCR
preliminar, visando padronizar a concentracao inicial de DNA. Diluiu-se em sete
pontos (P1 a P7 na Figura 8) a partir de concentragéo de 40,9 ng/uL, fator 1:10, e a
melhor concentragao foi de 4,09 ng/pL (P2), com Ctde 21 e Tm de 74,8°C).

Os resultados da amplificacao e quantificacdo de GBS ap6s qaPCR feita com

DNA total de tecido do encéfalo, sem isolamento bacteriano prévio, estdo na Tabela
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7. Pode-se observar que as cepas 74FG, 64P, 77FG, 45P e 102FG apresentaram
maior quantidade do gene amplificado para o fator CAMP com uma quantidade de
Ct (média 20,6) inferior aos dos demais isolados, que foi de 32 ciclos, em média.

Além disso, todas estas cepas foram reisoladas, como ja mostrado na Tabela 6.

Tabela 7. Quantificagdo da amplificacdo do gene do fator CAMP em qaPCR de GBS
apdés extracdo de DNA total de encéfalo de tilapias infectadas
experimentalmente com as respectivas cepas.

L. Quantidade e Ct e desvio- o
Aquario | Cepa desvio-pad(fgg padrao Tm (°C)
1 26P 0,0001+0,00 32,36+0,01 75,5
2 18P 0,0001+0,00 32,75+0,01 75,5
3 36P 0,0001+0,00 31,73+0,01 75,3
4 112FG 0,0001+0,00 31,73+0,01 75
5 74FG 0,37%0,05 18,63+0,21 75
6 64P 0,24+0,11 19,3810,65 75
7 58P 0,0002+0,01 30,53+0,01 75,12
8 77FG 0,01+0,0 23,99+0,35 75,12
9 45P 0,03+0,01 22,44+0,30 75
10 102FG 0,05+0,01 21,74+0,27 75
11 100FG 0,0002+0,01 30,07+0,01 75
12 104FG 0,01+0,00 34,69+0,19 75,5
13 MP 0,01+0,00 34,79+0,12 75,5
14 99FG 0,01£0,00 34,15+0,04 75
15 76FG 0,002 +0,00 36,7+0,50 75
16 78FG 0,01+0,00 34,01+0,46 75,5
17 106FG 0,014+0,01 33,82+0,07 75,68
18 105FG 0,06+0,05 32,18+1,30 75
19 43P 0,05%0,01 29,94+0,27 75
20 Z05p 0,03%0,01 32,80+0,40 75
CE 0 33,51+0,92 74,9/63,2
CN 0 36,80+0,01 74,9
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FIGURA 12. Quantificacdo de S. agalactiae em numero de copias por pyL apos
extragdo de DNA diretamente de encéfalo (A), Ct e temperatura de
melting das mesmas amostras (B) no ensaio de qaPCR em tempo real.
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Este teste de qaPCR foi bem sucedido, permitindo a detecgdo de niveis
baixissimos da bactéria, que foram insuficientes para reisolamento em meio de
cultura, porém quantificados pela PCR em tempo real a partir de DNA total do
encéfalo. O limiar de deteccgéao foi de 0,1 fg/uL ou 4,7 UFC, em média ou inferior a
1000 copias de gene de fator CAMP por uL de reagao (Figura 12).

Os resultados encontrados sugerem a aplicabilidade do ensaio de qaPCR
deste trabalho para a pratica de diagnodstico de streptococose em pisciculturas e
devido a especificidade de 100% em relagdo a outras espécies testadas e a alta
sensibilidade encontrada, também pode ser utilizado em programas de
monitoramento sanitario em relagéo a taxa do patégeno nos peixes de cultivo.

Em relacdo a economia de tempo, custo, vantagens e desvantagens que
estes ensaios representam, estdo discriminados nas Tabelas 8, 9 e 10.

