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SOUZA, Gabriel Marcos Domingues de. Detecgdo molecular de Streptococcus
agalactiae em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). 2013. 56 f. Dissertagcao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina.
Londrina, 2013.

RESUMO

Doengas causadas por Streptococcus ssp. € um dos problemas sanitarios mais
importantes encontrados na aquicultura mundial. No Brasil e em outros paises no
mundo, S. agalactiae encontra-se como grande responsavel por infecgbes que
acometem tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e outros peixes de criagao,
causando grandes prejuizos a piscicultura. O diagndstico utilizado atualmente para
deteccgao e identificacdo dessa espécie se baseia nos sinais clinicos, no isolamento
microbioldgico, do agente etiologico, e testes bioquimicos. A técnica de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) tem a capacidade de identificar especificamente, com
segurancga e rapidez, S. agalactiae em amostras coletadas de peixes e vem sendo
proposto para diagnéstico de diferentes doencas. Esse trabalho realizou a
padronizagdo da técnica para rapido diagndstico da presenga deste microrganismo
em o6rgaos e tecidos de tilapia do Nilo. O DNA foi obtido de diversas fontes: banco
de cepas com amostras de S. agalactiae isoladas de peixes de criagdo, 6rgaos
como rim e encéfalo, oriundos de peixes infectados experimentalmente. Também
foram utilizadas amostras de DNA contendo grupos de bactérias relacionadas para
validar a especificidade da reacdo. As amostras foram avaliadas por PCR de um
fragmento conservado do DNA ribossomal 16S de S. agalactiae. Os resultados
dessa reagao foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
observando a presenga ou auséncia do fragmento amplificado. Observou-se a
amplificacdo do fragmento na linhagem usada como referéncia e identificada como
S. agalactiae e auséncia de amplificagdo nos demais grupos, demonstrando a
especificidade de reacdo. As mesmas condi¢coes foram aplicadas as amostras de
DNA do banco de cepas e dos orgaos contaminados por essa bactéria. A
amplificacdo foi positiva para todos os isolados testados e 6rgaos oriundos dos
peixes inoculados experimentalmente. Estes resultados poderao serdo usados como
subsidio para implementagao do diagndstico e monitoramento da doenga em tilapia
do Nilo.

Palavras-chaves: Piscicultura. DNA 16S. PCR.



SOUZA, Gabriel Marcos Domingues de. Molecular detection of Streptococcus
agalactiae in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). 56 p. 2013. Dissertagao
(Mestrado em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina.
Londrina, 2013.

ABSTRACT

Diseases caused by Streptococcus ssp. is one of the most important health problems
encountered in aquaculture worldwide. In Brazil and other countries of the world, S.
agalactiae is as largely responsible for infections that affect the Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) and other farmed fish, causing extensive damage to fish
farming. Diagnosis currently used for detection and identification of this species is
based on clinical, microbiological isolation of the etiologic agent, and biochemical
tests. The technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) has the ability to
specifically identify, safely and quickly, S. agalactiae in samples of fish and has been
proposed for diagnosis of different diseases. This work constitutes the standardized
technique for rapid diagnosis of the presence of this bacteria in organs and tissues of
Nile tilapia. DNA was obtained from several sources: collection samples with strains
of S. agalactiae isolated from farmed fish, organs such as kidney and brain from
experimentally infected fish. Samples were also used for DNA containing groups of
related bacteria to validate the specificity of the reaction. The samples were
evaluated by PCR from a fragment of the conserved 16S ribosomal DNA of S.
agalactiae. The results were analyzed by agarose gel electrophoresis observing the
presence or absence of the amplified fragment. We observed an amplification of the
fragment used as reference strain identified as S. agalactiae and absence of
amplification in the other groups, demonstrating the specificity of reaction. The same
conditions were applied to samples of DNA collection strains and organs
contaminated with this bacteria. The amplification was positive for all isolates tested
and organs from fish inoculated. These results can be used as an aid to diagnosis
implementation and monitoring of the disease in Nile tilapia.

Keywords: Pisciculture. 16S DNA. PCR.
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1 INTRODUGAO

Nos ultimos anos a aquicultura tem se desenvolvido de forma
significativa no Brasil, pois além de possuir um grande potencial hidrico e condi¢des
favoraveis para a pratica da aquicultura, o governo do pais tem investido em
politicas publicas de incentivo a essa atividade, desenvolvida pelo Ministério da

Pesca e Aquicultura (ONO & KUBITZA, 1999; BRASIL, 2010).

Quando comparamos a producdo do ano de 2004, onde foram
produzidas 177.518 toneladas de peixes de agua doce, com a de 2010 que produziu
cerca de 394.340 toneladas, observa-se um aumento na produc¢ado desse ramo de

atividade no pais (FAO, 2009; BRASIL, 2010).

Uma das espécies de peixes mais cultivadas, no Brasil, é a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Em 2004 foram produzidas 69.078 toneladas e em
2010 a producado dessa espécie representou aproximadamente 40% (cerca de
150.000t) de toda a produgao obtida pela aquicultura do pais (FAO, 2009; BRASIL,

2010).

O crescimento da producdo aquicola tem acentuado problemas
sanitarios ligados ao sistema intensivo de cultivo (BONDAD-REANTASO et al.,,
2005). As caracteristicas da producao de peixes nesse sistema, onde sdo utilizados
tanques-rede, com alta densidade de estocagem, diminuigdo da qualidade da agua,
disturbios nutricionais, acumulo de matéria organica no ambiente, proliferacdo de

micro-organismos patogénicos, entre outros (KUBTIZA, 2000).

Tais condi¢cbes de estresse ambiental alteram a homeostase dos

peixes e os tornam suscetiveis ao ataque de organismos patogénicos que podem
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desencadear surtos de contaminagao graves e mesmo dizimar criagdes inteiras em

poucos dias (ONAKA, 2009; PAVANELLI et al., 2008).

Doengas de origem bacteriana sdo as responsaveis por causarem
0s maiores problemas relacionadas a doencas na piscicultura. As estreptococoses
sdo a principais doencgas, sendo responsaveis por grandes prejuizos no cultivo de
peixes em diversos paises com grande produgdo aquicola, inclusive no Brasil

(SALVADOR et al., 2005; PARK et al., 2009).

Salvador et al. (2005) isolaram de tilapia do Nilo (O. niloticus)
cultivadas em tanque-rede e viveiros de terra, no estado Parana, Streptococcus spp.
nao-hemolitico do grupo B de Lancefield e observaram em propriedades de cultivo
de tilapia em tanques-rede, uma alta morbidade e mortalidade por S. agalactiae. Os
peixes acometidos por essa bactéria apresentaram sinais clinicos como:
escurecimento da pele, letargia, natagao erratica e circular, diminuicdo de apetite,

exoftalmia uni ou bilateral e distensdo da cavidade visceral.

Uma das principais estratégias de controle das doengas bacterianas
€ 0 uso, muitas vezes indiscriminado, de antibidticos e produtos quimicos, para
controle dos agentes patogénicos, podendo causar contaminagédo e degradacao do
ambiente, e também provocar a selecdo de cepas bacterianas resistentes, podendo

implicar em risco a saude publica (SERRANO, 2005; SWAIN et al., 2002).

A avaliagdo e diagnostico laboratorial se torna uma ferramenta de
extrema importancia para indicar o tratamento adequado, em surtos de infec¢ao por
bacterioses, pois a utilizagdo indiscriminada de algum produto pode causar impactos
negativos, tanto no peixe como no meio ambiente, além da possibilidade de

selecionar parasitas e bactérias resistentes (VARGAS, 2004).
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O diagnéstico pode ser realizado pela associagao dos sinais clinicos

com os achados laboratoriais, identificagdo microbiolégica e bioquimica, porém,
dependem, sobretudo, da viabilidade das bactérias nos tecidos, limitando a analise,
além de demandarem tempo (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007a;
FIGUEIREDO et al., 2009). O objetivo dessa pesquisa foi propor uma metodologia
de diagndstico molecular de S. agalactiae que acometem tilapia do Nilo, visando
contribuir para 0 manejo das doencgas e controle sanitario da cadeia produtiva de

tilapia.



