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AVALIA(;AQ DA PRESENCA DE Streptococcus agalactiae ATRAVES DA PCR
EM TILAPIAS-DO-NILO (Oreochromis niloticus) IMUNIZADAS CONTRA
ESTREPTOCOCOSE

RESUMO: A estreptococose gera prejuizos devido as grandes perdas econbémicas a
indUstria pesqueira mundial. Faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas
diagnosticas para a rpida identificagdo do patégeno. O objetivo deste trabalho foi,
verificar a presenca ou auséncia da bactéria S. agalactiae em érgéos (encéfalo, rim
cefalico e baco) de tilapias imunizadas contra estreptococos, através da PCR, a partir
da utilizacdo de diferentes doses de uma vacina comercial. Para a extracdo do DNA
da bactéria, foi realizado o protocolo fenol cloroférmio, apés a realizacdo da PCR o
Streptococcus agalactiae foi visualizado nos fragmentos de tecidos, analisou-se a
mortalidade dos animais vacinados comparado ao controle. Através da extracdo do
DNA, observou-se a amplificacdo do DNA do Streptococcus diretamente dos tecidos
que foram reservado para o estudo. A porcentagem da probabilidade de 6rgéos
negativos foi no controle (T1) 0% em todas as amostras e nos demais tratamentos T2
75%; 33% e 58%. Ja no T3 100%; 85%; 69% no encéfalo, rim e baco,
respectivamente. A mortalidade dos animais do controle foi de 83%, contra 69 e 63 %
nos tratamento que recebreram 1 dose e 2 doses da vacina. Todos os peixes foram
desafiados com a mesma quantidade e concentracao da bactéria, Através da extracéo
do DNA da bacteria pelo protocolo fenol cloroférmio foi possivel conseguir o material
genético e realizar uma boa amplificdo identificando o DNA da bacteria através da
PCR nos tecidos do peixes analisados.

Palavras chaves: imunizacao, tilapicultura, amplificacdo, extracdo de DNA.



EVALUATION OF THE PRESENCE OF Streptococcus agalactiae THROUGH
PCR IN NILO-TILAPS (Oreochromis niloticus) IMMUNIZED AGAINST
STREPTOCOCOSIS

ABSTRACT: Streptococcosis usually damages due to the great economic losses to
the world fishing industry. It is necessary to develop diagnostic techniques for the rapid
identification of the pathogen. The objective was verify the presence or absence of S.
agalactiae bacteria in organs (brain, cephalic kidney and spleen) of Tilapia immunized
against streptococci through PCR, use of different doses of commercial vaccine. For
the extraction of DNA from bacterium, was performed the phenol chloroform protocol.
After the PCR, the Streptococcus agalactiae was visualized in the chosen tissue
fragments, and the mortality of the vaccinated animals was analyzed compared to the
control. Through DNA extraction Streptococcus DNA amplification was observed
directly from tissues that were reserved for this study. The percentage probability of
negative organs was in the control (T1) 0% in all the samples and in the other
treatments T2 75%; 33% and 58% already in T3 100%; 85%; 69% in the brain, kidney
and spleen, respectively. The mortality in the control animals was 83% aganist 69 and
63% in the treatments that received 1 dose and 2 doses of the vaccine. Through the
extraction of the bacterial DNA by the chloroform phenol protocol, it was possible to
obtain the genetic material and to perform a good amplification by identifying the DNA
of the bacterium through PCR in the tissues of the analyzed fish.

Keywords: immunization, tilapiaculture, amplification, DNA extraction.
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1 INTRODUCAO

A piscicultura nacional cresce e se consolida, tornando o Brasil um dos principais
produtores na América Latina. Dentre as espécies cultivadas destaca-se a
Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), que produziu cerca de 219 mil toneladas
durante todo o ano de 2015 (IBGE, 2016).

Estes numeros séo crescentes com o passar do tempo, principalmente por esta
espécie ser importante economicamente na aquicultura mundial e em virtude das
suas vantagens como: textura, qualidade da carne e baixo custo com a
producdo, caracteristicas atrativas para a aquicultura brasileira (OLIVEIRA et al.,
2010).

A Tilapia € uma espécie que se destaca na piscicultura por desenvolver-se
rapidamente, se adaptar consideravelmente bem em 4gua doce ou em diferentes
niveis de salinidade, além de consumir uma grande variedade de alimentos, de
apresentar sucesso produtivos em variados sistemas de criacdo, tornando-se
uma alternativa para produtores em regides onde rios e lagos nao séo
abundantes (JESUS et al., 2011).

As altas taxas de estocagem dos peixes associadas ao intenso arragoamento,
caracteristicas dos sistemas intensivo, geram consequéncias como estresse nos
animais e a diminui¢do da qualidade da agua, aumentando a susceptibilidade as
enfermidades (LONGHI, PRETTO-GIORDANNO, MULLER; 2012).

O Streptococcus agalactiae tem sido isolado em diversas espécies de peixes,
sendo considerado um patégeno emergente na aquicultura mundial, levando as
septicemias que podem afetar animais de diferentes habitats devido a ampla
variedade de hospedeiros que esta bactéria pode atingir, elevando assim o

namero de casos clinicos associados (FIGUEIREDO et al., 2006).

A utilizacdo da biologia molecular para o diagnéstico de bactérias com dificil
isolamento e identificacdo em laboratério, como o Streptococcus sp, tem
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garantido a qualidade, eficiéncia e seguranca no diagndstico de uma grande
variedade de enfermidades. Esta técnica tem sido introduzida nas mais diversas
areas, e na piscicultura ndo é diferente. A PCR pode ser utilizada de maneira
eficaz, para detectar a patogenicidade de diferentes amostras identificado o
microrganismo a partir da extragdo de DNA (FIGUEIREDO et al., 2008).

As técnicas sorologicas como 0 ensaio imunoenzimatico, também podem ser
consideradas uma alternativa importante para detectar o contato da Tilapia com
0 patodgeno, a partir das imunoglobulinas especificas produzidas como resposta
pelo hospedeiro, ajudando assim a identificar a possivel presenca do agente
causador (KAYANSAMRUAJ, 2017).

Para o tratamento das infec¢cOes causadas por estreptococose em peixes,
normalmente sao utilizados antibiéticos a base de penicilinas. Entretanto, os
residuos gerados por estes farmacos favorece o surgimento de estirpes
resitentes ao antibiético utilizado, o que acaba dificultando tratamentos futuros e
o combate a bactéria no plantel (ISMAIL, 2017).

