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CARACTERIZAGAO FENOTiPICA E MOLECULAR DE A. HYDROPHILA
ISOLADAS DE TRUTA ARCO-IRIS (Oncorhynchus mykiss) NO BRASIL

RESUMO- A aquicultura tem-se afirmado como um dos setores de produgao
alimentar de maior crescimento global, impulsionada pela necessidade de alimentar
uma populagéao, e este setor é reconhecido como uma alternativa estratégica para a
seguranga alimentar. A truta arco-iris em particular vem se destacando com uma
das espécies de produgao importantes na aquicultura, devido a sua adaptabilidade,
rapido crescimento e qualidade da carne impulsionaram a sua disseminagao global.
Contudo, a intensificagdo da aquicultura traz desafios sanitarios significativos, com
a proliferacdo de doengas a representar uma ameacga constante. A identificagcao
precisa dos agentes etiolégicos é crucial, e aqui também se observam avangos
metodoldgicos. Embora ndo haja um consenso sobre uma abordagem padréo-ouro,
a utilizacdo de métodos de identificagcdo gendmica € cada vez mais valorizada pela
sua alta resolugdo e especificidade. A caracterizagcdo molecular de isolados
bacterianos, incluindo o sequenciamento do genoma completo, tem sido
fundamental para compreender a epidemiologia de doencgas. Este tipo de analise
permite entender a relagdo filogenética entre estirpes de diferentes regides. A
acuracia no diagnéstico de enfermidades bacterianas € o alicerce para estratégias
de controlo eficazes, incluindo a selecdo de tratamentos adequados, medidas de
biosseguranga e o desenvolvimento de medidas profilaticas mais efetivas. Estes
avangos sdo vitais para garantir a sustentabilidade e o crescimento continuo do
setor aquicola global.

Desta forma, este estudo teve como objetivo caracterizar fenotipicamente e
molecularmente cepas de A. hydrophila (n=3) oriundas de truticulturas de duas
regides do Brasil. A avaliagdo do crescimento mostrou-se influenciado pela
temperatura. A resisténcia antimicrobiana foi realizada frente a nove
antimicrobianos em duas temperaturas (15 °C e 28 °C), na temperatura mais alta, as
cepas foram mais resistentes aos antimicrobianos (Ampicilina, Amoxicilina,
Cefazolina, Florfenicol e Oxitetraciclina), sugerindo efeito termoinduzido. Para
avaliacao filogenética, o gDNA foi extraido para amplificacao dos genes 16S rRNA,
gyrB e rpoB utilizando primers descritos na literatura. A filogenia com as sequencias
homologas dos genes gyrB e rpoB foram concatenadas. A arvore consenso foi
obtida a partir de 250.000 geragdes, utilizando o software Mr. Bayes 2.0. Os
resultados da analise filogenética confirmam de que as cepas do estudo pertencem
a A. hydrophila, agrupando cepas em estudo e outras cepas de A. hydrophila de
diversas origens geograficas no mesmo clado, indicando ancestralidade comum
estre as cepas.

Palavras chaves: Oncorhynchus mykiss; A. hydrophila; resisténcia antimicrobiana
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PHENOTYPIC AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF A. HYDROPHILA
ISOLATED FROM RAINBOW TROUT (ONCORHYNCHUS MYKISS) IN BRAZIL