Tabela 8. Custo das analises, por amostra, testadas em laboratério de universidade,

ja equipado.
Microbiologia PCR PCR tempo PCR tempo
Classica convencional | real - bactéria | real - tecido
Isolamento em
R$0,93 R$0,93 R$0,93 -
placa
Multiplicagdo em
_ _ R$1,25 R$1,25 R$1,25 -
meio liquido
Testes
R$26,02 - - -
bioquimicos
Extracdo DNA - R$17,00 R$17,00 R$15,37
PCR - R$7,56 R$10,58 R$10,58
Eletroforese - R$0,83 - -
Purificacao - R$7,64 - -
Sequenciamento - R$15,00 - -
Total R$ 28,02 R$ 50,21 R$ 29,76 R$ 25,95




Tabela 9. Tempo gasto com cada etapa das metodologias avaliadas.
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Microbiologia PCR PCR PCR
classica convencional | tempo tempo
real - real -
bactéria | tecido
Isolamento em 72 h 72 h 72 h -
placa
Multiplicagao 48 h 48 h 48 h -
em meio liquido
Testes 7 dias - - -
bioquimicos
Extragcao de - 3h 3h 1,5h
DNA
Amplificagao - 3h 3h 25h
DNA
Eletroforese - 1h - -
Purificagao - 1h - -
Sequenciamento - 1 dia - -
Total 12 dias 7 dias 6 dias 4h
Tabela 10. Vantagens e desvantagens de cada método.
Vantagens Desvantagens

Microbiologia

classica

Menor tecnificagao

Diagndstico demorado e inconclusivo

PCR

Convencional

Diagnéstico conclusivo

Dependente do cultivo bacteriano,

mais onerosa em relagao aos outros

métodos, alto volume amostral,

qualitativa, falso negativo.

PCR tempo real

(Bactéria)

Diagndstico conclusivo,
quantitativa, baixo volume

amostral.

Dependente do cultivo bacteriano,

Maior tecnificagao.

PCR tempo real

(Encéfalo peixes)

Diagndstico conclusivo,
independe do isolamento
bacteriano, menor custo,

quantitiativa, baixo volume

amostral

Maior tecnificagao

Nota-se, portanto, a evolugdo nas metodologias apresentadas, culminando na

gaPCR em tempo real, que utiliza DNA extraido diretamente do 6rgao do peixe com
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sinais clinicos da enfermidade, estreptococose, permitindo um avango nas técnicas
de diagnéstico (mais apurado, sensivel e especifico) e redu¢cdo de tempo de uma
semana para apenas quatro horas, além de uma economia de 48,32 % do custo da

analise por amostra em relagdo a PCR e sequenciamento convencionais.
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CAPITULO 5 - Consideragoes finais

A busca por metodologias de diagnostico mais rapidas e precisas € constante
para melhor atender a demanda das pisciculturas, principalmente no Brasil. Neste
trabalho, tecnologias moleculares foram avaliadas, e permitiram redugédo de tempo,
custo e aumento na confiabilidade dos resultados obtidos.

A técnica de PCR direta de colénia associada ao sequenciamento do gene
16S rRNA constituiu uma alternativa eficiente, com redugao de 51,6% nos custos e
sete dias no tempo para o diagnéstico de enfermidades bacterianas em peixes em
comparagao as metodologias classicas usadas no Brasil, tais como isolamento,
testes bioquimicos, pois ndo necessita de extracdo de DNA e nem desenho de
“primers” especificos para cada uma das varias espécies bacterianas.

Além disso, com os dados de sequenciamento, iniciou-se um estudo
epidemioldgico preliminar dos patdogenos que tém acometido as pisciculturas no
Brasil, sendo que os cinco géneros mais frequentes foram Aeromonas, Lactococcus,
Enterococcus, Streptococcus e Pseudomonas.

Em relagao a resisténcia aos antimicrobianos, foi observado elevado indice de
resisténcia ao florfenicol e a oxitetraciclina (superior a 50%) principalmente para os
géneros de Lactococcus e Enterococcus, deixando um alerta para a necessidade de
programas de monitoramento da sanidade na produgdo aquicola e maior
fiscalizagdo no uso dos antimicrobianos em nossos sistemas de produgao de peixes.

A escassez de trabalhos na literatura sobre ensaios de PCR quantitativa
absoluta em tempo real e especialistas sobre esta técnica molecular no Brasil,
relacionando-a a questdes da aquicultura, tornou este trabalho um grande desafio.

A partir dos resultados encontrados, inferimos que a técnica pode ser utilizada
para identificagdo e quantificagdo de A. hydrophila com confiabilidade e
reprodutibilidade, utilizando o gene da adesina. A geragado de dimeros de “primers”,
comum em ensaios de SyBr Green | pode ser solucionada com a mudanga de
intercalantes inespecificos para aqueles que utilizam sondas, tais como TagMan e
redesenho de “primers”. Futuros estudos podem explorar outros fatores de

viruléncia, tais como proteases, hemolisinas, citotoxinas, enterotoxinas, leucocidina
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e elastases, auxiliando a desvendar os mecanismos de instalacdo e infecgdo pela
bactéria.