14

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AQUICULTURA

A produgdo da aquicultura de origem continental do Brasil tem
aumentado de forma significativa. Em 2004, o Brasil produziu 177.518 toneladas de
peixes de agua doce das quais 69.078 t de tilapia. Em 2010 a produc&o nacional
alcangcou a marca de 394.340 toneladas de pescado sendo 155.450,8 t de tilapia,
representando aproximadamente 40% da produgdo nacional de peixes (FAO, 2009;

BRASIL, 2010).

A Regido Sul do Brasil € destaque na produgéo de pescado no pais,
sendo responsavel pela maior producdo com 133.425,1 toneladas, correspondendo
por 33,8% da producdo nacional. O Estado do Rio Grande do Sul é considerado o
maior polo produtor de pescado do Brasil, com 55.066,4 toneladas. O estado do

Parana produziu 35.811,1 toneladas de pescado no ano de 2010 (BRASIL, 2010).

O aumento dessa atividade esta associado ao desenvolvimento do
setor, através de incentivos de politicas publicas que facilitaram o acesso dos
piscicultores a programas do governo, como o Plano Mais Pesca e Aquicultura

desenvolvida pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2010).

Devido ao seu grande potencial hidrico o Brasil apresenta condi¢des
extremamente favoraveis para a pratica da aquicultura, com mais de cinco milhdes
de hectares de agua doce em reservatérios naturais e artificiais, que podem ser

aproveitados para a produgao de organismos aquaticos (ONO & KUBITZA, 1999).
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Na area de cultivo para engorda de organismos aquaticos, o Brasil,

emprega o uso de acudes, viveiros escavados e tanques-rede (BRASIL, 2010),
sendo que atualmente o sistema de criacdo em tanques-rede tem se desenvolvido
com maior intensidade (BRASIL, 2010). Esta forma de cultivo é bastante difundida
em todo o mundo, pois possibilita a utilizagdo de ambientes aquaticos ja existentes
exigindo poucos investimentos quando comparada a piscicultura tradicional,

praticada em viveiros escavados (ONO & KUBITZA, 1999).

2.2  TiLAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS)

As tilapias sdo originarias da Africa do Sul e do Oriente Médio e
atualmente estdo presentes em cerca de 100 paises (CASTAGNOLLI & CYRINO,

1986; FITZSIMMOS, 2000).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pertence a ordem
Perciformes, familia Cichlidae. Tem origem na Africa, onde é encontrada nos rios
litordneos de lIsrael, rios Nilo e Jebel Marra e nas bacias dos rios Niger, Benue,
Volta, Gadmbia, Senegal e Chade (FROESE & PAULY, 2011). Com a finalidade de
melhorar a produtividade e auxiliar no desenvolvimento da aquicultura, este peixe foi
introduzido em mais de 100 paises das regides tropicais e subtropicais (COWARD &

BROMAGE, 2000; LEVEQUE, 2002).

O Brasil utiliza varias espécies exdticas como fonte econdmica, mas
a tilapia do Nilo apresenta inumeras vantagens com relagao as demais e também as
espécies nativas (LIZAMA et al., 2007). Essa vantagem pode ser entendida pelo fato

de existirem muitas informag¢des detalhadas sobre as caracteristicas bioldgicas e
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zootécnicas que sao utilizadas em condi¢cdes de cultivo de tilapia (BOSCARDIN,

2008).

Algumas caracteristicas como ciclos curtos de producédo, rapido
crescimento, tolerdncia a ambientes com alta densidade, consumo de alimento
natural e também de racdes, 6tima qualidade de carne, facilidade de manipulacéo e
filetamento, boa aceitagdo comercial, resisténcia ao manejo e as doencgas

(LEONHARDT, 1997).

2.3 SANIDADE EM PISCICULTURAS NO BRASIL

Com o aumento das atividades relacionadas a aquicultura, os
estudos de patdgenos que acometem organismos aquaticos tem se desenvolvido
consideravelmente, principalmente aqueles ligados a organismos com potencial para
cultivo e comercializagédo (THATCHER & BRITES-NETO, 1994). O desenvolvimento
dessa atividade no mundo, associado a globalizagdo do comércio, introducdo de
novas espécies e sistemas intensivos de cultivo, tem acentuado problemas
sanitarios, além do surgimento de doengcas de origem bacteriana (BONDAD-

REANTASO et al., 2005).

Doencas bacterianas em peixes estdo associadas a fatores que
aumentam sua susceptibilidade a infec¢gdes como nivel de oxigénio dissolvido,
concentragcdo de amdnia e nitrito, alcalinidade total, pH, transparéncia da agua,

dureza total e temperatura (MCGEACHIN et al., 1987).
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Na criacao intensiva, as bactérias sao importantes patdégenos devido

a facilidade de sua disseminagdo e por serem oportunistas (KUBITZA, 2000;
PAVANELLI et al., 2008). Existem muitas bactérias patogénicas, porém algumas
delas tém ocorréncia frequente e apresentam maior impacto na aquicultura como
Streptococcus spp., Aeromonas spp., Pseudomonas spp. e Flavobacterium

columnare (KUBITZA & KUBITZA, 2004).

Plumb (1997) e Shoemaker et al. (2000) relataram que o cultivo
intensivo obriga os criadores a utilizar grandes volumes de racdo e a alta densidade
de peixes, acumulo de matéria organica, redugdo da quantidade de oxigénio
dissolvido e da qualidade da agua, promovem o estresse nos peixes, 0 que leva a
uma diminuicdo da imunidade do animal, favorecendo a disseminacdo de doencgas,
principalmente de origem bacteriana. As taxas de mortalidade em surtos causados
por esses organismos podem ser bastante elevados, e de dificil tratamento, por essa
razao, em muitos paises, doencas causadas por bactérias sdo de declaracao

obrigatéria (PAVANELLI et al., 2008).

O sucesso da piscicultura depende do cuidado com os parasitas e
patégenos que causam perdas no cultivo. Agentes patogénicos podem se
disseminar para o ambiente, representando riscos a saude publica (BRACCINI et al.,
2008). Portanto se torna de extrema importancia, o diagnostico laboratorial para
indicacdo do tratamento adequado, haja vista que a utilizagdo indiscriminada de
algum produto pode causar impactos negativos, tanto no peixe como no meio
ambiente, além da possibilidade de selecionar parasitas e bactérias resistentes

(VARGAS, 2004).
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24 GENERO STREPTOCOCCUS

O género Streptococcus pertence ao filo Firmicute, classe Bacilli,
ordem Lactobacillales, e familia Streptococcaceae. Esse género atualmente contém
90 espécies e 17 subespécies, sendo distribuidas em linhagens de origem animal e
humana (GARRITY, 2008). A familia Streptococcaceae também compreende os

géneros Lactococcus e Lactovul (MATTHIES et. al., 2004).

A classificagdo taxond6mica de estreptococos, que tem por base
caracteristicas morfolégicas e fisiologicas exploradas através de diferentes testes,
tem se modificado nos ultimos anos pelos avancgos de técnicas de analise molecular
como o0 sequenciamento de regides do genoma como do DNA ribossémico 16S

(FACKLAM, 2002).