ABSTRAT - Aquaculture has emerged as one of the fastest-growing food production
sectors worldwide, driven by the need to feed a growing population. This sector is
increasingly recognized as a strategic alternative for ensuring food security. Rainbow
trout has become one of the most important aquaculture species due to its
adaptability, rapid growth, and high flesh quality, which have promoted its global
dissemination. However, the intensification of aquaculture practices poses significant
health challenges, with the proliferation of diseases representing a constant threat.
Accurate identification of etiological agents is crucial, and methodological advances
have been observed in this area as well. Although no universally accepted gold-
standard approach exists, genomic identification methods are increasingly valued for
their high resolution and specificity. Molecular characterization of bacterial isolates,
including whole-genome sequencing, has been fundamental to understanding the
epidemiology of diseases. This type of analysis enables the elucidation of
phylogenetic relationships among strains from different geographic regions. Accurate
diagnosis of bacterial diseases is the cornerstone of effective control strategies,
including the selection of appropriate treatments, the implementation of biosecurity
measures, and the development of more effective prophylactic measures. These
advances are essential to ensure the sustainability and continued growth of the
global aquaculture industry. In this context, the present study aimed to phenotypically
and molecularly characterize A. hydrophila strains (n = 3) isolated from trout farms
located in two regions of Brazil. Growth assessments revealed temperature-
dependent variations. Antimicrobial resistance was evaluated against nine
antimicrobials at two temperatures (15 °C and 28 °C). At the higher temperature, the
strains exhibited increased resistance to antimicrobials (Ampicillin, Amoxicillin,
Cefazolin, Florfenicol, and Oxytetracycline), suggesting a thermo-induced effect. For
phylogenetic analyses, genomic DNA was extracted and the 16S rRNA, gyrB, and
rooB genes were amplified using primers described in the literature. Homologous
sequences of gyrB and rpoB genes were concatenated for phylogenetic
reconstruction. A consensus tree was generated from 250,000 generations using Mr.
Bayes 2.0. The phylogenetic analysis confirmed that the strains belong to A.
hydrophila, clustering together with other A. hydrophila strains from different
geographic origins within the same clade, indicating a common ancestry among the
isolates.

Keywords: Oncorhynchus mykiss, A. hydrophila, antimicrobial resistance
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CAPITULO 1 - Consideragbes gerais

1 INTRODUGAO
A aquicultura consolidou-se como um dos setores de producéo de alimentos

com maior crescimento nas ultimas décadas, impulsionada por uma populacéo
global em expansao e pelo declinio dos estoques pesqueiros de captura. Neste
cenario, a atividade aquicola emerge como uma alternativa estratégica para suprir a
crescente demanda por pescado e fortalecer a seguranga alimentar (FAO, 2022). O
avango do setor é sustentado por inovag¢des tecnologicas, melhoramento genético
das espécies produzidas e pela diversificacao dos sistemas de producdo. Contudo,
a intensificacdo e a expansao da aquicultura enfrentam desafios sanitarios
significativos. A elevada densidade populacional, 0 manejo intensivo e as condigdes
ambientais adversas, potencializadas pelas mudancas climaticas, criam um
ambiente propicio a proliferagdo de doencas, que representam uma ameaga
constante a sustentabilidade da industria (FAO, 2024).

A truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), nativa da costa oeste da América do
Norte, € uma das espécies de peixes de agua doce mais estudadas e produzidas
em todo o mundo. Sua produgao comercial remonta ao final do século XIX, com os
primeiros esforcos de propagacgao artificial nos Estados Unidos (Stankovi¢ et al.,
2015). A notavel adaptabilidade da espécie a diferentes condigbes climaticas, seu
rapido crescimento, a qualidade de sua carne e sua popularidade na pesca
esportiva foram fatores determinantes para sua disseminacéo global (D’Agaro et al.,
2022). A partir do inicio do século XX, ovos de truta arco-iris foram exportados para
a Europa, Asia, América do Sul, Africa e Oceania, estabelecendo as bases para a
truticultura em mais de 80 paises. Atualmente, a produgao global ultrapassa 850 mil
toneladas anuais, com destaque para grandes produtores como Chile, Noruega, Ira,
Turquia e a Unido Europeia, refletindo a importdncia econémica da espécie
(D’Agaro et al., 2022; FAO, 2024). A industria moderna da truticultura é
caracterizada pela alta tecnologia empregada, que abrange desde sistemas de
recirculagdo de agua (RAS) até programas de melhoramento genético que visam a
selecao de linhagens mais resistentes a doengas e com melhor conversao alimentar
(D’Agaro et al., 2022).
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No Brasil, a introducao da truta arco-iris ocorreu em 1949, com a importacao
de ovos embrionados da Dinamarca, visando o povoamento de rios em regides
serranas. A atividade comercial consolidou-se a partir da década de 1970, com o
desenvolvimento de técnicas de reproducao artificial e a instalagcdo das primeiras
truticulturas comerciais (De Carvalho, 2008; Moreira and Silva, 2023).

Atualmente, a produgcdo brasileira estd concentrada nas regides
montanhosas dos estados do Sudeste e Sul, que oferecem condi¢cbes ideais de
temperatura e qualidade da agua. Minas Gerais lidera a produg¢ao nacional, seguido
por Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio de Janeiro (De Carvalho, 2008; Junior et al.,
2023).