Quanto ao ensaio de detecgédo e quantificagdo de S. agalactiae, também foi
bem sucedido, permitindo a detecgao de niveis baixissimos da bactéria, que foram
insuficientes para reisolamento em meio de cultura, porém quantificados pela PCR
em tempo real a partir de DNA total do encéfalo. O limiar de detecgéo foi 4,7 UFC,
em média.

Os resultados encontrados sugerem a aplicabilidade do ensaio de qaPCR
para a pratica de diagnostico da streptococose em pisciculturas e devido a
especificidade de 100% em relagdo a outros géneros bacterianos testados e a alta
sensibilidade encontrada, também pode ser utilizado em programas de
monitoramento sanitario em relagdo a taxa do patdégeno nos peixes de criagao.

Pela microbiologia classica, um laudo contendo identificacdo do patégeno e
antibiograma poderia demorar cerca de duas semanas para chegar as méaos do
piscicultor. Com a técnica de gqaPCR em tempo real a partir de DNA extraido
diretamente do tecido, a identificacdo pode ser feita em quatro horas, com reducao
de 48% no custo das analises por amostra, em comparagdo a PCR e
sequenciamento convencionais. O tempo maior sera do teste de sensibilidade a
antimicrobianos que ainda necessita do isolamento bacteriano e crescimento em
placa (de 24 a 48h, dependendo da espécie).

Os valores sobre a evolugdo na economia de tempo e custos das
metodologias apresentandas nesta tese estdo apresentadas na Tabela 1.

Sem duvida este trabalho constitui uma ferramenta valiosa para deteccao de
A. hydrophila e S. agalactiae a partir de peixes de criagdo intensiva e, a habilidade
de quantificagdo da bactéria no hospedeiro, representa também uma forma de
medida da eficacia de vacinas e terapias com antimicrobianos, além de auxiliar
estudos epidemioldgicos a identificar fatores que predispdem populagdes a surtos de
doencas com maior rapidez e menor custo, desse modo, com monitoramento da
presenca de patdgenos, estas técnicas contribuirdo para reducdo das perdas em

piscicultura.



Tabela 1. Resumo dos custos por amostra e tempo gasto com cada etapa das metodologias avaliadas.
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Microbiologia PCR PCR de PCR temporeal - | PCR tempo real-
Etapa classica convencional colénia bactéria tecido peixe
R$ Tempo R$ Tempo R$ | Tempo R$ Tempo R$ Tempo
Isolamento em placa | 0.93 | 24-72nh | 093 | 24721 | 093 | 24.72nh | 093 | 24-72h - -
MuItipIic’a\gé_o em 1,25 24-48 h 1,25 | 24-48 h - - 1,25 24-48 h - -
meio liquido
Testes bioquimicos 26,02 7 dias B - } - - - - -
Extracido de DNA - - 17,00 3h - - 17,00 3h 15,37 1,5 h
Amplificagcdo DNA - - 7,56 3h 7,56 3h 10,58 3h 10,58 25h
Eletroforese } - 0,83 1h 0,83 1h : - - -
Purificagao } - 7,64 1h ) - } - ) -
Sequenciamento : - 15,00 1 dia 15,00 1 dia - - - -
Total 28,02 | 9a12 |5021| 4a7 |,, 4, 3325 | 2976 | 3236 | 2595 4h
dias dias ’ dias dias
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APENDICE A. Relacdo e caracteristicas das cepas pertencentes a este trabalho, isoladas a partir de peixes apresentando
sinais clinicos de bacteriose, provenientes das regides centro-oeste, sudeste e sul do Brasil, entre os anos de

2010 e 2014.
Numero Indicagao Peixe Orgao |dentificagao Local Epoca/Ano | Tamanho molecular (pb)
acesso molecular
KJ560937 4n TILAPIA PELE Edwardsiellatarda | NEPEAN SP Prig‘oﬂ‘gera 868
, " . PORTO Primavera
KJ560938 T1.3a TILAPIA | BRANQUIAS | Edwardsiella tarda FERREIRA SP 2013 825
. . PORTO Primavera
KJ560939 2dp TILAPIA RIM Edwardsiella tarda FERREIRA SP 2013 855
; Rio Inverno
KJ560940 18FG TILAPIA PELE Edwardsiella tarda Paranapanema 858
2012
(SP/PR)
; Rio Inverno
KJ560941 91 FG TILAPIA RIM Edwardsiella tarda Paranapanema 860
2012
(SP/PR)
KJ560942 8g PACU RIM Edwardsiella tarda | CAUNESP -SP P”gz%era 847
: . PORTO Primavera
KJ560943 3dp TILAPIA RIM Edwardsiella tarda FERREIRA SP 2013 873
Enterobacter MATO GROSSO Inverno
KJ560944 45MS BAGRE PELE asburiae DO SUL 2012 851
. .. | MATO GROSSO Inverno
KJ560945 47TMS BAGRE RIM Kosakonia cowanii DO SUL 2012 857