O uso de vacinas tem auxiliado no controle e prevencéo da estreptococose, que
podem se instalar no cultivo das Tilapias. Embora esses métodos apresentem
vantagens e desvantagens, a ampla utilizacdo destas vacinas tem gerado
beneficios econdmicos aos produtores, com uma reducao das perdas devido a
alta mortalidade provocada por Streptococcus ssp. (LONGHI, PRETTO-
GIORDANNO, MULLER; 2012).

Com a intensificacdo da Tilapicultura associada a falta de informacédo, a
introducdo de patdgenos no cultivo fica mais fécil, levando a alta e rapida
mortalidade, gerando perdas econdémicas para o produtor, chamando a atencao
para a utilizacdo de vacinas que se tornam cada vez mais utilizadas para
prevencgao de surtos contra estreptococose, melhorando os ganhos produtivos.
Por isso justifica-se a utilizacdo de técnicas como a PCR que identifique de forma
rapida a presenca do patdogeno no cultivo de Tilapiasas, ajudando assim a tracar

meios de prevencao contra futuros surtos associados a estreptococose.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Observar a presenca da bactéria S. agalactiae através da PCR em Tilapias do

Nilo, vacinadas com uma vacina comercial e desafiadas com a referida bactéria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair o DNA da bactéria pelo método fenol cloroférmio, a partir do tecido

de Tilapias.

e Padronizar a técnica da reacdo em cadeia de polimerase (PCR) para o
diagnéstico da enfermidade a partir da analise em tecido de peixes

vacinados e desafiados.

e Verificar a presenca ou auséncia da bactéria Streptococcus agalactiae,
em orgaos (encéfalo, rim cefalico, baco) através da PCR, frente a

diferentes doses da vacina comercial utilizada.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 TILAPIA — DO - NILO

O nome Tilapia faz parte da denominagéo dada as espécies de peixes ciclideos
originérios do continente africano. A espécie Oreochromis niloticus, conhecida
popularmente por tilapia-do-Nilo, € a mais utilizada na aquicultura devido ao seu

alto potencial nos mais diversos sistemas de producao (BOSCOLO et al., 2001).

Esta espécie é bastante utilizada devido a sua boa aceitacdo pelo consumidor,
ao elevado valor comercial e ao baixo custo com a producéo, além disso a Tilapia
possui habito alimentar onivoro, que lhe confere facilidade na adaptacdo do
manejo alimentar, tolerar bem as altas taxas de estocagem no sistema de
producao intensiva (MARENGONI, 2006).

A escolha da Tilapia se deu devido a sua rusticidade e a facilidade que apresenta
para se adaptar principalmente em condicGes adversas e a tolerar 0 manuseio.
Comumente eram apresentados baixos indices de deficiéncias nutricionais e
enfermidades, mas com essas facilidades para a producgéo, os investimentos se
intensificaram e a espécie foi se consolidando no mercado com boa aceitagdo
(KUBITZA, 2005).

Por ser um dos grupos de peixes mais importantes para a piscicultura é
aproveitado no sistema intensivo, o que leva ao acumulo de animais e
arragcoamento intenso, com iSso consequéncias como estresse e a diminuigao
da qualidade da agua deixam o0s peixes susceptiveis as infecgdes,
principalmente as bacterianas que sdo as que causam maiores problemas e
prejuizos a producéo (LONGHI, PRETTO-GIORDANNO, MULLER; 2012).
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3.2 IMPACTO ECONOMICO DA AQUICULTURA

O Brasil é tradicionalmente conhecido como uma poténcia na producéo, tanto na
agricultura como na pecudria, e apesar de possuir uma das maiores reservas
hidricas do planeta, ainda cresce na aquicultura. Umas das espécies mais
cultivadas é a Tilapias do Nilo que apresentou de 2005 a 2015 um crescimento
em sua producdo de 223%. Este crescimento tem sido atribuido aos
investimentos em modernizacdo e aumentos na producéao (MAPA, 2017).

A atividade pesqueira representa um PIB de aproximadamente 5 bilhdes de
reais, gerando 3,5 milhées de empregos diretamente ou indiretamente, com uma
produgédo cada vez maior passando de 1.000.000 toneladas. As condigdes
climaticas e os recursos naturais disponiveis no Brasil tornam o pais um dos
principais futuros fornecedores de peixes, de acordo com a FAO até 2030 o pais

podera ser um dos maiores produtores do mundo (SOUZA, LEITE; 2017).

Apesar de toda a infraestrutura necesséria para a criagdo de peixes, este tipo de
carne ainda ndo é a mais consumida pelos brasileiros, a regido norte é
considerada a que mais consome animais aquaticos, embora o consumo de

Tilpias seja insignificante nesta regido (ANTONUCCI et al., 2017).

Mesmo com os crescentes valores em relacdo a aquicultura, a demanda de peixe
no brasil ainda € maior que a oferta. Grande parte do que é produzido no pais
fica destinado ao préprio mercado interno e os principais estados produtores sédo
Parana, S&o Paulo, Ceara e Santa Catarina. Ainda ha nos consumidores o
preconceito em relagdo a carne de peixes, principalmente de agua doce, que
apresentam sabor barroso, ou entdo sem sabor. Atualmente a venda de filés ja
limpos e oriundos de empresas frigorificas, tem elevado o consumo interno deste
tipo de carne atraindo o consumidor (KUBITZA, 2017).
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3.3 AGENTE ETIOLOGICO

Dentre as patologias de origem bacteriana que acometem a Tilapia criada em
sistema intensivo, destacam-se as infec¢cbes por Streptococcus spp.,
Flavobacterium columnare, Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp. e
Edwardsiella spp., deste conjunto de bactérias 0s estreptococcus Sao
considerados como um patégeno emergente que tem sido identificado como

responsavel por elevados prejuizos a tilapicultura (SALVADOR, 2008).

Os Streptococcus sao cocos Gram positivos, quando visualizado ao microscopio
se apresentam em pares ou cadeias lineares, sdo imoveis, ndo formam esporos,
aerobios ou anaerobios facultativos, podem ou ndo ser beta hemoliticos e
pertencem ao Grupo B Lancefield (OLIVEIRA, 2012).