O grupo estreptococos engloba os cocos Gram-positivos, ovoides de
0,5 a 2,0 ym de didmetro e ocorrem aos pares ou em cadeias quando crescem em
meio liquido. Ndo sdo mdveis, ndo formam esporos e sao catalase-negativos, isto é

nao reagem com peroxido de hidrogénio a 3% (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

De modo geral, esses microrganismos sao nutricionalmente
exigentes e requerem meios enriquecidos, geralmente pela adicdo de sangue, para
o crescimento a temperaturas de 25 a 45°C, com temperatura 6tima de 37°C.
Possuem metabolismo fermentativo e produz acido latico a partir de carboidratos,
sdo anaerobios facultativos, e alguns podem crescer melhor em atmosfera rica em

CO; (5%) ou em anaerobiose (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

Do ponto de vista ecoldgico, esses microrganismos sao bastante

heterogéneos, pois sdo encontrados nos mais diferentes ambientes. Muitos sao
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integrantes da flora normal do corpo humano, particularmente ao nivel das vias
aéreas superiores e do trato intestinal. Alguns sdo patégenos classicos e varios séo
tipicamente oportunistas. Alguns destes oportunistas raramente sdo associados a
infeccdo, enquanto outros vém crescendo intensamente em importancia, gragas a
capacidade de causar infecgcdes hospitalares e de adquirir resisténcia aos
antibidticos. Embora esses microrganismos fagam parte da microbiota normal,
muitos deles s&o responsaveis por uma variedade de manifestagdes clinicas, e sao
considerados importantes agentes infecciosos tanto para o homem como para os

animais. (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005)

Varios sistemas de classificacdo foram desenvolvidos para os
estreptococos, levando a utilizagéo de diversas designacdes que frequentemente, se
tornam um obstaculo ao entendimento, ja que sua adog¢do ndo € universal. Entre
esses sistemas se destacam aqueles baseados em caracteristicas hemoliticas,

fisiolégicas e antigénicas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

A identificagdo dos estreptococos €, entretanto, até hoje,
relativamente complexa e fundamentada num sistema dicotdbmico, com base na
observacao inicial das propriedades hemoliticas das amostras. Dessa forma, os
estreptococos sao classificados como beta-hemoliticos ou nao beta-hemoliticos.
Estes ultimos podem ser subdivididos em alfa-hemoliticos € gama ou nao

hemoliticos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005).

A classificagdo dos estreptococos em grupos sorolégicos baseia-se
nas caracteristicas antigénicas de um polissacarideo, de composi¢cao variavel,
chamado carboidrato C, localizado na parede celular, que pode ser detectado por

diferentes técnicas imunoldgicas. Rebecca Lancefield (1933) tomando por base este
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polissacarideo e trabalhando com testes de precipitacdo e antissoros, conseguiu
distribuir as espécies de estreptococos em 20 grupos soroldgicos, Grupos de

Lancefield, designados por letras maiusculas do alfabeto A, B, C, D, E, F, G, H, K, L,

M,N,O,P,QR,S, T,UeV (LANCEFIELD, 1933).

2.4.1 Estreptococos do grupo B (EGB)

Essa espécie foi descrita pela primeira vez em 1887 por Nocard e
Mollereau como Streptococcus de la mammite, ou seja, um patdogeno da mastite
bovina (NOCARD; MOLLEREAU, 1887, apud BISHARAT et al., 2004). S. agalactiae
€ a unica espécie pertencente ao grupo B de Lancefield, € um agente patogénico
importante em humanos, bovinos e peixes. Em peixes causa meningoencefalite,
mastite clinica e subclinica em bovinos e em humanos provocam infeccoes
superficiais da pele, faringite, sepse, pneumonia, meningite, endocardite, febre
reumatica, glomerulonefrite e meningite neonatal (BERRIDGE et al., 2001 DUARTE
et al,, 2004, LINDAHL et al., 2005, MIAN et al., 2009, POPPERT et al., 2009,

PEREIRA et al., 2010).

Sua identificacdo € feita através da caracterizagdo morfolégica de
suas coldnias, cinzas, circulares e levemente brilhantes em meio de cultivo contendo
sangue. Suas cepas apresentam beta-hemolise discreta ao redor das col6nias, mas
podem também existir cepas com auséncia de hemdlise, gama-hemodlise, o que
pode ocasionar confusdo com espécies de Enterococcus (SPELLERBERG;

BRANDT, 2007).



21

Existem varias provas bioquimicas para a identificagao fenotipica de

EGB. A escolha de testes como prova da catalase, prova de crescimento em azul de
metileno, NaCl a 6,5%, bile 40% e esculina e classificagdo em grupos com testes
soroldgicos disponiveis comercialmente, permitem caracterizar isolados de S.

agalactiae de peixes (SALVADOR et al., 2003; 2005).

Atualmente tem-se descritos nove sorotipos diferentes para S.
agalactiae, la, Ib, 11, I, IV, V, VI, VII e VIII, baseados nas variagbes da estrutura e
composi¢cdo dos polissacarideos capsulares e nas respostas imunogénicas
(LANCEFIELD; HARE , 1935; JENNINGS et al., 1983; WESSELS et al., 1987; VON
HUNOLSTEIN et al., 1993; KOGAN et al., 1995, 1996). Esses polissacarideos
extracelulares sao importantes para a protecdo contra condigdes do meio e do
hospedeiro que podem ser prejudiciais a sobrevivéncia do microrganismo. Além
disso, esses polissacarideos podem ser considerados potentes fatores de viruléncia
quando possuem a capacidade de mimetizar estruturas do hospedeiro e de intervir
com vias de ativagdo do sistema complemento (EDWARDS et al., 1982; HAYRINEN

et al., 1989).

Além da estrutura basica da membrana constituida por
peptideoglicana, carboidratos, acido teicdico, lipoteicdico e proteinas, estreptococos
possuem um complexo polissacaridico grupo especifico (KONEMAN et al., 2005).

Segundo a classificacao de Lancefield, EGB é constituida pelo antigeno de grupo B.

Contudo a variagdo estrutural de S. agalactiae ndo se resume
apenas ao antigeno grupo-especifico B, mas existe outro complexo polissacaridico,

localizado na regido externa a parede celular que representa a capsula. Essa
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estrutura apresenta composigao variavel a qual determina os nove tipos sorologicos

de EGB ja descritos (KONEMAN et al., 2005).

EGB foi primeiramente associada a doengas de origem animal,
especificamente de bovinos (ELLIOTT et al., 1990). Desde sua descricdo, esse
microrganismo vem se revelando como agente etiolégico de doengas e colonizagao
no homem e em outros animais como ovelhas, cabras, suinos, caninos, felinos,

roedores, ras e até em peixes (ELLIOTT et al., 1990; LAMMLER et al., 1998).

2.4.2 Doencgas causadas por Estreptococos em peixes

Os estreptococos estdo entre os principais grupos de bactérias que
acometem a criacdo de peixes no Brasil e no mundo, doencas associadas a esse
grupo tem causado altos prejuizos para os produtores (SALVADOR et al., 2005;

PARK et al., 2009).

O primeiro relato de estreptococose em peixes foi de Hoshina et al.
(1958), no Japao, em truta arco-iris cultivada. Streptococcus difficile foi descrito pela
primeira vez por Eldar et al. (1994), em Israel, como um cocos ndo hemolitico que
causava septicemia e meningoencefalite em tilapia (Oreochromis spp.) e em truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss). Estudos recentes demonstraram que o S. difficile é
do grupo B de Lancefield, tipo IB, com perfil eletroforético de proteina celular
indistinguivel do S. agalactiae (VANDAMME et al., 1997). Kawamura et al. (2005),
apo6s analisar cinco sequéncias de genes, observaram que S. agalactiae e S. difficile
apresentaram semelhanga de 100% para 16S rRNA, 99,6% para gyrB, 98,6% para

sodA, 99,5% para gyrA e 99,8% para parC sugerindo uma reclassificagédo do S.
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difficile para unificar a nomenclatura, considerando S. difficile e S. agalactiae

sindbnimos.

Em tilapia do Nilo doencas associadas a estreptococos sdo as mais
comuns e as mais sérias a serem tratadas em sistemas de cultivo de varios paises,
inclusive no Brasil. As principais espécies desse género responsaveis por causar
infeccdo em tilapias sdo Streptococcus iniae, S. agalactiae, S. dysgalactiae e S.
ictaluri. No Brasil foram isolados S. agalactiae e S. iniae (FIGUEIREDO et al., 2007a;

FIGUEIREDO et al., 2009; SALVADOR et al., 2005).

O processo de transmissdo da doenga associada a estreptococos
ocorre provavelmente por contato direto entre peixes infectados com peixes sadios,
e por contato indireto, pela bactéria presente na agua, permitindo que a doenga se
manifeste gradativamente em diferentes tanques-rede de uma mesma propriedade.
A doenga apresenta mortalidade elevada, principalmente em peixes cultivados em
tanques-rede, onde ha ocorréncia de manejo inadequado da qualidade da agua e da

nutricdo dos peixes (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007a).