Enterobacter

MATO GROSSO

Inverno

KJ560946 | 48MS BAGRE RIM ludwigii 56 8UL e 800

KJ560947 |  A77 TILAPIA RIM Enterobacter kobei | AREALVA SP P”gzﬂ‘qera 830

KJ560948 |  AT79 TILAPIA RIM Enterobacter kobei | AREALVA SP Prig‘oe;‘qera 853

KJ560949 |  A70 TILAPIA PELE Enterobacter AREALVA Sp | Primavera 855
ludwigii 2011

KJ560950 A1 TAMBAQU PELE Enterococeus CAUNESP sp | Frimavera 859
casseliflavus 2011

KJ560951 A8 TAMBAQUI PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera 857
casseliflavus 2011

KJ560952 A5 TAMBAQUI PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera 869
casseliflavus 2011

KJ560953 | A9 | TAMBAQUI|  PELE Enterococeus CAUNESP sp | Primavera 860
casseliflavus 2011

KJ560954 A2 TAMBAQUI PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera 866
casseliflavus 2011

KJ560955 | A6 | TAMBAQUI|  PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera »
casseliflavus 2011

KJ560956 | A10 | TAMBAQUI |  PELE Enterococcus | ) nggpgp | Frimavera 862
casseliflavus 2011

KJ560957 | A7 | TAMBAQUI|  PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera 660
casseliflavus 2011

KJ560958 |  A14 TILAPIA PELE Enterococcus CAUNESP sp | Primavera 856

casseliflavus

2011




Enterococcus

ITAMBARACA

KJ560959 P TILAPIA | ENCEFALO s eliflavus oR Verio 2010 853
KJ560960 S27 TILAPIA RIM Enterococcus CAUNESP SP Inverno 879
casseliflavus 2011
KJ560961 S22 TILAPIA PELE Enterococcus CAUNESP SP Inverno 871
casseliflavus 2011
KJ560962 S28 TILAPIA | BRANQUIA Enterococcus CAUNESP Inverno 876
casseliflavus 2011
KJ560963 S21 TILAPIA PELE Enterococcus CAUNESP SP Inverno 871
casseliflavus 2011
KJ560964 $19 TILAPIA PELE Enterococcus CAUNESP SP Inverno 867
casseliflavus 2011
KJ560965 S25 TILAPIA PELE Enterococcus CAUNESP SP Inverno 872
casseliflavus 2011
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560966 5MS BAGRE RIM Surans 50 SUL D019 840
KJ560967 S9 TILAPIA PELE Enterococcus AREALVA Sp | Primavera 874
durans 2011
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560968 | 3 MS BAGRE RIM onalis 50 SUL 019 854
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560969 | 4MS BAGRE RIM onalis 50 SUL 019 840
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560970 7MS BAGRE RIM ol 5O SUL 019 846




Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560971 8MS BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 837
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560972 10MS BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 852
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560973 13ms BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 849
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560974 28ms BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 873
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560975 42ms BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 838
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560976 43ms BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 864
Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560977 37ms BAGRE RIM faecalis DO SUL 2012 874

KJ560978 S14 TILAPIA PELE Enterococcus AREALVA SP Inverno 864

faecalis 2011

Enterococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560979 26ms BAGRE RIM sulfureus DO SUL 2012 850

; A Klebsiella PORTO Outono

KJ560980 20b dp TILAPIA BRANQUIAS pneumoniae FERREIRA SP 2014 819
Klebsiella MATO GROSSO | Primavera