Os dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) indicam uma producao nacional que oscila entre 2.000 e 3.000 toneladas
anuais. A truticultura no pais é caracterizada por uma diversidade de sistemas de
producdo, desde pequenas propriedades de agricultura familiar até grandes
industrias de processamento. Essa diversidade, embora economicamente vantajosa,
cria multiplos cenarios para a emergéncia de surtos de doengas bacterianas. A
identificacdo precisa dos agentes etiolégicos em salmonideos de agua doce
permanece um desafio, mesmo com os avangos nas técnicas de diagndstico.
Diversos estudos correlacionam o rapido desenvolvimento da aquicultura com a
disseminacao de patégenos emergentes, um fendmeno associado a uma complexa
interacdo de fatores ambientais, ligados ao hospedeiro e a qualidade da agua
(Ahmed et al., 2025).

Neste contexto, a identificacdo precisa das propriedades fenotipicas e
moleculares das bactérias envolvidas em surtos é fundamental para a compreensao
da epidemiologia das doengas. Assim, este estudo teve como objetivo caracterizar
fenotipica e molecularmente cepas de A. hydrophila isoladas de trutas arco-iris com
sinais clinicos de infecgao, provenientes de truticulturas de regides produtoras do

Brasil.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doengas bacterianas em truticulturas

A intensificacdo da producao de trutas arco-iris, embora essencial para
atender a demanda do mercado, o efeito das mudancas ambientais cria um
ambiente propicio a ocorréncia de doengas, cujo diagnostico etioldgico preciso
representa um dos maiores desafios para a sustentabilidade da atividade (Duman et
al.,, 2025; Liu et al.,, 2025a). As altas densidades populacionais e 0 manejo
constante geram estresse crénico nos animais, tornando-os mais suscetiveis a
infeccbes por patégenos oportunistas. As doengas bacterianas, em particular, sdo
responsaveis por perdas econdmicas significativas na truticultura mundial e
brasileira, resultando em altas taxas de mortalidade, redug¢do do crescimento e
aumento dos custos com tratamentos (Liu et al., 2025a; Wang et al., 2021).

As bactérias patogénicas para a truta arco-iris sdo caracterizadas por uma
notavel diversidade de agentes etiologicos. O espectro de patégenos inclui
bactérias Gram-negativas, como os géneros Chryseobacterium, Citrobacter,
Deefgea, Flavobacterium, Janthinobacterium, Plesiomonas, Pseudomonas,
Shewanella e Aeromonas, e Gram-positivas, como Lactococcus e Weissella. Em
conjunto, um total de 36 espécies patogénicas emergentes ja foram identificadas
mundialmente, evidenciando a amplitude do desafio sanitario para a truticultura
(Duman et al., 2025). O surto de doencgas bacterianas na producao de truta arco-iris
sdo fendmenos multifatoriais, intrinsecamente associados a um conjunto de fatores
de risco. Entre estes, destacam-se as condicdbes ambientais adversas, as elevadas
densidades de estocagem e as flutuagbes sazonais na qualidade da agua.
Adicionalmente, falhas no diagnéstico preciso dos agentes etioldgicos durante
surtos infecciosos conduzem frequentemente a implementagcdo de terapias
inadequadas, um fator que exacerba o desenvolvimento e a disseminacdo da

resisténcia antimicrobiana no ambiente aquicultura.
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2.2 Género Aeromonas

Aeromonas € uma bactéria Gram-negativa, movel, pertencente a familia
Aeromonadaceae, amplamente distribuida em ambientes de agua doce (Cao et al.,
2020a; Liu et al., 2025b). E considerada um patdgeno oportunista, capaz de causar
a doencga conhecida como Septicemia Hemorragica, uma das enfermidades mais
comuns e devastadoras na piscicultura (Rostang et al., 2025). A infeccdo
geralmente ocorre em peixes submetidos a estresse, como manejo inadequado, ma
qualidade da agua ou flutuagbes de temperatura da agua (Liu et al.,, 2025b). A
patogenicidade do género Aeromonas é um processo multifatorial, mediado pela
expressao de um amplo arsenal de fatores de viruléncia que atuam de forma
sinérgica para causar danos aos tecidos do hospedeiro.