O acometimento por estreptococose € comumente observado em
peixes de 50g até 1 kg, mas € na fase de engorda, sendo peixes de 400 a 600g, que
ocorre a maioria dos casos de infecgdo. Ao que parece, alevinos e juvenis nao
costumam manifestar a doenca, porém existe a possibilidade destes serem
portadores assintomaticos e reservatérios por onde a bactéria € introduzida no

sistema de producéo (FIGUEIREDO et al., 2007a; FIGUEIREDO et al., 2009).

A doenga causada por estreptococos € septicémica, com
proliferagdo bacteriana em diversos 6rgaos do animal acometido. Acredita-se que o

encéfalo seja seu 6rgao de predilecdo, causando encefalite e como consequéncia é
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observado nos peixes acometidos, natagcdo erratica, com rodopios e perda de
equilibrio. Outros sinais que podem ser observados sdo: anorexia; coloragao escura
do corpo; distensdo abdominal; corpo levemente curvado; exoftalmia, opacidade de
cérnea, ou cornea hemorragica; hemorragia difusa na pele, ao redor da boca, nas
nadadeiras e opérculo; como também apresentar lesdes cutaneas e musculares
semelhantes a abscessos (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007a;
FIGUEIREDO et al., 2009). Internamente podem ser observados: acumulo de liquido
sanguinolento na cavidade celomatica; fluido intestinal sanguinolento; figado palido;

e esplenomegalia (KUBITZA, 2000).

Bunch e Bejerano (1997) relataram que infec¢des causadas por S.
iniae estdo associadas as tilapias cultivadas em regides com baixas temperaturas
(15 a 16°C) enquanto S. agalactiae € a espécie comumente encontrada em regides
de clima quente, variando entre 26 e 28°C, estando associada a diferentes espécies

de peixes de agua doce, marinha e estuarina (EVANS et al., 2002).

Eldar et al. (1995), em lIsrael, observaram em peixes infectados por
S. difficile, natagdo erratica, diminuicido no apetite, letargia, exoftalmia com
hemorragia intraocular, opacidade de coérnea e ascite. A natagdo em circulos,
movimentos descoordenados e a rigidez dorsal indicam o comprometimento do

sistema nervoso central (ELDAR et al.,1995).

No Brasil, Salvador et al. (2005) isolaram de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) cultivadas em tanque-rede e viveiros de terra, no estado
Parana, Streptococcus spp. ndo hemolitico do grupo B de Lancefield e Figueiredo et
al. (2006), nos estados de Minas Gerais e Espirito Santo isolaram S. agalactiae de

tilapias cultivadas em tanques-rede.
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Salvador et al. (2005) observaram em propriedades de cultivo de

tilapia em tanques-rede, uma alta morbidade e mortalidade por S. agalactiae, sendo
0s principais sinais clinicos, escurecimento da pele, letargia, natagao erratica e
circular, diminuicido de apetite, exoftalmia uni ou bilateral e distencdo da cavidade
visceral. As principais alteragdes macroscoépicas encontradas por Salvador et al.
(2003) foram lesdes na pele, nadadeiras e branquias, opacidade da cérnea, liquido

na cavidade visceral, hepato e esplenomegalia.

Pretto-Giordano et al (2010), no Brasil, a partir de uma cepa de S.
agalactiae isolada de tilapias naturalmente infectadas, inoculou por via i.p
(intraperitoneal), 1,0 x10°UFC/peixe e 1,5 x 10%UFC/peixe e a mortalidade
observada foi de 67,5 e 90,0%, respectivamente. No primeiro dia apds a inoculagao,
ocorreu elevada taxa de mortalidade caracterizada por morte subita, e os demais
peixes estavam letargicos no fundo do tanque, com alteragdo de coloragéo da pele e
anorexia. A partir do segundo dia, ocorreu agravamento dos sinais clinicos como
natacédo erratica, exoftalmia uni e bilateral, opacidade de cérnea e distensdo da

cavidade visceral.

A intensidade das lesbes e sinais clinicos em tilapia depende de
fatores relacionados a cepa de S. agalactiae, dose infectante, qualidade da agua,

temperatura, biomassa e manejo (CHANG; PLUMB, 1996).

O diagnéstico pode ser realizado pela associagao dos sinais clinicos
com os achados laboratoriais, porém, dependem, sobretudo, da viabilidade das
bactérias nos tecidos, limitando a analise, além de demandarem tempo. Peixes
doentes devem ser coletados e encaminhados vivos para os laboratérios de

diagndstico. No laboratério, o diagndéstico pode ser realizado por técnicas diretas,
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através da andlise de laminas de tecido infectado sendo visualizados
microscopicamente cocos Gram positivos; ou cultivos em meios seletivos ou por
técnicas de biologia molecular, como PCR (FIGUEIREDO et al.,, 2007a;

FIGUEIREDO et al., 2009).

A profilaxia e controle devem ser realizados através da manutengéao
adequada das condigdes ambientais e da boa nutricdo nos peixes; realizacdo de
tratamentos taticos com antibidticos; descarte de animais mortos ou sintomaticos e
realizagao com frequéncia de testes laboratoriais para certificar que a producgao esta

isenta do agente bacteriano (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al., 2007).

25 DIAGNOSTICO MOLECULAR

2.5.1 Reacgao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Essa reacdo é uma técnica para sintese “in vitro” de sequéncias
especificas de DNA. As siglas PCR significam “Polimerase Chain Reaction”: reacao
em cadeia da polimerase. Desenvolvida originalmente por Kary Mullis na década de
80, pela qual foi agraciado com o Prémio Nobel de Quimica em 1993, tem sido
amplamente utilizada no campo da biologia molecular como PCR simples em suas
diferentes variedades (multiplex PCR, PCR, RT-PCR, PCR-RFLP, PCR tempo real,

etc.) (HOORFAR et al., 2004; HOFFMANN et al., 2009).

A técnica de PCR permite amplificar de maneira seletiva fragmentos
de DNA, situados entre duas regides cujas sequéncias sao conhecidas. Estas duas
regides se utilizam de iniciadores na reacao de sintese do DNA, que € catalisada

pela enzima DNA polimerase (GIBELLO et al., 2001).
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A vantagem da PCR sobre outros métodos de diagndstico genético

reside na sua simplicidade, rapidez, especificidade e sensibilidade (JOHNSON,

2000; GIBELLO et al., 2001).

Diferentes tipos de PCR tém sido extensivamente utilizados para a
pesquisa e diagndstico de infecgdes causadas por microrganismos (bactérias,
fungos, protozoarios), bem como para o estudo de doengas genéticas, analise
forense, as relagdes filogenéticas entre espécies, estirpes resistentes a detecgao de
antibidticos, etc. E também a partir de diferentes amostras, tais como sangue,
sémen, culturas de bactérias, culturas de células, tecidos frescos, congelados ou
embebido em parafina em medicina humana e veterinaria (YANG & ROTHMAN,

2004).

Nas ultimas duas décadas a PCR tém sido modificada para expandir
a sua utilidade e versatilidade. Por exemplo, PCR multipla permite a deteccao
simultanea de diferentes sequéncias de DNA por incorporagdao de diferentes
conjuntos de iniciadores. A Nested PCR aumenta a sensibilidade e a especificidade
do método em duas amplificagdes sucessivas, PCR-RFLP (polimorfismo do tamanho
dos fragmentos de restricdo) que permite a amplificacdo dos genes de interesse e
subsequente digestdo com enzimas de restricdo para gerar fragmentos de DNA de
diferentes pesos moleculares, esta técnica é utii para a genotipagem de
microrganismos e RT-PCR, que permite a conversidgo de RNA em uma copia
complementar do cDNA pela enzima transcriptase reversa, util em identificacdo de
virus de RNA tais como HIV e hepatite C (HOORFAR et al., 2004; HOFFMANN et

al., 2009).
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O diagndstico de infecgdes com base no PCR foram efetivamente

desenvolvidos para uma grande variedade de microrganismos, devido a alta
sensibilidade e especificidade e o baixo consumo de tempo. Em todo o mundo tem
sido aplicada a identificacdo de género e espécies de microrganismos que nao
crescem in vitro ou requerem um longo tempo para crescer (YANG & ROTHMAN,
2004). No entanto, um numero limitado de tentativas tem sido aprovado pela FDA
(Food and Drug Administration) e aceitos na pratica clinica (YANG & ROTHMAN,

2004).