KJ560981 46MS BAGRE PELE pneumoniae DO SUL 2012 855

KJ560982 B1 TILAPIA PELE Kurthia gibsonii AREALVA sp | Primavera 837

2011




Lactococcus

Inverno

KJ560983 A71 TILAPIA PELE Garviae AREALVA SP 2011 834
KJ560984 A74 TILAPIA RIM Lactococcus AREALVA SP Inverno 855
garviae 2011
< . Lactococcus Rio Primavera
KJ560985 | 497 FG TILAPIA | ENCEFALO : Paranapanema 789
garviae 2012
(SP/PR)
< . Lactococcus Rio Primavera
KJ560986 | 491 FG TILAPIA | ENCEFALO : Paranapanema 843
garviae 2012
(SP/PR)
; Lactococcus : Outono
KJ560987 Zo1 TILAPIA RIM Garviae GUAIRA SP 2014 865
KJ560988 702 TILAPIA RIM Lactococcus GUAIRA SP Outono 866
garviae 2014
KJ560989 6n TILAPIA PELE Lactococcus NEPEAN sp | Frimavera 875
garviae 2013
KJ560990 AB2 TILAPIA PELE Lactococcus AREALVA SP Inverno 845
garviae 2011
Lactococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560991 15ms BAGRE RIM garviae 50 SUL 012 846
Lactococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ560992 | 14ms BAGRE RIM Ganviae 5O SUL 012 853




Lactococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560993 31ms BAGRE RIM garviae DO SUL 2012 866
Lactococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560994 33ms BAGRE RIM garviae DO SUL 2012 853
Lactococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560995 36ms BAGRE RIM garviae DO SUL 2012 810
. Lactococcus MATO GROSSO | Primavera

KJ560996 52MS BAGRE ENCEFALO garviae DO SUL 2012 815

KJ560997 S11 TILAPIA PELE Lactococcus AREALVA SP Invemo 812

garviae 2011

. Lactococcus lactis | MATO GROSSO | Primavera

KJ560998 9MS BAGRE ENCEFALO subsp. cremoris DO SUL 2012 807
; . Lactococcus lactis Rio Primavera

KJ560999 499 FG TILAPIA ENCEFALO ; Paranapanema 799

subsp. cremoris 2012
(SP/PR)
« Lactococcus lactis Inverno

KJ561000 S17 TILAPIA PELE subsp. lactis CAUNESP SP 2011 869
Lactococcus lactis | MATO GROSSO | Primavera

KJ561001 17ms BAGRE RIM subsp. lactis DO SUL 2012 852
Lactococcus lactis | MATO GROSSO | Primavera

KJ561002 18ms BAGRE RIM subsp. Lactis DO SUL 2012 861
. .. | MATO GROSSO | Primavera

KJ561003 20ms BAGRE RIM Citrobacter freundii DO SUL 2012 842




Lactococcus lactis

MATO GROSSO

Primavera

KJ561004 24ms BAGRE RIM subsp. Lactis DO SUL 2012 858
‘ . Lactococcus lactis Rio Primavera
KJ561005 | 500 FG TILAPIA ENCEFALO ) Paranapanema 829
subsp. lactis 2012
(SP/PR)
Lactococcus lactis | MATO GROSSO | Primavera
KJ561006 39ms BAGRE RIM subsp. Lactis DO SUL 2012 832
Lactococcus lactis | MATO GROSSO | Primavera
KJ561007 41ms BAGRE RIM subsp. lactis DO SUL 2012 836
. . Lactococcus lactis Rio Primavera
KJ561008 111 FG TILAPIA ENCEFALO . Paranapanema 845
subsp. lactis 2012
(SP/PR)
; . Lactococcus lactis Rio Primavera
KJ561009 | 498 FG TILAPIA ENCEFALO ) Paranapanema 858
subsp. lactis 2012
(SP/PR)
KJ561010 S8 | TAMBAQUI|  PELE Lactococeus lactis | \pea| A SP Inverno 862
subsp. lactis 2011
. Lactococcus Inverno
KJ561011 A15 TILAPIA ENCEFALO raffinolactis CAUNESP SP 2011 859
; . Lactococcus Rio Primavera
KJ561012 | 505 FG TILAPIA ENCEFALO , ) Paranapanema 839
raffinolactis 2012
(SP/PR)
KJ561013 | A3 | TAMBAQUI|  PELE Leucobacter CAUNESPsp | Invemo 830
aridicollis 2011
KJ561014 1sil PACU RIM Aeromonas CAUNESP —sp | Qutono 865
hydrophila 2014
. Aeromonas Outono
KJ561015 5sil PACU RIM hydrophila CAUNESP SP 2014 877