Estudos tem detalhado dois grupos distintos, com diferentes caracteristicas
bioguimicas e fenotipicas, estes grupos sdo denominados bi6tipos onde séo
estabelecidas diferencas entre o S. agalactiae, conhecido como beta-hemolitico,
pertencente ao Bibtipo | e o S. agalactiae ndo-beta-hemolitico (Biotipo II). O
biétipo Il é considerado de maior importancia, por gerar mortalidade em muitos
paises asiaticos e latino-americanos (WENDOVER et al., 2011).

Nas infeccfes em peixes causadas por Strpetococcus, as espécies envolvidas
podem ser Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae, as quais podem
apresentar hospedeiros e sinais clinicos parecidos. Ultimamente tem sido
observado uma elevacéo na ocorréncia de casos relacionados a infeccéo por S.
agalatiae (FIGUEIREDO et al., 2006).

Para que a infec¢do bacteriana possa se instalar, € necessario que o patégeno
se multiplique na temperatura que € ideal para o peixe, no caso das Tilapias em
condi¢cbes de temperatura entre 27C° aos 30°C. As cria¢cdes em tanques-redes
também favorecem as infec¢cdes principalmente nos meses em que a
temperatura se encontra elevada, e os valores totais de oxigénio dissolvido, de
pH, de alcalinidade, de nitrito e de amdnia da agua estiverem fora dos padrdes
de normalidade (SUHET, 2011).



21

3.4 EPIDEMIOLOGIA

A estreptococose pode acontecer diferentes classes de organismos aquaticos,
foi isolada em mais de 45 espécies de peixes e em continentes distintos como
Asia, Europa, Africa e na América, no Ultimo em mais de 12 paises diferentes
(LEIRA et al., 2016a).

Os primeiros surtos de estreptococose no Brasil nas criacdes de Tilapias foram
relatados em 2003, nas fazendas de criacao de tilapias no Parana. Os estados
do Espirito Santo, Sado Paulo, Minas Gerais, Cear4d e Bahia também
apresentaram surtos relacionados a estreptococose com a mesma espécie,
sendo registrados altos graus de morbidade e mortalidade, e com perda de
grande parte do plantel (LEIRA et al., 2016b).

O Streptococcus spp. nos estados de Sdo Paulo e no Paranda, diferente dos
estados do Nordeste, tem apresentado baixa prevaléncia em alevinos e maior
incidéncia em tilapias na fase de engorda, principalmente nos meses de junho a
dezembro, sendo no entanto, que outras bactérias como pseudomonas e
aeromonas tiveram uma incidéncia alta no més de julho, no qual a resposta
imunoldgica do peixe diminui. Fato este que pode levar a instalagcdo de
patdgenos secundarios como o Streptococcus que pode levar a septicemias, por

encontrar as condicdes 6timas para se desenvolver (ROMERA et al., 2003).

3.5 PATOGENIA

Diversos fatores externos podem favorecer o surgimento de infeccbes por
patdgenos, como: baixa qualidade da agua (baixo oxigénio dissolvido e elevados
niveis de amoénia toxica e nitrito), ma nutricdo, acumulo de residuos organicos,
mudancas bruscas de temperatura, manejo intenso, e transporte. Tais condi¢cdes

aumentam o estresse dos animais dos cultivos, diminuindo a capacidade de
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resposta imunoldgica eficaz dos peixes, deixando-os suscetiveis a instalacao
dos patégenos (FRANCESCHINI, 2012).

De acordo com IREGUI et al. (2016), S. agalactiae pode se inseri no organismo
da Tilapia através do trato gastrointestinal, atravessando as primeiras barreiras
como muco luminal e o epitélio, encontradas pelo patdégeno no inicio da infeccao
e segue com sua colonizacdo e disseminacao sistémica, afetando érgaos como
o cérebro, rim e intestino (PRETTO-GIORDANO, 2010). A bactéria penetra nas
células hospedeiras e, uma vez dentro delas, se replica e ocasiona morte celular
(LI et al., 2014).

Uma vez no organismo do hospedeiro, o S. agalactiae se adere as barreiras
endoteliais e epiteliais, liberando fatores de viruléncia como o Fator CAMP, que
forma poros na membrana do hospedeiro, a proteina C que facilita aderéncia nas
células epiteliais, a B-hemolisina que leva a lise das células do hospedeiro
induzindo a resposta inflamatéria e apoptose. Apresenta uma capsula rica em
acido sialicio, mimetizando o acido sialico da célula do hospedeiro prevenindo o
reconhecimento do microrganismos pelo sistema imune, a adesina bacteriana
imunogénica (BibA) promove a aderéncia na célula do hospedeiro se ligando ao
CD4 do sistema complemento, e também iagA gene relacionado a invasao a
barreira hemato- encéfalica, nos casos de meningite. Estes fatores fazem com
gue a bactéria consiga driblar o sistema imune do hospedeiro permitindo que a

mesma se espalhe pela corrente sanguinea (GODY, 2011).

3.6 RESPOSTA IMUNE CELULAR E HUMORAL

A partir do momento que bactérias agridem o organismo dos peixes, estes
tendem a responder através do processo inflamatorio para isolar ou destruir o
patdgeno invasor. Os peixes teledsteos apresentam um sistema imune inato e
adaptativo ainda pouco elucidado, porém, sabe-se que possui barreiras fisicas
(pele), e quimicas (lisozimas séricas, sistema complemento, proteina C reativa,
macrofagos, neutrofilos, linfocitos, trombdcitos e muco) que revestem a mucosa

e a pele, além de envolver ovos embrionados protegendo-os da acdo de
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patbgenos ambientais por meio da resposta imune e celular. Ocorre entdo a
reacdo inflamatoéria direta aos antigenos logo no primeiro contato e em um
segundo contato com a bactéria por meio da resposta adaptativa criada
anteriormente (MARCUSSO et al., 2013).

A resposta imune dos peixes pode ser de forma inespecifica ou especifica,
mediada por células e também humoral. A imunidade celular em peixe envolve
monaocito, leucodcitos e linfécitos responsaveis por inflamacgéao, fagocitose e
citoxicidade ndo especifica. A resposta humoral € composta por uma variedade
de substancias como: lisozimas; sistema complemento; interferon; proteina C
reativa; transferina; lectina, que inibem o crescimento de agentes infecciosos. Na
imunidade celular os linfécitos T reconhecerem alguns dos antigenos que se
ligam as células. Quando a bactéria é fagocitada pelo macrofago, as particulas
resultantes deste processo se ligam aos marcadores superficiais do macréfago
que os apresenta aos linfécitos T, estimulando a sua proliferacdo (BARBUIO,
2013).