Em medicina veterinaria, € utilizado para o diagnostico de doencgas
virais, bacterianas e parasitarias, principalmente em aves, bovinos e suinos

(PULIDO et al., 2006; HOFFMANN et al., 2009).

Em medicina humana é um método de rotina para o diagnostico e
classificagdo de enfermidades hematolinféides, bacterianas, fungicas, parasitarias,
virais e de enfermidades neoplasicas (WEISS, 1995; ESPY et al., 2006; HUTCHINS

& GRABSCH, 2009; MENGOLI et al., 2009; OLSON et al., 2010).

2.5.2 Técnicas moleculares para diagnostico e detecgcédo de infecgdes bacterianas
em peixes

As técnicas moleculares sao cada vez mais utilizadas como meio de
diagndstico em aquicultura. A identificagao, classificagao e caracterizagdo genética
de muitos patégenos de peixes, incluindo agentes bacterianos, parasitas, fungos e
virus tém sido executadas por técnicas como a PCR, RFLPs, hibridizacdo e

sequenciamento (CUNNINGHAM, 2002; EAST, 2008). Muitas dessas técnicas foram
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incorporadas a legislacdo de sanidade de peixes como uma ferramenta para
controlar a disseminacdo de enfermidades. As técnicas baseadas em analise
molecular possibilitam a detecgédo do patdégeno diretamente, complementando ou até
podendo substituir o cultivo microbioldgico e os testes bioquimicos (CUNNINGHAM,

2002).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Implementagdo e otimizagdo do diagndstico molecular de Streptococcus
agalactiae, por Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a partir de isolados, 6rgaos

e tecidos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar e identificar molecularmente e especificamente, por PCR,
amostras de DNA de S. agalactiae validando a reacdo com os
iniciadores especificos, nas amostras de DNA obtidas de um banco
de linhagens S. agalactiae isoladas de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus);

e Diagnosticar a presenca de S. agalactiae em 6rgaos e tecidos de

tilapia do Nilo, infectadas experimentalmente, através da PCR;
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4 ARTIGO: Detecgcao molecular de Streptococcus agalactiae em tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus).

RESUMO

Doengas causadas por Streptococcus ssp. € um dos problemas sanitarios mais
importantes encontrados na aquicultura mundial. No Brasil e em outros paises no
mundo, S. agalactiae encontra-se como grande responsavel por infecgcbes que
acometem tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e outros peixes de criagao,
causando grandes prejuizos a piscicultura. O diagnéstico utilizado atualmente para
deteccgao e identificacido dessa espécie se baseia nos sinais clinicos, no isolamento
microbiolégico, do agente etioldgico, e testes bioquimicos. A técnica de Reagao em
Cadeia da Polimerase (PCR) tem a capacidade de identificar especificamente, com
segurancga e rapidez, S. agalactiae em amostras coletadas de peixes e vem sendo
proposto para diagndstico de diferentes doencgas. Esse trabalho realizou a
padronizagao da técnica para rapido diagnéstico da presenga deste microrganismo
em oOrgaos e tecidos de tilapia do Nilo. O DNA foi obtido de diversas fontes: banco
de cepas com amostras de S. agalactiae isoladas de peixes de criagdo, 6rgaos
como rim e encéfalo, oriundos de peixes infectados experimentalmente. Também
foram utilizadas amostras de DNA contendo grupos de bactérias relacionadas para
validar a especificidade da reacdo. As amostras foram avaliadas por PCR de um
fragmento conservado do DNA ribossomal 16S de S. agalactiae. Os resultados
dessa reagao foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
observando a presengca ou auséncia do fragmento amplificado. Observou-se a
amplificagdo do fragmento na linhagem usada como referéncia e identificada como
S. agalactiae e auséncia de amplificagdo nos demais grupos, demonstrando a
especificidade de reacdo. As mesmas condi¢coes foram aplicadas as amostras de
DNA do banco de cepas e dos 6rgaos contaminados por essa bactéria. A
amplificagdo foi positiva para todos os isolados testados e 6rgaos oriundos dos
peixes inoculados experimentalmente. Estes resultados poderdo serdo usados como
subsidio para implementagdo do diagndstico e monitoramento da doenga em tilapia
do Nilo.

Palavras-chaves: Piscicultura. DNA 16S. PCR.
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ABSTRACT

Diseases caused by Streptococcus ssp. is one of the most important health problems
encountered in aquaculture worldwide. In Brazil and other countries of the world, S.
agalactiae is as largely responsible for infections that affect the Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) and other farmed fish, causing extensive damage to fish
farming. Diagnosis currently used for detection and identification of this species is
based on clinical, microbiological isolation of the etiologic agent, and biochemical
tests. The technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) has the ability to
specifically identify, safely and quickly, S. agalactiae in samples of fish and has been
proposed for diagnosis of different diseases. This work constitutes the standardized
technique for rapid diagnosis of the presence of this bacteria in organs and tissues of
Nile tilapia. DNA was obtained from several sources: collection samples with strains
of S. agalactiae isolated from farmed fish, organs such as kidney and brain from
experimentally infected fish. Samples were also used for DNA containing groups of
related bacteria to validate the specificity of the reaction. The samples were
evaluated by PCR from a fragment of the conserved 16S ribosomal DNA of S.
agalactiae. The results were analyzed by agarose gel electrophoresis observing the
presence or absence of the amplified fragment. We observed an amplification of the
fragment used as reference strain identified as S. agalactiae and absence of
amplification in the other groups, demonstrating the specificity of reaction. The same
conditions were applied to samples of DNA collection strains and organs
contaminated with this bacteria. The amplification was positive for all isolates tested
and organs from fish inoculated. These results can be used as an aid to diagnosis
implementation and monitoring of the disease in Nile tilapia.

Keywords: Pisciculture, 16S DNA, PCR
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4.1. Introdugao

O Brasil possui um grande potencial hidrico e condigbes favoraveis
para a pratica da aquicultura (ONO & KUBITZA, 1999). Nos ultimos anos essa
atividade tem crescido de forma significativa. Quando comparamos a produgao do
ano de 2004, onde foram produzidas 177.518 toneladas de peixes de agua doce,
com a de 2010 que produziu cerca de 394.340 toneladas, observa-se um aumento

na producéo desse ramo de atividade no pais (FAO, 2009; BRASIL, 2010).

No Brasil uma das espécies de peixes mais cultivadas € a tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus). Em 2004 foram produzidas 69.078 toneladas e em
2010 a producao dessa espécie representou aproximadamente 40%, cerca de
150.000 toneladas, de toda a producgéo obtida pela aquicultura do pais (FAO, 2009;

BRASIL, 2010).

Contudo o crescimento da produgdao aquicola tem acentuado
problemas sanitarios ligados ao sistema intensivo de cultivo (BONDAD-REANTASO
et al., 2005). As caracteristicas da producao de peixes nesse sistema, onde sao
utilizados tanques-rede, com alta densidade de estocagem, pode acarretar em
problemas de manejo, causando diminuicdo da qualidade da &gua, disturbios
nutricionais, acumulo de matéria organica no ambiente, proliferacdo de
microrganismos patogénicos, entre outros (KUBTIZA, 2000). Tais condigdes de
estresse ambiental alteram a homeostase dos peixes e os tornam suscetiveis ao
ataque de organismos patogénicos que podem desencadear surtos de
contaminagao graves e mesmo dizimar criagdes inteiras em poucos dias (ONAKA,

2009; PAVANELLI et al., 2008).
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Infeccbes de origem bacteriana sdo os responsaveis por causarem

0s maiores problemas relacionados a doencas na piscicultura e a estreptococose é a
principal doenca responsavel por elevados prejuizos econdmicos em diversos
paises com grande produgao aquicola, inclusive o Brasil (SALVADOR et al., 2005;

PARK et al., 2009).