: Aeromonas PORTO Primavera
KJ561016 |  10dp TILAPIA PELE hydrophila FERREIRA SP 013 866
" A Aeromonas PORTO Primavera
KJ561017 9dp TILAPIA | BRANQUIAS hydrophila FERREIRA SP 013 867
KJ561018 | A129 TILAPIA RIM Aeromonas AREALVA SP Inverno 858
hydrophila 2011
‘ Aeromonas RIO DE -
KJ561019 | Atcc7966 | TILAPIA hydrophila JANEIRO Verzo 2011 867
KJ561020 | A130 TILAPIA PELE Aeromonas AREALVA SP Inverno 846
hydrophila 2011
KJ561021 | A122 PINTADO PELE Aeromonas AREALVA SP Inverno 846
hydrophila 2011
KJ561022 | A133 TILAPIA PELE Aeromonas AREALVA SP Inverno 851
hydrophila 2011
" Aeromonas Rio Primavera
KJ561023 41FG TILAPIA RIM hvdrophila Paranapanema 2012 861
ydrop (SP/PR)
KJ561024 | A128 TILAPIA PELE Aeromonas AREALVA SP Inverno 855
hydrophila 2011
Aeromonas RIO DE -
KJ561025 | A135 CARPA PELE hydrophila JANEIRO Verao 2011 862
" Aeromonas Rio Primavera
KJ561026 | 117 FG TILAPIA RIM hvdrophila Paranapanema 2012 854
yarop (SP/PR)
" Aeromonas Rio Primavera
KJ561027 120 FG TILAPIA RIM hydrophila Paranapanema 2012 821

(SP/PR)




Rio

KJ561028 | 121 FG | TILAPIA RIM Ahe':jorg‘or']‘igs Paranapanema P“g(‘ﬁ"zera 817
yarop (SP/PR)
; Aeromonas Rio Primavera
KJ561029 125 FG TILAPIA RIM hvdrophila Paranapanema 2012 839
yarop (SP/PR)
; Aeromonas Rio Primavera
KJ561030 126 FG TILAPIA RIM . Paranapanema 694
hydrophila (SP/PR) 2012
; Aeromonas Rio Primavera
KJ561031 128 FG TILAPIA RIM . Paranapanema 656
hydrophila (SP/PR) 2012
. . . PORTO Primavera
KJ561032 14dp TILAPIA RIM Aeromonas jandaei FERRE9RA SP 2013 864
KJ561033 | A124 TILAPIA | ENCEFALO | Aeromonas jandaei | AREALVA SP '”2"(‘)9{2‘0 865
KJ561034 | A110 PINTADO PELE Aeromonas AREALVA SP Invemno 843
punctata 2011
) .. Outono
KJ561035 7sil PACU RIM Aeromonas veronii CAUNESP SP 2014 750
, . Outono
KJ561036 an TILAPIA RIM Aeromonas veronii NEPEAN-SP 2014 806
) .. Outono
KJ561037 6sil PACU RIM Aeromonas veronii CAUNESP SP 2014 870
KJ561038 5n TILAPIA PELE Aeromonas veronii | NEPEAN-sp | Frimavera 880

2013




PORTO

Primavera

KJ561039 1dp TILAPIA RIM Aeromonas veronii FERREIRA SP 2013 779

KJ561040 | A107 | PINTADO | ENCEFALO | Aeromonas veronii AREA;}QA SP - '”2"691”1‘0 859
. .. Inverno

KJ561041 A115 PINTADO | ENCEFALO | Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 835
. .. Inverno

KJ561042 A131 TILAPIA ENCEFALO | Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 854
. .. Inverno

KJ561043 A119 PINTADO | ENCEFALO | Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 821
. .. Inverno

KJ561044 A116 PINTADO ENCEFALO | Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 839
.. Inverno

KJ561045 A113 PINTADO RIM Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 833
. .. Inverno

KJ561046 A109 PINTADO ENCEFALO | Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 869

KJ561047 | A134 CARPA PELE Aeromonas veronii RIO DE Verso 2011 855

JANEIRO
KJ561048 A136 CARPA PELE Aeromonas veronii RIO DE Verao 2011 853
JANEIRO

.. Inverno

KJ561049 A112 PINTADO MUCO Aeromonas veronii AREALVA SP 2011 860

; . Streptococcus Rio Primavera
KJ561050 124 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 806
agalactiae 2012

(SP/PR)