Estes fatores podem ser categorizados com base em sua fungao, incluindo:
toxinas e hemolisinas: Proteinas como a aerolisina (aer), enterotoxinas citotdxicas
(act, alt, ast) e hemolisinas (hly), que sao responsaveis por induzir citotoxicidade e
lise celular; enzimas extracelulares: enzimas hidroliticas, como lipases (lip), serina
proteases (ser), elastases (ahyB), colesterol aciltransferase (gcaT), nucleases (nuc)
e DNases (exu), que degradam componentes da matriz extracelular e tecidos do
hospedeiro, facilitando a invasdo bacteriana; fatores de adesdo e motilidade,
substancia de agregacao (asa) e os sistemas flagelares (polar, fla; lateral, lafA), que
sdo cruciais para a colonizacdo de superficies e a motilidade no ambiente do
hospedeiro, sistemas de secregao do tipo Il (T3SS), composto por proteinas AscV,
AexT4 e AopP, aparato molecular para injetar proteinas efetoras diretamente no
citoplasma das células do hospedeiro, modulando a resposta imune e promovendo
a sobrevivéncia bacteriana (Qian et al., 2021; Liu et al., 2025a). A expressédo dos
genes de viruléncia e secrecao de enzimas extracelulares, estdo relacionados a

caracteristicas de crescimento das cepas de Aeromonas.
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2.3 Outros patégenos relevantes
Adicionalmente, um conjunto diversificado de outros agentes bacterianos

representa ameacgas significativas para a truticultura. A furunculose, uma
enfermidade classica em salmonideos causada por Aeromonas salmonicida, é
caracterizada pelo desenvolvimento de lesbes ulcerativas profundas, conhecidas
como furdnculos. A columnariose, cujo agente etiolégico & Flavobacterium
columnare, acomete primariamente as branquias e a superficie corporal dos peixes,
resultando em lesdes necréticas que frequentemente culminam em insuficiéncia
respiratoria. Patégenos como Edwardsiella tarda, Lactococcus garvieae e diversas
espécies do género Streptococcus também tém sido consistentemente associados
a surtos de mortalidade em trutas, o que evidencia a complexidade do panorama
sanitario que desafia a sustentabilidade da aquicultura moderna (Cao et al., 2020b;
Duman et al., 2025; Liu et al., 2025b; Qian et al., 2021).

Outra importante bactéria € a Weissella, uma bactéria Gram-positiva,
cocobacilar, pertencente a familia Leuconostocaceae. Encontradas em diferentes
habitats, como fezes e saliva de animais saudaveis. Neste género maioria das
espécies sado consideradas nao patogénicas, com excegao da Weissella trutae (Thi
Nhinh et al., 2025) e Weissella ceti (Liu et al., 2009; Mitomi et al., 2018; Figueiredo
et al., 2015),(Pereira et al., 2022).

Weissella ceti, originalmente identificada em cetaceos, emergiu como um
importante patdogeno na truticultura, sendo o agente etiolégico da Weisselose. Em
trutas arco-iris, a infecgdo manifesta-se como um quadro de septicemia
hemorragica aguda, com alta mortalidade, letargia, exoftalmia, além de hemorragias
internas e externas. A ocorréncia de surtos de Weisselose em truticulturas tem sido
documentada em escala global, com registros na China (Liu et al., 2009), Brasil
(Figueiredo et al., 2012), Estados Unidos (Welch and Good, 2013), Japao (Mitomi et
al., 2018), Peru (Medina et al., 2020) e o mais recente no Vietna (Thi Nhinh et al.,
2025) .

O surto mais recente de weisselose no Brasil provocou perdas significativas
com mortalidade de 50% a 80% durante os meses mais quentes do ano. Tambem
ja foram relatados surto na epoca das chuvas com mortalidades de até 60% em

truticultura de gaiolas flutuantes no lago Titicaca no Peru. Os sinais clinicos
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apresentados pelos animais doentes eram exoftalmia uni ou bilateral, melanose e
heorragia oculares (Mitomi et al., 2018; Medina et al., 2020; Thi Nhinh et al., 2025).
A necropsia realizada revelou hemorragia gravea baxiga natatoria, cerebro, figado e
musculo e congestao instestinal. Este sinais clinicos foram confirmados mediante
desafios experimentais confirmando weissella cite como agente patogenico de
trutas arco-iris (Thi Nhinh et al., 2025).