Salvador et al. (2005) isolaram de tilapia do Nilo (O. niloticus)
cultivadas em tanque-rede e viveiros de terra, no estado Parana, Streptococcus spp.
nao hemolitico do grupo B de Lancefield e observaram em propriedades de cultivo
de tilapia em tanques-rede, uma alta morbidade e mortalidade por S. agalactiae. Os
peixes acometidos por essa bactéria apresentaram sinais clinicos como:
escurecimento da pele, letargia, natagcédo erratica e circular, diminuicdo de apetite,

exoftalmia uni ou bilateral e distensdo da cavidade visceral.

Para que a aquicultura se consolide como uma atividade de
sucesso, cuidados com as condi¢des sanitarias de cultivo sdo necessarios. Uma das
principais estratégias de controle das doencgas bacterianas € o uso, muitas vezes
indiscriminado, de antibidticos e produtos quimicos, para controle dos agentes
patogénicos, podendo causar contaminacdo e degradagdo do ambiente além de
provocar a selecao de cepas bacterianas resistentes, podendo implicar em risco a

saude publica (SERRANO, 2005; SWAIN et al., 2002).

A avaliagdo e diagnéstico laboratorial se tornam ferramentas de
extrema importancia para indicacado de tratamento adequado, em surtos de infecgao
por bacterioses, pois a utilizagdo indiscriminada de algum produto pode causar

impactos negativos, tanto no peixe como no meio ambiente (VARGAS, 2004).
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O diagnéstico pode ser realizado pela associagao dos sinais clinicos

com os achados laboratoriais, identificagdo microbiolégica e bioquimica, porém,
dependem, sobretudo, da viabilidade das bactérias nos tecidos, limitando a analise,
além de demandarem tempo (FIGUEIREDO et al., 2007, 2009). O objetivo desse
trabalho foi propor a implementagdo de uma metodologia de diagndstico molecular
de S. agalactiae, visando contribuir para o manejo e controle sanitario da cadeia

produtiva de tilapia.

4.2. Material e métodos

4.2.1. Material biolégico

Foram analisadas 92 amostras do banco de cepas de Streptococcus
agalactiae isoladas e identificadas de orgados e tecidos de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), disponivel no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria e
Doencgas Infecciosas — Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da

Universidade Estadual de Londrina (Tabela 1).

Para obtencdo de DNA do banco, as cepas foram semeadas em
placas contendo no meio de cultura Agar com 5% de sangue de carneiro

desfibrinado e incubadas a 30°C por 48h.
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4.2.2. Infeccao experimental de S. agalactiae em tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus)

Foram utilizadas 20 tilapia do Nilo (O. niloticus) de peso médio de
50g, cedidas gentilmente pela Estagdo de Piscicultura do Departamento de Biologia

Animal e Vegetal, da Universidade Estadual de Londrina.

Para realizacdo do experimento os peixes foram separados em 2
grupos, com 10 animais cada, mantidos em caixas de fibra de vidro com capacidade
para 500L, volume de agua de 400L e taxa de renovagédo de 3L por minuto. As
caixas foram abastecidas com agua proveniente de pogo semi-artesiano, com fluxo
e aeracdo continua. Os peixes foram alimentados com racéo extrusada (FISH™ 30%
de proteina bruta, Cooperativa Integrada), duas vezes ao dia. Nestas condi¢cdes os

peixes foram aclimatados por 10 dias, antes do inicio do experimento.

Foram utilizadas duas cepas do banco de cepas de S. agalactiae do
Laboratério de Microbiologia Veterinaria e Doengas Infecciosas — Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Estadual de Londrina, a cepas UEL
-12 e UEL - 71 para o preparo dos in6culos. Ambas foram isoladas de um surto com
elevada morbidade e mortalidade de tilapias em estagdes de piscicultura de criagao

intensiva com tanques-rede na regiao Norte do Parana.

Para o preparo dos inoculos, uma aliquota de cada cepa foi
semeada em meio Tryptic Soy Broth — Difco Laboratories, Sparks, MD (TSB) e
incubadas a 30°C por 48 horas. Culturas de ambas as cepas foram preparadas,
padronizadas por espectrofotometria (Cintra 5) com comprimento de onda de 540nm
e densidade 6ptica (OD) de 0,60 e contagem em placas (UFC/ml) com Tryptic Soy

Agar — Difco Laboratories, Sparks, MD (TSA) para obter a contagem de células
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dessas culturas. A partir dessas concentragdes foram realizadas diluicdes decimais

em TSB para obtencao das doses infectantes, confirmadas por contagem em placas

de TSA.

Os peixes foram inoculados por via intraperitoneal (i.p.) com 0,1 mi
de suspensdo bacteriana na concentracdo de 1,5 x 10’ UFC/ml para cada cepa. O
grupo 1 utilizou como in6culo a S. agalactiae (UEL 12) e o grupo 2 a S. agalactiae

(UEL 71).

ApOs a inoculagao os peixes foram monitorados duas vezes ao dia
por um periodo de 10 dias. Ao final do 10° dia os peixes foram levados ao
Laboratério de Microbiologia Veterinaria e Doencgas Infecciosas — DMVP -
Universidade Estadual de Londrina para realizagao de necropsia e coleta de material

para exames bacteriolégicos e moleculares.

Foram coletadas assepticamente amostras de rim, encéfalo e
sangue de cada peixe e semeados. Em placas de Agar Columbia com 5% de
sangue de carneiro desfibrinado, as amostras foram semeadas e incubadas a 30°C

por 48h.

Rim, encéfalo e amostras de tecido de sangue foram coletados dos
peixes infectados experimentalmente, armazenados em microtubos estéreis de 1,5

ml e estocados a -20°C para extragao de DNA.
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4.2.3. Extragcao de DNA e Reagao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para extracdo do DNA, colbnias isoladas dos 6érgéos dos peixes
inoculados experimentalmente e as colénias do banco de cepas foram transferidas
para microtubos esterilizados de 1,5 ml onde foram adicionados 100 uL de tampéao
TE. Entdo submetido a fervura em banho-maria a 100°C por 10 minutos, seguido de
centrifugagcdo a 10.000 RPM, por 5 minutos. O DNA gendmico contido no
sobrenadante foi transferido para novo tubo e estocado a -20°C até a utilizagao

(RICIETO et al., 2013).

As cepas do banco que nao cresceram em placa foram submetidas
a extragao direta do seu DNA. Em 100 pL do estoque foi adicionado 100 uL de

tampao TE e foi extraido o DNA pelo método de fervura.

Para extragdo do DNA das amostras bioldgicas dos peixes
inoculados, foi utilizado o protocolo de extragdao de DNA com Lise enzimatica por
Proteinase K e fenol-cloroférmio — PK (adaptado de LEAL-KLEVEZAS et al., 1995),

e estocado a -20°C até a realizacao do teste.

A amplificagdo por PCR ocorreu através da utilizagdo dos iniciadores
F1 e IMOD descritos por Martinez et al.(2001) que amplificam especificamente um

fragmento de 220 pb, do gene 16S rRNA, de S. agalactiae.

A reacido de PCR teve volume final de 20 uL contendo 2,0 pL de
tampao (10x); 0,8 uL de MgCI2 (50 mM); 0,4 uL da solugdo dos trifosfatos de
desoxinucleotideos (25 mM); 1,5 uL de cada iniciador (10 uM); 0,2 uL de Taq DNA
polimerase (5u/ uL), 2,0 yL da amostra de DNA bacteriano e 11,6 yL de H,O ultra

pura. Cada reacao foi submetida a 32 ciclos de amplificacdo no termociclador
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(TECHNE — TC 512). O primeiro ciclo foi precedido de uma desnaturacgao inicial de 4
minutos, a 94°C. Cada ciclo de amplificagao consistia em uma desnaturacéo a 94°C,
durante 30s, pareamento dos iniciadores a 55°C, durante 30s, nos primeiros 10
ciclos e a 51°C, nos 22 ciclos restantes, e extensao a 72°C, por 30s. O ultimo ciclo

foi sucedido por uma extensao final por 4 minutos, a 72°C.