A resposta imune humoral é ativada, quando o antigeno entra no organismo e
atinge um orgao linfoide, a partir deste processo os linfocitos B dividem-se e
formando os plasmécitos (linfécitos B ativados) e as células de memodria. Os
plasmadcitos sdo responsaveis por produzem anticorpos especificos para cada
antigeno, que se encontram no sangue e migram para os locais da infeccdo. As
células de memaria tornam-se inativas, mas prontas a responder rapidamente,
caso venha a acontecer um posterior contato com o antigeno, as
imunoglobulinas (lg), sdo formadas por moléculas tetramétricas bastante
parecida com a IgM (mamiferos). Atuando como receptor de membrana para
antigeno de superficie de células B, neutralizando, reconhecendo e eliminando
antigenos pelos mecanismos efetores, formando o complexo antigeno-anticorpo
eliminados pela fagocitose, tentando assim debelar a acdo do patégeno
(MARCUSSO, 2014).
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3.7 SINAIS CLINICOS

Alguns fatores que afetam a viruléncia, a transmissdo e a introdugao do
estreptococos, como a temperatura da agua entre 27°C e 28°C, o sistema em
gaiolas flutuantes, por concentrar muitos peixes, as altas taxas de estocagem
por m3e a jungdo de animais doentes com sadios. Além de cepas virulentas que
apresentam alta infectividade, podendo contaminar peixes através do contato
direto, levando a grande quantidade de animais enfermos e peixes mortos de
forma rapida em grande parte dos casos devido a surtos de menigoencefalites e
septicemias (MIAN et al., 2009).

Os sinais clinicos que caracterizam a infeccdo por Streptococcus agalactiae
normalmente séo descritos como anorexia, escurecimento da pele, natacao
erratica, letargia, curvatura do corpo, exoftalmia, opacidade e coloracao
esbranquicadas de cérnea uni ou bilateral, sulfusdes no opérculo e base das
nadadeiras, ulceracdo da epiderme, abcessos, distensdo abdominal
(MARCUSSO et al., 2015).

A mortalidade associada a estreptococose geralmente ocorre em curtos
periodos de tempo, aproximadamente em 10 dias. Recentemente, fazendeiros
da China relataram a presenca de nédulos de cor amarelada ou vermelho escuro
no musculo de peixes, proximo a vertebra, estes animais apesar de suspeitos
para parasitoses ndo se apresentavam acometidos por parasitas e sim, apés a
analise em 6rgaos como o figado, foi constatado a presenca de Streptococcus
agalactiae (LI et al., 2014).

Lesdes internas também podem ser encontradas devido as afec¢fes causadas
pelos estreptococos como ascite, esplenomegalia, hepatomegalia com
congestao dos Orgaos desta area, petéquias e necrose, vermelhiddo devido ao
acumulo de sangue nas branquias e encefalomalacea devido ao tecido cicatricial
formado apds disseminacdo da bactéria nas meninges (FAGUNDES et al.,
2016).
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3.8 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

O diagnoéstico da estreptococose pode ser feito por meio das caracteristicas
observadas nos sinais clinicos, anatomopatologicos, técnicas microbioldgicas,
sorologicas como ELISA e moleculares como a PCR. A partir da porta de entrada
0 agente étiologico pode provocar amigdalite, otite, rinite, mastite, artrite, adenite,
infec¢des piogénicas, meningites, endocardites além de septicemias (OLIVEIRA,
2012).

3.8.1 ELISA

O diagnéstico pode ser realizado através de metdédos que nos auxiliem a
encontrar o agente etiologico ou informacdes referentes a ele, utilizando material
bioldgico do hospedeiro ( soro) para a detecgéo de anticorpos contra o patégeno,
que pode estar presente independente da presenca de sinais clinicos, indicando
gue o hospedeiro entrou em contato com o agente em um determinado momento
da vida. Met6dos soroldgicos como o ELISA tornaram-se importante pois através
dele é possivel identificar a resposta imune do hospedeiro, tracando um perfil

profilatico, ajudando a evitar grandes perdas no cultivo (FERREIRA et al,. 2005).

O teste do ELISA se tornou o metddo utilizado para deteccao e identificacdo da
resposta imunolégica a patologias também na piscicultura, por apresentar
velocidade na identificacdo de imunoglobulinas, precisdo e bom custo. Devido
as caracteristicas positivas do teste, uma grande variedade de teste diagnostico
em forma de kit sdo produzidos, tornando o ensaio muito mais pratico afim de
otimizar os resultados (SHELBY et al., 2002).

Na piscicultura o ELISA ¢é utilizado para a avaliagdo dos paréametros
imunoldgicos, como a resposta adaptativa a partir de um antigeno, em testes
referentes a resposta vacinal, pois €& possivel visualizar e mensurar
numericamente a eficacia da vacina aplicada através das ligacdes antigeno e

anticorpo que acontecem durante o ensaio (MA et al., 2017).
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3.8.2 Técnica microbiolégica (Padréo ouro)

Tradicionalmente utiliza-se a técnica microbiolégica como o isolamento e
identificacdo para detectar o S. agalactiae, a partir do swabs do encéfalo, rim,
figado, coracao, liquido visceral e olhos. Pode-se semear em Agar sangue, meio
de predilecao para o crescimento do microrganismo em questéo, incubar a 37°C
por 24 a 48 horas e posteriormente observar a morfologia das colonias e
auséncia ou presenca da hemolise. A morfologia é realizada com a coloragéo de
Gram e as provas bioquimicas que ajudam na confirmacdo da existéncia da
bactéria podem ser utilizados kits comerciais como Api 20 Strep (BioMérieux,
France) e para a classificacdo no grupo de Lancefield o Slidex Strepto Kit
(BioMerieux, Fran¢a) (LONGHI, PRETTO-GIORDANNO, MULLER; 2012).