A caracterizagdo molecular de isolados Dbrasileiros, incluindo o
sequenciamento do genoma completo, tem sido fundamental para entender a
epidemiologia da doenga e a relacao filogenética das cepas brasileiras com as de
outras partes do mundo, como China e Estados Unidos, onde a Weisselose também

causa perdas econOmicas importantes (Figueiredo et al., 2015).

2.4 Métodos de identificacao de patéogenos bacterianos em
peixes

A identificacdo de patdégenos em peixes dispde atualmente de diferentes
modelos metodoldgico. Contudo, ndo existe um consenso unanime na comunidade
cientifica sobre uma abordagem padrao-ouro.(Piamsomboon et al., 2020). Muitos
pesquisadores utilizam métodos de identificagdo gendmica, considerando-os a
metodologia de eleicdo devido a sua alta resolucdo e especificidade. Em
contrapartida, microbiologistas mais tradicionais sustentam que os meétodos
fenotipicos convencionais, baseados na analise da morfologia colonial, padrdes de
crescimento e perfis bioquimicos, oferecem uma caracterizagdo mais fidedigna e
precisa do isolado (Assis et al., 2017; Ferone et al., 2020).

Apesar dos avancos significativos nas metodologias de identificagdo bacteriana,
a acuracia dos métodos disponiveis permanece um tema de debate. Cada
abordagem apresenta um balango distinto de vantagens e desvantagens, o que
inviabiliza a eleicdo de um unico método como padrao universal. Adicionalmente, a
precisdo do diagnodstico etiolégico € influenciada por uma série de variaveis
operacionais e técnicas, que incluem a qualidade dos equipamentos e reagentes, a
padronizacao dos meios de cultura e testes fenotipicos, a performance dos kits
moleculares e, de forma crucial, a expertise da equipe de laboratdrio (Assis et al.,
2017; Piamsomboon et al., 2020).
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A acuracia no diagnostico de enfermidades bacterianas constitui o alicerce para
a implementacdo de estratégias de controle eficazes (Assis et al., 2017). A
identificacdo precisa do agente etioldgico € um pré-requisito para a selegdo de
protocolos terapéuticos adequados, para a implementagdo de medidas de
biosseguranga direcionadas e para o desenvolvimento de imunoprofilaticos, como
as vacinas. O processo de caracterizagdo bacteriana abrange varias metodologias,
as quais sao classificadas em duas categorias principais: fenotipicas e moleculares
(Duman et al., 2022).

2.5 ldentificacao fenotipica

O pré-requisito fundamental para a caracterizagao fenotipica € a obtencao de
uma cultura bacteriana pura (axénica). Contudo, uma limitagdo inerente a estes
métodos reside na sua resolugcdo taxondmica. Frequentemente, a identificagao é
confiavel apenas ao nivel de género, sendo a capacidade de discriminagdo em nivel
de espécie consideravelmente reduzida (Duman et al., 2022). Dessa forma, a
identificacdo bacteriana € conduzida por um processo de avaliagdo da similaridade
fenotipica. Esta abordagem permite, inicialmente, a atribuicdo do isolado a um
determinado género, enquanto a confirmagdo em nivel de espécie demanda a
realizacdo de ensaios complementares mais especificos (Ferone et al., 2020).

Contudo, este modelo de identificagao por similaridade fenotipica apresenta
uma limitagdo fundamental: a sua eficacia € intrinsecamente dependente da
existéncia de perfis de referéncia bem estabelecidos. Essa desvantagem torna-se
ainda mais evidenciada quando se deseja identificar organismos pertencentes a
géneros ou espécies que ainda nao foram formalmente descritos ou que sao
fenotipicamente atipicos, representando um desafio significativo para a
caracterizagao de novos taxons (Ferone et al., 2020; Riesco and Trujillo, 2024).

Um dos desafios primordiais no diagnéstico de doengas bacterianas em
peixes reside na dificuldade intrinseca ao isolamento dos agentes etiolégicos.
Diferentemente de mamiferos e outros animais terrestres, os peixes s&o organismos
pecilotérmicos que habitam um ambiente aquatico com condigdes fisico-quimicas

altamente variaveis (Duman et al., 2022).
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A vasta diversidade de patdgenos bacterianos que acometem peixes implica
ampla exigéncias nutricionais dos meios de cultivo. Fatores como a temperatura e o
periodo de incubagao, concentragao didxido de carbono e a composi¢gao do meio de
cultura variam substancialmente entre as diferentes espécies bacterianas,
complicando significativamente o processo de isolamento. Consequentemente, a
grande variedade de patdogenos e suas naturezas muitas vezes fastidiosas
demandam uma abordagem diagndstica personalizada para cada caso(Duman et
al., 2025, 2022; Riesco and Truijillo, 2024).