Para testar a especificidade da reacgao foi utilizada uma linhagem de
referéncia S. agalactiae (ATCC 13813) como controle positivo em todas as reacgdes
de amplificagdo, uma cepa de S. pyogenes isolada de mastite ovina, uma cepa de

Mannheimia haemolytica e uma cepa de Bacillus thuringiensis.

O produto de amplificagao foi visualizado por eletroforese em gel de

agarose a 1%, corado com SyberSafe (Invitrogen) e registrado com camera digital.

4.3. Resultados e discussao

Os resultados obtidos demonstrado na figura 1 indicam que os
iniciadores F1 e IMOD, demonstraram eficacia na identificacdo especifica de S.

agalactiae por PCR.

Martinez et al. (2001) também avaliaram a especificidade quando
descreveram esses iniciadores para S. agalactiae. As amostras de DNA bacteriano
foram submetidas a reacao de amplificacdo por PCR com os iniciadores F4 e IMOD.
Obtiveram amplificagédo positiva apenas para a amostra com DNA de S. agalactiae,
demonstrando a especificidade da técnica de PCR com a utilizacdo desses

iniciadores.



Figura 1. Gel de eletroforese apresentando os resultados da amplificagdo por
PCR para avaliar a especificidade da reacdo com os iniciadores F1 e IMOD.
Onde (-) Branco e (+)S. agalactiae (ATCC 13813).

As amostras do banco de cepas de Streptococcus agalactiae foram,
todas, submetidas a reacdo de amplificacao por PCR especifica. Foram avaliadas 92
amostras de DNA, e o resultado (tabela 2 e figura 2) mostrou que 89 amostras,
previamente identificadas e descritas no banco como S. agalactiae, amplificaram o
fragmento de tamanho esperado com cerca de 220 pb. Uma amostra de DNA, UEL-
65, descritas no banco como Streptococcus do grupo C e outras 2 isoladas de
mastite ovina, UEL-66 e UEL-67, ndo obtiveram amplificagdo do fragmento
esperado. Esses resultados comprovam a eficacia da identificagcdo molecular de S.
agalactiae, através da PCR, pois quando comparados com a descricao de cada
linhagem proveniente do banco, estes tem 100% de correlagdo. Portanto esses
resultados validam a metodologia de diagnostico molecular de S. agalactiae isoladas

de tilapia do Nilo.
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Tabela 2. Resultados da amplificacdo especifica por PCR das amostras de DNA
do Banco de Cepas.

Amostra Resultado PCR Amostra Resultado PCR

Legenda: (*) Amostras de DNA extraido diretamente do estoque da cepa em meio
BHI liquido.



Figura 2. Gel de eletroforese representativo dos resultados da amplificagdo
especifica por PCR de amostras do Banco de Cepas.

Jafar et al. (2009) fizeram a identificacdo espécie-especifica de S.
agalactiae, por PCR, utilizando o mesmo conjunto de iniciadores, F1 e IMOD. Os
resultados obtidos também foram comparados com os resultados de isolamento e
testes bioquimicos que foram similares, comprovando a robustez e confiabilidade da

reacao de PCR com esses iniciadores.

Para confirmar a confiabilidade da metodologia de diagndstico
molecular por PCR, de S. agalactiae que acomete tilapia do Nilo, as amostras
coletadas dos peixes infectados experimentalmente foram submetidas a reacdo de
PCR especifica. Das 100 amostras de DNA extraidas, 59 diretamente dos érgéos
dos peixes inoculados e 41 das colénias isoladas e identificadas, 100%

apresentaram o fragmento esperado de 220 pb (tabela 3 figuras 3 e 4). Isso
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comprovou a credibilidade da reacdo, pois as amostras de DNA obtidas do
isolamento microbiolégico e da extragdo de DNA direta dos 6rgaos e tecidos foram

comparadas e ambas tiveram resultados iguais no diagnéstico molecular por PCR.

Tabela 3. Resultados da amplificacdo especifica por PCR das amostras de DNA de
S. agalactiae oriundas de peixes infectados experimentalmente.

Peixe Cepa Encéfalo Rim Sangue Isolado Encéfalo Isolado Rim Isolado Sangue

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

) (+) (+) (+) (+) (+)
+) (+) *+) . *+) *+)
+) (+) (+) (+) (+) (+)
+) (+) : (+) : (+)
+) (+) (+) (+) (+) (+)
+) (+) (+) (+) : (+)
+) (+) (+) i * *
+) (+) *+) (+) *+) :
+) (+) (+) - * *
+) (+) *+) . * *

©W 00 N O g A WODN -

-
o

71 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
7 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
71 (+) (+) (+) (+) : (+)
71 (+) (+) (+) (+) : (+)
71 (+) (+) *+) . *+) *+)
71 (+) (+) (+) (+) (+) (+)
71 (+) (+) *+) (+) *+) *+)
71 (+) (+) (+) (+) (+) (+)

( (

( (

© 00 N o ga h~h WODN =

71 +) (+) (+)
7 +) (+) (+)

-
o

Legenda: * - Amostra inexistente.

Leano (2010) relata a confiabilidade e especificidade da amplificagdo
espéecie-especifica por PCR em tecidos de tilapia para detecc¢éao e identificacdo de S.
agalactiae. As amostras foram coletadas também de peixes infectados
experimentalmente e passaram pelos mesmos processos de avaliagcdo. O DNA foi
obtido das bactérias isoladas dos tecidos e diretamente dos tecidos. Os resultados

obtidos foram semelhantes aos do experimento desse trabalho, corroborando para a
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consolidacdo dessa metodologia de diagndstico molecular de S. agalactiae em

peixes.

1 2 35 455° 65 77879710 1T 12 33 14 15 165 4 18 .19, 20 21 22 23 24
— N Oy W L &

&

Figura 3. Gel de eletroforese representativo dos resultados da deteccao de S.
agalactiae em peixes infectados experimentalmente. Cepa 71. Linha 1: Marcador.
Linha 2: branco. Linha 3: S. agalactiae (ATCC 13813). Linha 4-6: encéfalo, rim,
sangue do peixe 1. Linha 7-9 isolados encéfalo, rim e sangue do peixe 1. Linha
10-12: encéfalo, rim, sangue do peixe 2. Linha13-15: isolados encéfalo, rim e
sangue do peixe 2. Linha: 16-18 encéfalo, rim, sangue do peixe 6. Linha 19-21:
isolados encéfalo, rim e sangue do peixe 6. Linha 22: controle positivo e Linha 23
e 24: controle negativo.

Monfared et al. (2011) também trabalharam com deteccéo e
diagnostico molecular de S. agalactiae em peixes. Os autores utilizaram trutas

infectadas experimentalmente, e apds extracdo de DNA do rim dos peixes utilizaram

iniciadores especificos, que amplificam uma regido de 254pb do gene ScpB de S.
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agalactiae. Os autores obtiveram resultados positivos e similares aos resultados

conseguidos neste trabalho.
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Figura 4. Gel de eletroforese representativo dos resultados da deteccao de S.
agalactiae em peixes infectados experimentalmente. Cepa 12. Linha 1: Marcador.
Linha 2: branco. Linha 3: S. agalactiae (ATCC 13813). Linha 4-6: encéfalo, rim,
sangue do peixe 1. Linha 7-9 isolados encéfalo, rim e sangue do peixe 1. Linha
10-12: encéfalo, rim, sangue do peixe 3. Linha13-15: isolados encéfalo, rim e
sangue do peixe 3. Linha: 16-18 encéfalo, rim, sangue do peixe 5. Linha 19-21:
isolados encéfalo, rim e sangue do peixe 5. Linha 22-24: encéfalo, rim, sangue do
peixe 9.

Zhou et al. (2011) utilizaram do diagndéstico molecular por PCR para
detectar e identificar especificamente Streptococcus iniae. Trabalhando com tilapias
do Nilo infectadas experimentalmente, extrairam DNA de rim, encéfalo, figado, baco
e musculo dos peixes. Utilizando iniciadores que amplifica uma regiao de 377pb do

espaco intergénico (ITS) 16S-23S do DNA ribossomal de S. iniae. No trabalho foram
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feitas avaliacbes de especificidade da reacdo com os iniciadores, sensibilidade e
confiabilidade do diagndstico molecular por PCR. Os resultados obtidos foram
positivos e confidveis, comprovando que essa estratégia de diagndstico para

bacterioses em peixes é segura e eficaz.