3.8.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A utilizacdo da biologia molecular para o diagnéstico de bactérias com dificil
isolamento e cultivo in vitro como o streptococcus, tem garantido a qualidade,
eficiéncia e seguranga ao diagndstico das enfermidades encontradas nos peixes,
tornando a PCR uma técnica molecular bastante precisa, que pode ser utilizado
para identificacdo de patdgenos em diferentes tipos de amostras a partir da
extracdo de DNA (FIGUEIREDO et al.,2008).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase pode ser utilizada para identificar
a presenca de um determinado agente etioldégico que acomete 0s peixes, através
da utilizagdo de primer especifico para a identificacdo do material genético do
patogeno pesquisado em seus 6rgdos de predilecdo. Primeiro € necessario que
se faca a extracdo do acido nucleico, que pode ser realizada utilizando uma
grande variedade de protocolos para extragdo. Dentre eles 0 método de fenol-
cloroférmio, também podem ser utilizados kits prontos vendidos comercialmente,
para a realizacdo da PCR é preciso que o DNA do material desejado seja
extraido, apds a extracdo pode-se armazenar a temperatura de -20°C até a
utilizacdo (ITISARO, SUANYUNK, TANTIKITTI; 2012).
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A reacao em cadeia da polimerase foi se desenvolvendo apds muitas pesquisas,
inovando a forma de diagnosticar enfermidades. Atualmente diversos tipos de
amplificacbes do DNA podem ser feitos com esta técnica, dentre elas: PCR em
tempo real, simples, neested, RT-PCR, multiplex entre outras. O processo da
amplificacdo ocorre a partir de variacdes de temperaturas em microtubos
fechados o que minimizam possiveis contaminacdes externas (FIGUEIREDO,
2008).

Com a técnica da PCR é possivel identificar de forma especifica, com alta
sensibilidade e rapidez, o Streptococcus agalactiae em amostras coletadas nos
orgdos de peixes como a Tilapia do Nilo, onde o processo de infeccao se
desenvolve, caracterizados geralmente por meningoencefalite ou as
septicemias, envolvendo érgdos como encéfalo, rim cefalico, figado e baco, que
sdo responsaveis por partes das fun¢des imunoldgicas por serem altamente

vascularizados além de ser possivel encontrar a bactéria (LEAL, 2011).

3.9 UTILIZACAO DE VACINAS COMERCIAIS

O cultivo de Tilapias em sistemas intensivos tem aumentado no Brasil, com isso,
produtores costumam investir na Tilapicultura devido as facilidades encontrada
com os custos de producdo. Porém, grande parte destes investidores néo
buscam orientac6es adequadas, nem contam com a supervisado de profissionais
qualificados e a falta de atencao a esses fatos contribuem para a instalacao de
agentes patogenos no cultivo (KUBITZA, 2005).

O manejo pode ser considerado um dos fatores que tornam os peixes mais
sensiveis as infec¢des bacterianas e a utilizacdo de antibioticos na alimentacéo
que leva resisténcia aos remédios utilizados, contribuindo para um ambiente
propicio ao desenvolvimento bacteriano. O aumento das producbes e o0s
prejuizos causados pelas bacterioses estimulam a utilizagdo de vacinas na
aguicultura, visando prevenir as enfermidades causadoras de alta mortalidade
aos peixes (KUBITZA, 2008).



28

Diversos paises produtores de tilapias ja fazem a utilizacdo de Imunoprotecéo.
No Brasil essa préatica vem sendo cada vez mais introduzida com os peixes a
partir de 0,15 g, antes de iniciar a fase de engorda, fase em que as perdas dos
peixes podem ocorrer pincipalmente se o animal ndo estiver vacinado, animais
vacinados sdo vendidos por um preco (R$ 0,55) diferente dos animais néo
vacinados (R$ 0,12) (G1, 2017).

Os peixes podem ser vacinados através de injecao intraperitoneal, por imersao,
mergulhando-os na solucéo de vacina diluida, ou por administracdo oral junto ao
alimento. Estes métodos apresentam diferentes vantagens e desvantagens,
sendo a vacina intraperitoneal considerada o método mais eficaz, seguro, e com
menor efeito colateral devido a utilizacdo de vacinas inativadas, consideradas
seguras por ndo ocorrer a replicacdo, ndo gerando danos devido a liberacdo de
toxina nos peixes, diminuindo os casos de mortalidade dos peixes (GOMES,
AFONSO, GARTNER; 2006).

Outras alternativas para Imunoprotecéo profilatica, vem sendo desenvolvida e
estudada a imunizacdo passiva, que pode apresentar protecdo imediata, ja que
as imunoglobulinas sdo inoculadas diretamente na Tilapia, diferente da vacina
ativada que requer uma periodo de aproximadamente 28 dias para que a
resposta imunoldgica seja produzida e estabelecida (FAGUNDES et al., 2016).
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4.MATERIAL E METODOS

4.1 CONDICOES DO EXPERIMENTO

O projeto foi aprovado pela comissdo de ética da Universidade Federal do
Reconcavo da Babhia, registrado com o processo n° 23007.008642/2016-68. A
pesquisa foi desenvolvida nas dependéncias da Universidade federal do
Recdncavo da Bahia, sendo utilizados 144 alevinos da espécie Tilapia-do-Nilo
revertidos sexualmente, oriundos de uma piscicultura comercial, Aquavale na
fazenda vale do Juliana, no municipio de Itubera-BA. Os animais nao
apresentaram sinais clinicos para a enfermidade estreptococose, além de néo
serem vacinados previamente contra a enfermidade. Foram alocados por um
periodo 20 dias para que pudessem adquirir peso suficiente para serem
vacinados e divididos nos tanques do experimento. Os peixes foram divididos
em 12 tanques com capacidade para 250 litros cada, recebendo em cada
unidade 12 peixes por tanque, estes foram cobertos por uma estrutura feita de
lona, com pé direito de aproximadamente 2 metros, visando o controle da
temperatura. Além de possuir aeracao continua para cada tanque, a renovacao
da agua era realizada diariamente de fonte livre de cloro, era feita a sinfonagem
e a agua residual era descartada em local separado. Os peixes eram
alimentados duas vezes por dia por ragcdo com 40% de proteina bruta. Foram
mensurados também parametros de qualidade de agua com médias de 1 ppm
para amodnia, o nivel de pH em média 6. Estes procedimentos foram realizados
no laboratério Aqua e NEPA, nas dependéncias da UFRB, adicionado hipoclorito

de sodio para evitar contaminacgoes.
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4.2 PROCEDIMENTOS DE VACINA

A vacina utilizada foi adquirida comercialmente, especifica para a prevencao
contra a estreptococose, Aquavac Strep SA da fabricante MSD saude animal,
fabricada a partir de culturas inativadas de Streptococcus agalactiae,
especificamente selecionadas para protecao contra o biotipo 2, composta por um
adjuvante oleoso que facilita a absorcdo do farmaco pela tilapia. O material
utilizado para a aplicacédo da vacina foram seringas estéreis de 1 ml, e a vacina
foi devidamente agitada antes da utilizacdo, mantida sobre refrigeracdo até o

momento da aplicacéo.