2.6 ldentificagcao por espectrometria de massas

O genoma bacteriano, uma estrutura de notavel complexidade, compreende
um conjunto genético que pode variar de 600 a 7.000 genes preditos. Este conjunto
de genes codifica a totalidade do potencial proteico de um microrganismo, o
proteoma. A analise gendmica, portanto, oferece um mapa preditivo do proteoma,
permitindo inferir as capacidades funcionais e metabdlicas da bactéria (Duman et al.,
2022).

Os avancgos nas ciéncias 6micas, com particular énfase na protedmica,
associados a automacdo e as suas aplicagcbes em tipagem de cepas e
epidemiologia, impulsionaram a adog&do da espectrometria de massa de tempo de
voo com dessorcgao/ionizagao a laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) como
uma ferramenta robusta para a identificagdo de microrganismos em diversas areas
do conhecimento (Schumann and Maier, 2014; Singhal et al., 2015).

A identificacdo bacteriana por MALDI-TOF MS fundamenta-se na analise do
perfil proteico do microrganismo. O método gera um espectro de massas peptidicas,
que funciona como uma assinatura espectral unica para cada microrganismo. A
identificacdo é entdo realizada por meio da comparacdo deste espectro com um
banco de dados de referéncia, que contém os perfis proteicos de organismos
previamente caracterizados, ou através da comparagao direta entre os proteomas
dos organismos em estudo (Angeletti, 2017; Singhal et al., 2015).

Apesar de sua crescente aplicagdo, a fidedignidade dos resultados obtidos
por MALDI-TOF MS pode ser questionada, principalmente devido a influéncia das

condi¢cdes de cultivo no perfil proteico bacteriano. A expressao de proteinas € um
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processo dindmico e adaptativo, diretamente influenciado pela composicdo do meio
de cultura e por outros parametros fisiolégicos. Consequentemente, variagdes nas
condicbes de crescimento podem modular o proteoma bacteriano, gerando
espectros de massa inconsistentes que, por sua vez, afetam negativamente a
acuracia da identificacdo (Schumann and Maier, 2014; Angeletti, 2017; Duman et al.,
2022).

A otimizac&do da preparacdao de amostras € uma etapa critica para o sucesso
da identificacdo bacteriana por MALDI-TOF MS. Dois fatores primordiais devem ser
considerados: a matriz de origem do isolado e, fundamentalmente, a arquitetura da
parede celular bacteriana. A distingdo entre bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas dita a necessidade de protocolos de extragdo distintos (Duman et al.,
2022).

Bactérias Gram-negativas, devido a sua parede celular mais delgada,
frequentemente permitem uma identificagdo acurada através da analise direta de
perfis celulares. Em contrapartida, a espessa camada de peptidoglicano das
bactérias Gram-positivas requer uma etapa de perturbagdo quimica para garantir a
extragdo eficiente das proteinas ribossomais. Para tal, um tratamento com acido
férmico é tipicamente empregado, um passo que aumenta significativamente a
qualidade do espectro de massas e, consequentemente, a confiabilidade da
identificacao (Singhal et al., 2015).

Uma avaliagdo comparativa posiciona o MALDI-TOF MS de forma vantajosa
frente a outras metodologias de identificagdo microbiana, como as abordagens
fenotipicas e moleculares convencionais. Seus principais atributos incluem a alta
velocidade na obtenc¢ao de resultados e um baixo custo por analise, 0 que o torna
particularmente atraente para laboratorios de diagndstico (Saticioglu et al., 2021).

Contudo, a precisdo do método é diretamente condicionada pela abrangéncia
e qualidade da base de dados espectrais de referéncia, e seu custo de aquisicao
inicial representa um investimento de capital significativo (Duman et al., 2022;
Piamsomboon et al., 2020).

Apesar de sua ampla consolidagdo no diagnostico clinico humano e
veterinario, a aplicabilidade do MALDI-TOF MS na aquicultura ainda enfrenta

barreiras consideraveis. A principal limitacdo reside na relativa escassez de
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espectros de referéncia para patdgenos de peixes nos bancos de dados comerciais
e publicos (Schumann and Maier, 2014; Saticioglu et al., 2021).