‘ . Streptococcus " Outono
KJ561051 Zo5 TILAPIA ENCEFALO agalactiae GUAIRA SP 2014 850
KJ561052 |  Zo9s TILAPIA | ENCEFALO Streptococcus GUAIRA SP Outono 866
agalactiae 2014
. . Streptococcus Rio Primavera
KJ561053 78 FG TILAPIA ENCEFALO P . Paranapanema 854
agalactiae (SP/PR) 2012
. . Streptococcus Rio Primavera
KJ561054 99 FG TILAPIA ENCEFALO P . Paranapanema 865
agalactiae (SP/PR) 2012
. . Streptococcus Rio Primavera
KJ561055 103 FG TILAPIA ENCEFALO P . Paranapanema 865
agalactiae (SP/PR) 2012
; . Streptococcus Rio Primavera
KJ561056 100 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 863
agalactiae (SP/PR) 2012
; . Streptococcus Rio Primavera
KJ561057 104 FG TILAPIA ENCEFALO P . Paranapanema 859
agalactiae (SP/PR) 2012
Streptococcus Rio Primavera
KJ561058 | 76 FG TILAPIA | ENCEFALO ptoco Paranapanema 871
agalactiae (SP/PR) 2012
; . Streptococcus Rio Primavera
KJ561059 105 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 864
agalactiae 2012

(SP/PR)




Rio

KJ561060 | 77 FG TILAPIA | ENCEFALO | Streptococcus Paranapanema | | mavera 866
agalactiae 2012
(SP/PR)
; : Streptococcus Rio Primavera
KJ561061 106 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 865
agalactiae 2012
(SP/PR)
i . Streptococcus Rio Primavera
KJ561062 | 102 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 853
agalactiae 2012
(SP/PR)
KJ561063 | 18P TILAPIA | FIGADO Streptococcus ITAMBARACA | Outono 840
agalactiae PR 2010
KJ561064 | 74P TILAPIA | ENCEFALO | Streptococcus ITAMBARACA | Qutono 789
agalactiae PR 2011
KJ561065 26P TILAPIA RIM Streptocqccus ITAMBARACA Outono 855
agalactiae PR 2011
KJ561066 45p TILAPIA RIM Streptocqccus ITAMBARACA Inverno 831
agalactiae PR 2011
KJ561067 |  36P TILAPIA | FIGADO Streptococcus | ITAMBARACA | /0 55 2011 853
agalactiae PR
; . Streptococcus ITAMBARACA Inverno
KJ561068 43P TILAPIA ENCEFALO agalactiae PR 2011 603
A B Streptococcus Rio Primavera
KJ561069 110 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 422
agalactiae 2012
(SP/PR)
KJ561070 M TILAPIA | ENCEFALO | Streptococcus ITAMBARACA | Qutono 853
agalactiae PR 2011




A - Streptococcus ITAMBARACA Inverno
KJ561071 64P TILAPIA ENCEFALO agalactiae PR 2011 681
A - Streptococcus Rio Primavera
KJ561072 112 FG TILAPIA ENCEFALO ptoco Paranapanema 846
agalactiae (SP/PR) 2012
. . - : Outono
KJ561073 Zo4 TILAPIA ENCEFALO | Streptococcus iniae GUAIRA SP 2014 839
. , . : Outono
KJ561074 Zo7 TILAPIA ENCEFALO | Streptococcus iniae GUAIRA SP 2014 838
] ] Rio
KJ561075 79 FG TILAPIA ENCEFALO | Streptococcus iniae | Paranapanema | Verado 2012 859
(SP/PR)
] ] Reservatoério de
KJ561076 81FG TILAPIA ENCEFALO | Streptococcus iniae | llha Solteira, rio | Verao 2012 862
Parana - SP
Streptococcus MATO GROSSO | Primavera
KJ561077 40ms BAGRE RIM dysgalactiae DO SUL 2012
KJ561078 52P TILAPIA RIM Weissella confusa ITAM%ARRACA Verédo 2011 852
; Acinetobacter Rio Primavera
KJ561079 23FG TILAPIA RIM . - Paranapanema 843
johnsonii (SP/PR) 2012
Acinetobacter RIO DE ~
KJ561080 C1 CARPA PELE tiernbergiae JANEIRO Verdo 2011 819
A Acinetobacter Rio Primaver:
KJ561081 | 30 AMFG | TILAPIA RIM neton Paranapanema avera 850
radioresistens 2012

(SP/PR)