Todos os resultados obtidos no trabalho juntamente com os dados
relacionados da literatura contribuem para que o diagndéstico molecular por PCR
especifica de S. agalactiae se torne uma ferramenta de importante relevancia para o

estudo e controle dessa bactéria nos sistemas de cultivo intensivo de tilapia do Nilo.

4.4 Conclusao

O diagndstico molecular por PCR foi capaz de discriminar amostras
de S. agalactiae de outros organismos. Quando submetidas a identificacéo
molecular, as amostras do banco de cepas tiveram o fragmento esperado
amplificado para todas as amostras descritas como S. agalactiae, validando assim a
metodologia de diagnostico molecular por PCR. Todas as amostras de DNA dos
orgdos dos peixes infectados experimentalmente foram diagnosticadas
molecularmente e confirmadas pelo isolamento, testes bioquimicos e também pela

PCR das culturas desses 6rgaos.

O diagnodstico molecular se mostrou uma ferramenta segura e de
grande importancia para realizar o monitoramento e estudos sobre S. agalactiae que
acomete tilapia do Nilo nas estacdes de cultivo intensivo, podendo ser utilizada no

monitoramento de surtos e auxiliar no manejo das atividades ligadas a piscicultura.
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4.5 Anexos

Tabela 1. Banco de cepas de Streptococcus agalactiae isoladas de érgaos e tecidos de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), disponivel no Laboratério de Microbiologia
Veterinaria e Doencgas Infecciosas — Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva -
Universidade Estadual de Londrina.

Amostra Origem Amostra Origem
UEL-01 Encéfalo — norte Parana UEL-37 Pele - norte Parana
UEL-03 Olho - norte Parana UEL-38 Rim — norte Parana
UEL-04 Figado - norte Parana UEL-39 Rim - norte Parana
UEL-06 Encéfalo - norte Parana UEL-40 Encéfalo - norte Parana
UEL-07 Encéfalo - norte Parana UEL-41 Liqg. Visceral - norte Parana
UEL-08 Encéfalo - norte Parana UEL-42 Sangue - norte Parana
UEL-09 Rim - norte Parana UEL-43 Sangue - norte Parana
UEL-10 Olho - norte Parana UEL-44 Sangue - norte Parana
UEL-11 Encéfalo - norte Parana UEL-45 Encéfalo - oeste SP
UEL-12 Encéfalo — norte Parana UEL-46 Encéfalo - norte Parana
UEL-13 Encéfalo — norte Parana UEL-47 Rim - norte Parana
UEL-14 Encéfalo — norte Parana UEL-48 Coragéo - norte Parana
UEL-15 Encéfalo — norte Parana UEL-50 Figado - norte Parana
UEL-16 Rim — norte Parana UEL-51 Figado - norte Parana
UEL-17 Encéfalo - norte Parana UEL-52 Encéfalo - norte Parana
UEL-18 Rim - norte Parana UEL-54 Encéfalo - norte Parana
UEL-19 Rim — norte Parana UEL-55 Olho - norte Parana
UEL-20 Encéfalo — norte Parana UEL-56 Olho - norte Parana
UEL-21 Encéfalo — norte Parana UEL-57 Figado - norte Parana
UEL-22 Encéfalo — norte Parana UEL-58 Rim - norte Parana
UEL-23 Liquido visceral - norte Parana UEL-59 Encéfalo - norte Parana
UEL-24 Figado - norte Parana UEL-60 Olho - norte Parana
UEL-25 Liquido visceral - norte Parana UEL-61 Rim - norte Parana
UEL-26 Encéfalo — norte Parana UEL-62 Encéfalo - norte Parana
UEL-28 Encéfalo — norte Parana UEL-63 Figado - norte Parana
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UEL-29 Rim — norte Parana UEL-64 Encéfalo - norte Parana
UEL-30 Figado - norte Parana UEL-65 Grupo C - equino
UEL-32 Encéfalo — norte Parana UEL-66 Mastite ovina
UEL-33 Lesao de filé — oeste SP UEL-67 Mastite ovina
UEL-34 Lesé&o de filé — oeste SP UEL-68 Encéfalo - norte do Parana
UEL-35 Pele - norte Parana UEL-71 Encéfalo - norte do Parana
UEL-36 Pele - norte Parana UEL-72 Olho - oeste SP
UEL-73 Rim - oeste SP

4.5.1 Protocolo de Extracao de LEAL-KLEVEZAS et al., 1995 (adaptado por
SOUZA, G. M. D.; SCARPASSA, J. A)

(*) Ligar o banho-maria a 65°C e a centrifuga refrigerada a 4°C.

(*) Identificar tubos (tipo falcon) de 50 ml e microtubos de 2mL para cada amostra.

A\

o O

8.

9.

Transferir a amostra para um tubo (tipo falcon) de 50 ml;

Adicionar 1 ml de tampéao TE ;

Macerar o material da amostra utilizando bastao de vidro;

Transferir o material para um microtubo de 2 ml

(*) adicionar mais 0,5 yL de TE no tubo (tipo falcon) homogeneizar e transferir
para o microtubo de 2 ml.

Homogeneizar no vortex cada amostra por 10 segundos;

Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm;

Descartar o sobrenadante por inversao;

(*) repetir o processo (adicionar 1,5 ml de tampao TE, vortex e centrifugar por
5 minutos), se necessario, para tornar a amostra mais limpida.

Adicionar 15 L de Proteinase K em cada amostra;

(*) Proteinase K do kit de extragdo da QUIAGEN

Adicionar 300 pL de tampao de LISE em cada amostra;

10.Homogeneizar no vortex por 10s cada amostra;
11.Deixar no banho-maria a 65°C de 2 a 3 horas;
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12.Retirar o material do banho e adicionar 500 uL de Fenol;
13.Homogeneizar no vortex por 10s cada amostra;
14.Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm;

(*) identificar novos tubos de 1,5 ml para cada amostra.
15. Transferir 300 uL do sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mi;

16.Adicionar 150 pL de Fenol + 150 uL de Cloroférmio em cada amostra;
17.Homogeneizar no vortex por 10s cada amostra;
18.Centrifugar por 5 minutos a 13000 rpm;
19. Transferir pelo menos 200 uL do sobrenadante para um novo tubo de 1,5 ml;
20.Adicionar 20 pL (ou 1/10 da quantidade do sobrenadante coletado) de Acetato
de Sédio 3M em cada amostra;
21.Adicionar 200 yL de Etanol absoluto (alcool 100%) em cada amostra
(*) utilizar o alcool gelado, ajuda a otimizar a precipitagao.
22.Homogeneizar por inversao;
23.Levar ao freezer e incubar a -20°C por pelo menos 4h ou overnight;
24 .Centrifugar por 30 minutos a 13000 rpm;

(*) observar a formacéao do pellet.
25.Descartar o sobrenadante;

26.Adicionar 200 pL de alcool 70%;
27.Centrifugar por 30 minutos a 13000 rpm;
28.Descartar o sobrenadante;

29.Deixar secar a temperatura ambiente;
30.Adicionar 200 uL de TE em cada amostra;
31.Homogeneizar por inverséo;
32.Armazenar no freezer a -20°C.

(*) Solugao tampao de LISE

Para 500 uL de solugao final
e 10 puL de Pk 20 units/mg
(*) ndo colocar na solugéo, pipetar separadamente 0,5 yL em cada amostra.

50 uL de dodecil sulfato de sddio (SDS) a 10 %;
05 pL Tris-HCI 1M;

25 yL EDTA 0,5 M;

10 yL NaCl 5M;

400 pL de agua ultrapura.

Para 50 ml de solugéo final
e 5 ml de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10 %;
e 0,5ml Tris-HCI 1M;
e 25mlIEDTAO0,5 M;
e 1 mlNaCl 5M;
40 ml de agua ultrapura.
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