Este gargalo € exacerbado pela natureza do habitat aquatico, um
ecossistema complexo que abriga uma vasta e diversa microbiota, incluindo
milhares de espécies bacterianas comensais e patogénicas. Uma fragao
significativa desta microbiota permanece nao cultivavel in vitro, o que impede a
obtengao da cultura pura, um pré-requisito para a analise por MALDI-TOF MS, e
dificulta a diferenciacdo de espécies filogeneticamente préximas (Singhal et al.,
2015; Angeletti, 2017).

Adicionalmente, a capacidade de resolucdo taxonébmica do MALDI-TOF MS
em contextos aquicolas tem se mostrado inconsistente. Embora estudos iniciais
tenham demonstrado sucesso na diferenciagdo de espécies de Aeromonas
fenotipicamente similares, pesquisas subsequentes revelaram a incapacidade do
método em distinguir de forma confiavel novas espécies ambientais ou isoladas de
peixes, especialmente quando confrontado com espécies do mesmo género cujos
perfis genbmicos sdo desconhecidos ou muito proximos (Schumann and Maier,
2014; Singhal et al., 2015; Saticioglu et al., 2021; Mulet et al., 2021).

A acuracia do MALDI-TOF MS na identificagdo de patogenos de peixes tem
sido objeto de avaliagao critica. Estudos comparativos, como os conduzidos por
PEREZ-SANCHO et al. (2016) e JUNG-SCHROERS et al. (2018), evidenciaram a
ocorréncia de erros de identificagdo, particularmente para géneros de grande
relevancia na aquicultura, como Aeromonas e Shewanella. Contudo, apesar dessas
limitagdes, a metodologia demonstrou um desempenho robusto e confiavel na
identificacdo de outros importantes patdogenos de peixes, incluindo Flavobacterium
psychrophilum,  Tenacibaculum maritimum, Yersinia ruckeri, Vagococcus
salmoninarum e Lactococcus garvieae.

Apesar da controvérsia em torno da sua acuracia para certos taxons, o
MALDI-TOF MS consolida-se como uma ferramenta de elevado potencial para a
identificacdo de patdogenos em peixes. O principal desafio para a sua plena
implementagao reside na necessidade de uma continua expanséo e curadoria dos
bancos de dados espectrais, com a inclusdo de perfis de espécies raras,

emergentes ou geograficamente especificas (Assis et al., 2017; Ferone et al., 2020).



708
709
710
711
712
713
714
715
716
717

718
719
720
721
722
723
724
725
726
727
728
729
730
731
732
733
734
735
736
737
738

11

Neste contexto, uma corrente de pesquisadores SCHUMANN (2014);
SATICIOGLU et al. (2021) e DUMAN et al. (2022) argumentam que a dependéncia
exclusiva do MALDI-TOF MS é insuficiente, especialmente para a caracterizagao de
novos patégenos. Em vez disso, defendem pela adogdo de uma abordagem
taxondmica polifasica. Esta estratégia integrativa preconiza a conjugagao dos dados
protedmicos obtidos por MALDI-TOF MS com os resultados de métodos fenotipicos
e moleculares classicos, assegurando assim uma identificagdo bacteriana mais

robusta, fidedigna e taxonomicamente coerente.

2.7 ldentificagcdao por métodos moleculares

A aplicacdo de métodos moleculares para a identificagcdo de microrganismos
tem como pré-requisito a obtencdo de material genético (DNA ou RNA) de alta
qualidade e pureza. Essas abordagens baseiam-se, em sua maioria, na
amplificacdo de regides genbmicas conservadas por meio de técnicas como a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), que utiliza oligonucleotideos iniciadores
(primers) sintéticos (Duman et al., 2022).

A introducdo dessas metodologias representou um avango paradigmatico
para a microbiologia, ndo apenas por possibilitar a descoberta de inumeros novos
microrganismos, mas também por impulsionar uma profunda revisdo da
classificagado e nomenclatura de taxons previamente estabelecidos.

A taxonomia microbiana passou a ser fundamentada em relacdes
filogenéticas, inferidas a partir da comparagdo de sequéncias de DNA, o que
permitiu a elucidacéo de relagdes de ancestralidade com um nivel de resolugcdo sem
precedentes.