Rio

KJ561082 | 84AMFG | TILAPIA RIM AC'E‘:;?nb"’:iCter Paranapanema P”%ﬂ"zera 849
9 (SP/PR)
; Agrobacterium Rio Primavera
KJ561083 | 96AM FG TILAPIA RIM ) Paranapanema 799
tumefaciens 2012
(SP/PR)
69ROSA ; Arthrobacter Rio Primavera
KJ561084 FG TILAPIA RIM lobiformis Paranapanema 2012 830
9 (SP/PR)
Bacillus MATO GROSSO | Primavera
KJ561085 57MS BAGRE PELE stratosphericus DO SUL 2012 828
. . . MATO GROSSO | Primavera
KJ561086 22ms BAGRE RIM Brevibacillus agri DO SUL 2012 833
, . . MATO GROSSO | Primavera
KJ561087 23ms BAGRE RIM Brevibacillus agri DO SUL 2012 727
Carnobacterium MATO GROSSO | Primavera
KJ561088 16ms BAGRE PELE divergens DO SUL 2012 872
i . .. PORTO Primavera
KJ561089 11dp TILAPIA PELE Citrobacter freundii FERREIRA SP 2013 867
KJ561090 | A108 PINTADO | ENCEFALO | Citrobacter freundii | AREALVA SP '”2V§1r?° 856
) .. | MATO GROSSO | Primavera
KJ561091 44 MS BAGRE RIM Citrobacter freundii DO SUL 2012 850
. .. | MATO GROSSO | Primavera
KJ561092 54MS BAGRE RIM Citrobacter freundii DO SUL 2012 800




Primavera

KJ561093 19 PACU RIM Citrobacter freundii CAUNESP SP 2013 779
KJ561094 |  A99 CATFISH BACO Citrobacter DOURADOS Ms | Mvemo 860
murliniae 2011
. Pseudomonas Rio Primavera
KJ561095 115 FG TILAPIA RIM chlororaphis Paranapanema 2012 752
P (SP/PR)
Inverno
KJ561096 A78 TILAPIA PELE Pseudomonas fulva AREALVA SP 2011 845
Inverno
KJ561097 A75 TILAPIA RIM Pseudomonas fulva AREALVA SP 2011 813
: Rio Primavera
KJ561098 116 FG TILAPIA RIM Pseudomonas fulva | Paranapanema 826
2012
(SP/PR)
. Pseudomonas Rio Primavera
KJ561099 114 FG TILAPIA RIM ) . Paranapanema 827
libanensis 2012
(SP/PR)
. Pseudomonas Rio Primavera
KJ561100 93FG TILAPIA RIM - Paranapanema 846
monteilii 2012
(SP/PR)
KJ561101 A76 TILAPIA PELE Pseudomonas AREALVA SP Invemno 844
mosselii 2011
KJ561102 A82 TILAPIA PELE Pseudomonas AREALVA SP Inverno 818
mosselii 2011
KJ561103 | A66 | TAMBAQUI|  PELE Pseudomonas AREALVASP | Invemo 821
nitroreducens 2011




Rio

KJ561104 | 94FG TILAPIA RIM P?ggg"g;’;f Paranapanema P”g(‘ﬂ"zera 854
plecog (SP/PR)
. A Pseudomonas Outono
KJ561105 4sil PACU BRANQUIAS putida CAUNESP SP 2014 856
KJ561106 2sil PACU | BRANQUIAS | Pseudomonas CAUNESP SP Outono 850
putida 2014
; Pseudomonas PORTO Primavera
KJ561107 T5-1 TILAPIA BACO putida FERREIRA SP 2013 862
KJ561108 3sil PACU PELE Pseudomonas CAUNESP SP Outono 690
putida 2014
Pseudomonas MATO GROSSO | Primavera
KJ561109 49MS BAGRE PELE stutzeri DO SUL 2012 850
A Stenotrophomonas Rio Primavera
KJ561110 | 49AM FG TILAPIA RIM X Paranapanema 858
chelatiphaga 2012
(SP/PR)
. Stenotrophomonas Rio Primavera
KJ561111 22FG TILAPIA RIM malt(F)) hilia Paranapanema 2012 867
P (SP/PR)
; Plesiomonas PORTO Primavera
KJ561112 T3.5b TILAPIA PELE shigelloides FERREIRA SP 2013 864
KJ561113 | A132 TILAPIA PELE Comamonas AREALVA SP Inverno 849
testosteroni 2011

Cepas com final FG séo provenientes do LENAQ (Laboratério de Enfermidades de Animais Aquaticos — APTA/Votuporanga).