4.3 INFECCAO EXPERIMMENTAL

As tilapias passaram por mais um periodo de aclimatacdo de 10 dias, apés
atingirem o peso médio de 20g, os animais adquiriram peso suficiente para que
a vacina pudesse ser aplicada de acordo com as instrugdes fornecidas pelo
fabricante (MSD, 2014). Foi comprovada a auséncia de estreptococose atraves
do isolamento e identificacdo da bactéria, por meio de swabs do baco, rim
cefalico e encéfalo em meio especifico para o crescimento da bactéria, junto com
as provas bioquimicas, estas analises foram realizadas no Laboratério de
Doencas Infeciosas do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria, a partir da
retirada de uma amostragem de 10 animais do acordo com SALVADOR (2008),
retirados aleatoriamente para afirmar a auséncia da enfermidade. Foi realizado
também a CL 50, para a verificacdo da dose de infeccdo, de acordo com o
realizado por SALVADOR (2008) e LONGHI et al (2012), na concentracao 1 x
108 ml UFC. Os peixes utilizados no experimento foram divididos em trés
tratamentos, o “crtl” controle onde os animais receberam 0,05 ml de solucao
fisiologica estéril, “1 dose” neste tratamento foi injetado nos peixes 0,05 ml da
vacina comercial utilizada em dose Unica e o ultimo tratamento “2 doses” recebeu

a primeira dose da vacina e ap06s 10 dias recebeu mais uma dose refor¢o de 0,05
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ml, cada tratamento foi repetido 4 vezes. Apds a inser¢cdo dos animais nos
tanques foi iniciado a pesquisa e no dia 1 foi realizada a primeira vacinagao de
todos os tratamentos, sento o tratamento “crtl” com 0,05 ml solucéo fisiologica e
os tratamentos “1 dose” e “2 doses” com 0,05 ml da vacina, dez dias depois da
primeira dose da vacina foi realizada o reforgo da vacina no tratamento “2 doses”
e os outros tratamentos “crtl” e “1 dose” foram vacinados com doses de 0,05 ml
de solucdo fisiologica. Depois de 20 dias apdés a realizacdo da segunda
vacinacao, tempo em que espera-se que exista resposta humoral estabelecida,
foi feito o desafio na dose 1 ml concentracédo de 1 x 108 UFC' dose determinada
pela CL50, 15 dias depois do desafio foi realizado a colheita e armazenamento
através do congelamento das amostras do baco, encéfalo e rim cefalico, para a
realizacdo da extracdo de DNA e da PCR. Antes de cada procedimento o0s
animais passaram por um jejum de 24 horas e foram anestesiados com a
“solucdo méae” contento 9 ml de etanol 99% e 1 ml de eugenol. Desta solucao foi
utilizado de 1 a 2 ml em 3 litros de dgua, sendo adicionados gradativamente até
que fosse observado os peixes em decubito. As carcacas remanescentes do
experimento foram descartadas, congeladas em refrigerador destinado a
material biolégico para descarte, e entregue a empresa responsavel pela coleta

de material biol6gico do HUMV.

4.4 EXTRACAO DO DNA PROTOCOLO FENOL CLOROFORMIO

A extragdo de DNA foi realizada nas amostras de 1 mm de tecido colhidas do
baco, rim cefalico e encéfalo das tilapias, através de pincas e tesouras estéreis,
armazenados em eppendorfs, e também foi realizada a extragdo do DNA das
colonias de Streptococcus agalcatiae (ATCC 13013) cultivadas em agar sangue
para o controle positivo, de acordo com a metodologia de SAMBROOK (2001)
com adaptacdes. As amostras foram agitadas em vortex, labnet VX-200, até que
estivessem homogéneas, incubadas a 65°C por uma hora. ApGs este tempo,
diminui-se a temperatura até 37°C, fez-se as centrifugacbes por
aproximadamente 60 minutos, e ap0s esta etapa foi possivel visualizar um

acumulo de material genético ao fundo do tubo (Pallet). Apos as lavagens,
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acrescentou-se 50 pl de agua ultra pura livre de DNase e RNase de acordo com
0 peso molecular do DNA do fragmento utilizado, e posteriormente o material foi

armazenado a -20°C até a utilizacao.

4.5 AMPLIFICACAO (PCR)

Na amplificacdo do DNA dos controles positivos, feitos a partir das colonias e o
do controle do negativo, amostras em DNA e as amostras de tecido dos peixes
utilizados no experimento através do método fenol-cloroférmio, foram utilizados
primers capazes de detectar sequéncias especificas do gene 16 S rDNA gene
do S. agalactiae, o direto 5° GAGTTTGATCATGGCTCAG"3’ e o reverso
5ACCAACATGTGTTAATTACTC3 ,de acorodo com (Marcusso et al.,2015).
Para a realizacao da amplificacéo foi utilizado o PCR SuperMix da invitrogen com
22 U/ml Tag DNA polimerase, 22mM Tris-HCL, 55mM KCI, 1,65mM MgClz, 220
UM dGTP, 220 uM Datp, 220 uM dTTP, 220 uM dCTP, deste mix foi utilizado 45
pl, 0,5 pl de primer direto, 0,5 ul de primer reverso e 4 pl de amostras de DNA
resultado da extracdo e também da solucdo destinada ao controle negativo,
totalizando 50 pl de volume total para a reacéo, valores estes que foram
adaptados de acordo com os resultados obtidos na eletroforese. As condi¢cdes
para a realizacdo da ciclagem na desnaturacdo foram 94°C, por 4 minutos
seguidos por 35 ciclos de desnaturagcédo a 94°C por 1 minuto, anelamento dos
primers a 55°C por 1 minuto e extencao a 72°C por 1 minuto e mais 5 minutos
em extencdo em termociclador ( BIODER®, Argentina) por um periodo total de
2 horas e 32 minutos, até o momento da eletroforese o material resultante da
amplificacdo foi mantido congelado a - 20°C. O resultado da amplificacdo foi
visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1%(p/v) e corados com brometo
de Etidio a 0,015%(p/v). A condi¢bes de corrida em gel foram de 30 volts por 1

hora e 30 minutos, visualizados apos o tempo de corrida em foto documentador.