O progresso acelerado no campo da biologia molecular e o continuo
aprimoramento de novas plataformas de diagndstico genético estdo promovendo
uma mudanga de paradigma no diagnostico de doengas em peixes. Abordagens
independentes de cultivo, notadamente a deteccdo e identificagdo de genes
bacterianos diretamente de tecidos do hospedeiro, tém ganhado proeminéncia,
superando a dependéncia do tradicional isolamento e cultivo in vitro dos agentes

etioldgicos.
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No ambito da identificagdo molecular de patégenos bacterianos em peixes,
0os genes que codificam o RNA ribossdmico (rRNA), especificamente as
subunidades 5S, 16S e 23S, sao alvos primordiais. Dentre estes, 0 gene que
codifica a subunidade 16S do rRNA consolidou-se como o marcador molecular de
eleicdo e o mais amplamente utilizado para a taxonomia e filogenia bacteriana.

A utilizagdo do gene 16S rRNA deriva de um conjunto de caracteristicas
intrinsecas que o tornam um excelente cronébmetro molecular. Primeiramente, sua
ubiquidade, estando presente em praticamente todas as espécies bacterianas
conhecidas, e sua fungdo conservada na sintese proteica garantem sua relevancia
universal. Adicionalmente, sua estrutura em mosaico, que intercala regides
altamente conservadas com regides hipervariaveis, € particularmente vantajosa.

As regides conservadas servem como sitios de anelamento para
oligonucleotideos iniciadores universais, permitindo a amplificagdo do gene a partir
de uma vasta gama de espécies, enquanto as regides hipervariaveis acumulam
mutacdes a uma taxa que permite a discriminacdo entre diferentes linhagens
taxondémicas.

Com um comprimento aproximado de 1500 pares de bases, o gene 16S
rRNA possui um tamanho ideal que facilita sua amplificacdo por PCR e
sequenciamento, ao mesmo tempo que contém informagao filogenética suficiente
para permitir a identificacdo robusta em nivel de género e, em muitos casos, de
espécie, bem como o posicionamento preciso do organismo na arvore filogenética.

Apesar da sua inegavel utilidade, a analise do gene 16S rRNA demonstrou
possuir limitagdes em sua resolugao taxonémica, sendo por vezes insuficiente para
a discriminacdo inequivoca de espécies filogeneticamente muito préximas. A
continua prospecgdo de genomas bacterianos revelou que outras regides
conservadas, notadamente genes de manutencao (housekeeping genes), também
detém um valioso sinal filogenético e poderiam ser incorporadas para aumentar a
robustez das analises.

Esta constatagdo abriu caminho para o desenvolvimento de abordagens de
tipagem por sequenciamento multilocus (MLST) e analise de sequéncia multilocus
(MLSA). Estes métodos, que se baseiam na analise concatenada de sequéncias de

multiplos genes de manutengdo, oferecem um poder de discriminagao
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significativamente superior ao de analises baseadas em um unico gene. Ao integrar
a informagado filogenética de varios loci, o MLSA proporciona uma inferéncia
taxondémica e filogenética robusta e precisa, aliado ao sequenciamento completo do
genoma da bacteria, tornando-se o padrdo-ouro para a descricdo de novas
espécies e para estudos epidemiologicos de alta resolugdo, exigido pelo comite de

taxomonia bacteriana (IJSEM).
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5 Conclusao

A combinacgdo de analises filogenéticas e moleculares permitiu ndo apenas a
identificacdo taxondbmica precisa, mas também a elucidagdo da dindmica
epidemiologica e do potencial patogénico das cepas envolvidas no estudo. A analise
das sequéncias, dos genes 16S rRNA, gyrB e rpoB, foi fundamental para confirmar a
identidade das cepas como A. hydrophila, superando as limitagcbes de métodos
baseados apenas no gene 16S rRNA. A analise filogenética subsequente, baseada
no concatenamento dessas sequéncias, revelou o posicionamento evolutivo das
cepas em relagao a linhagens de referéncia.

A caracterizacdo molecular do perfil de viruléncia demonstrou que as cepas
isoladas sao dotadas de fatores de viruléncia semelhantes, com a detec¢éo de 9/12

genes testados. A presenga concomitante desses genes justifica a alta viruléncia.
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