33

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Na andlise estatistica dos dados foi considerado o modelo linear generalizado
(GLM) para uma distribuicdo binominal com funcdo de ligacdo probit. para
distribuicAo Gaussiana com funcdo de ligacdo de identidade. O modelo

considerado no desenho experimental é descrito a seguir:
Prob;; = o + By + &;
No qual;
Prob;;— Repeti¢ao;
Bo-Constante (média) das probabilidades;
B.-Coeficiente que estima o efeito para a dose X;
i - Vacina de 1 a 3 ( controle, 1 dose, 2 dose);

&;;-Representa o vetor de erros aleatorios associados ao modelo.

Com uma confiabilidade de 95% e significancia de p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Através da extracdo de DNA pelo método fenol cloroférmio, a partir das amostras
dos tecidos do baco, rim cefalico e encéfalo das tilapias, foi possivel observar a
extracdo do DNA (Figura 1).

Figura 1. Eletroforese da extracdo de DNA dos tecidos das Tilapias

Dentre os DNAs extraidos dos tecidos dos peixes, foi possivel extrair o material
genético da bactéria Streptococcus agalactiae. Foi realizado a amplificacdo por
meio de PCR das amostras que tiveram o DNA extraido pelo método fenol
cloroférmio, juntamente com a realizacdo da eletroforese em gel de agarose. As
amostras correspondentes a amplificacdo do DNA da bactéria tiveram seu
fragmento evidenciado, na mesma direcdo do ladder 220 igual ao 220 amplicons
do Streptococcus agalactiae (ITSARO, SUANYUK, TANTIKITTI; 2012), é
evidenciado (Figura 2), o peso referente a presenca do material genético do S.
agalactiae nas amostras pesquisadas nos tecidos onde a bactéria se fazia

presente.

Foi possivel detectar a amplificacdo do DNA do S. agalactiae em todos os 6rgaos

analisados das Tilapias do controle (T1) (Figura 2, 3 e 4).
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Figura 2. Amostra de Encéfalo de Tilapias (T1) pocos 1-3 (Ladder, controle +

e -); pocos 4-9 (amostras analisadas).

Figura 3. Amostra do Rim cefalico de Tilapias T1 pocos 1-3 (Ladder, controle +

e -); pocos 4-9 (amostras analisadas).

1 23 4 56789

Figura 4. Amostra do Baco de Tilapias T1 pocos 1-3 (Ladder, controle + e -);

pocos 4-9 (amostras analisadas).
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Nos tratamentos “1 dose” e “ 2 doses” também foi possivel amplificar o material
genético do Streptococcus agalactiae. No tratamento “2 doses” a amplificacédo
do material genético ndo ocorreu em nenhum dos peixes do encéfalo, porém,
pdde ser encontrada no rim cefalico e baco. No tratamento “1 dose” foi
encontrado o DNA da bactéria em alguns dos 6rgéos. Estes resultados indicam
que através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase pode ser considerada
uma técnica segura e eficaz, por diagnosticar a presenca do patdgeno de forma
muito mais rapida do que outras técnicas como o isolamento e identificacdo,

como demonstrado na Figura 5 abaixo:

Figura 5. Probabilidade de amostras dos 6rgdos analisados dos tratamentos
T1 (ctrl) T2 (1 dose) e T3 (2 doses), negativas para a presenca do

S.agalactiae.

ctrl 0,00 ¢

rim

2doses

ldose

ctrl 0,00 b
(o]
S 2doses
Q0
1dose -
ctrl 0,00 b

2doses

encéfalo

ldose

-0,10 0,10 0,30 0,50 0,70 0,90 1,10
Probabilidade negativo (GLM logit)
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As Tilapias do tratamento “1 dose” e “2 doses” do experimento foram imunizadas
com a vacina comercial ja utilizada no mercado para a protecdo contra
estreptococose, foi observado a mortalidade de 63%(1 dose), 69%(2 doses)
contra 83% nas tilapias pertencentes ao tratamento “crtl’, logo, ndo houve
diferenca de acordo com a estatistica entre os tratamentos “1 dose” e “2 doses”,

com relacdo aos peixes analisados ap6s o desafio como demonstrado no (Figura
6).

Figura 6. indices em porcentagem da mortalidade das Tilapias com diferentes

doses da vacina e do controle ap6s o desafio com S. agalactiae.

ctrl

PLLECSN 060 0

mortalidade (%)

0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50 0,50 0,70 0,30 0,30
ocorréncias %)

A quantidade de amostras em que o DNA da bactéria estava presente entre o
enceéfalo e 0 bacgo dos peixes que receberam uma Unica dose da vacina e 0s que
receberam 2 doses de refor¢o da vacina comercial, com excec¢éao do rim cefalico,
onde foi notado uma diferenca entre a probabilidade de encontrar amostras
negativas de 85% nas tilapias “2 doses” e 33% nas tilapias vacinadas com “1
dose”.
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6 DISCUSSAO

A extracdo de DNA do Streptococcus agalactiae, em muitos trabalhos é realizada
apos o isolamento e identificacdo das coldnias com caracteristicas da bactéria
para posterior confirmagdo com primers através da amplificacdo em PCR e
Swabs dos 6rgdos de Tilapias consideradas suspeitas, sdo feitos como nos
trabalhos realizados por Scarpassa (2014), Marcusso et al. (2015), Glazunova et
al. (2009).

No entanto, no presente estudo a extracdo diretamente do tecido de Tilapias
suspeitas, com o método fenol cloroférmio, foi capaz de fornecer a extracao de
DNA do S. agalactiae, do mesmo jeito que se consegue a partir do isolamento
feito apos o periodo de incubagéo das amostras suspeitas. A técnica executada
através do tecido torna a realizacdo da PCR mais rapida diminuindo o tempo

para a conclusédo do Diagnéstico.

Marengoni (2006), também realizou a extracdo do DNA de Tilapias a partir de
tecidos, considerando a rapidez e praticidade para conseguir o material genético,
utilizando para lise a proteinase K e o método fenol/cloroférmio.

Os orgéaos escolhidos para as analises condizem com os pesquisados de maior
frequéncia no isolamento da bactéria encontrado por outros autores como
Marcusso et al 2015; Itsaro, Suanyuk, Tantikitti 2012; Jiménez et al 2011,
Jiménez et al 2007 e Chen et al, 2012.

Sebastido (2015), amplificou 0 DNA da bactéria, diretamente dos swabs das
amostras de tecidos isoladas em placa, sem executar nenhum método de
extracdo de DNA, ou utilizacédo de kit para a extracéo, a partir da execucao desta
metodologia conseguiu uma boa amplificacdo e uma reducao significativa nos

custos para a realizacao.

Su et al (2016), também realizou a extracdo através de tecidos dentre eles o
baco, como um dos 6rgaos utilizados no presente experimento, porém a extracao
foi feita a partir de um kit (Omega Bio-Tek), conseguindo uma boa amplificacao

e identificacdo da bactéria em uma PCR em tempo real, destacando a eficiéncia
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deste tipo de reacdo e também chama atencdo para a presenca de peixes
assintomaticos no plantel que podem se tornar uma fonte de contaminacéo de

outros peixes sadios, e que, por ventura, ndo tenham sido imunizados.

De acordo com Longhi, Pretto-Giordanno e Muller (2012), a vacinacéo inativada
de Streptococcus ssp. em Tilapias-do-Nilo, apresenta alta eficicia nos animais
vacinados, principalmente se feito de forma intraperitoneal. Suanyuk, Itsaro
(2011), relataram uma maior producdo de anticorpos, uma boa eficacia da
resposta vacinal em animais vacinados de forma intraperitoneal, semelhante
com o0 presente experimento em que pode-se observar uma melhor

sobrevivéncia dos animais vacinados.

Segundo Pretto-Giordanno et al. (2010), Tilapias vacinadas contra S. agalactiae
com aplicacdo intraperitoneal inoculadas com duas doses de vacina
apresentaram taxas de sobrevivéncia de 96,6% e o0s peixes inoculados com uma
dose apresentaram taxas de sobrevivéncia de 83,6%, ressaltando a importancia
de preparar o sistema imunolégicos dos peixes para possiveis surtos de

enfermidade que apresenta alta mortalidade e morbidade.

Itisaro; Suanyunk; Tantikitti (2012), utilizando amostras de tecidos conseguram
identificar o material genético da bactéria, comprovando a acuracia da PCR
como técnica diagnostica, mostrando-se uma ferramenta de diagndstico
especifica na deteccdo de Streptococcus agalactiae em peixes, apresentando

resultados positivos na deteccdo do patdgenos a partir de amostras de tecidos.

Conforme Jiménez et al. (2007), a utilizacdo de técnicas moleculares como a
PCR tem ajudado na determinagdo das diferencas de géneros e espécies
bacterianas que acometem a tilapicultura em geral, utilizando genes especificos
e apresentando uma especificidade de 100% para micoorganismos de dificil

isolamento como S. agalactiae.

Jafar et al. (2008), indicam a importancia da utilizagdo da biologia molecular na
identificacdo correta dos patdogenos causadores de enfermidades que acometem
0 plantel, pois, surtos associados as outras bacterioses como o Lactococcus

graviae ou Streptococcus shiloi, que apresenta similaridade com S. agalactiae
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pode ser associado a enfermidade enquanto o verdadeiro patégeno pode acabar

sendo esquecido.

Segundo Harbi (2016), a estreptococose leva a graves prejuizos econdmicos
devido a alta mortalidade e morbidade. Utilizar um teste eficiente como a PCR
que identifique rapidamente o agente causador pode contribuir para 0 aumento
da produtividade, com uma prevencéo adequada e um tratamento direcionado,

fazendo com que a qualidade produtiva aumente.

Kannika et al., (2017), na Tailandia, realizou o isolado de amostras de tilapias
naturalmente infectadas e com sintomatologia clinica sugestiva e realizou o teste
API 20 STREP onde encontrou 97% de peixes com a bactéria e também fez a
confirmacéo e andlise das amostras negativas através da PCR, encontrando 100
% dos peixes com sintomatologia clinicas com a presenca do material genético
da bactéria em seus isolados. Ressaltando assim, a importancia da utilizacao da
biologia molecular para realizacao do diagnéstido preciso e da estreptococose e

a vacinacao como importante método para prevencao.
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7 CONCLUSAO

e Conclui-se que é possivel realizar a extracdo do DNA da bactéria S.
aglactiae diretamente dos tecidos (encéfalo, rim cefalico e baco) através

do método fenol cloroférmio.

e Com a extracdo de DNA dos tecidos é possivel conseguir uma boa
amplificacdo através da PCR identificando a presenca da bactéria nos

tecidos.

¢ A vacina apresenta uma boa eficacia, quando os peixes sao expostos a

patdgeno.
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EXTRACAO DE DNA EM TECIDOS DE TILAPIAS DO NILO ATRAVES DO
PROTOCOLO FENOL-CLOROFORMIO

DNA EXTRACTION IN NILO TILAPIA TISSUES THROUGH THE PHENOL-CHLOROFORM PROTOCOL

A. V. S. Jesus, R. B. Cerqueira,

Universidade Federal do Recbncavo da Bahia

ABSTRACT

Streptococcosis is an important disease affecting the world-wide fish industry caused by
Streptococcus agalactiae, one of the diseases that cause great economic losses in
aquaculture, the developing diagnostic tools for its rapid identification has thus become
need. The objective was carry out a DNA extraction by the chloroform phenol method,
from the tissue of Tilapias for faster realization of molecular techniques. Was extracting
the DNA from the bacterium through the phenol chloroform method, the tissue of Tilapia
from the tissue of fish that had been vaccinated and challenged, Streptococcus agalactiae
was Vvisualized in the brain, cephalic kidney, spleen tissues observing the survival of the
vaccinated animals against the control. Through extraction it was possible to amplify the
DNA of Streptococcus directly from the tissue. All animals were challenged with the
same amount and concentration of the bacteria, thus indicating that the vaccine was

effective in fish succeeded in controlling the action of the virulence factors of the bacteria.

Keywords: streptococcosis, amplification, extraction fish DNA

RESUMO
A estreptococose é uma doenga importante que afeta a inddstria pesqueira mundial,
causada por Streptococcus agalactiae, uma das doengas que causam grandes perdas
econbmicas na aquicultura, tornando-se assim, a necessidade de desenvolver ferramentas
de diagndstico para sua rapida identificacdo. O objetivo foi realizar uma extracdo de DNA
pelo método fenol cloroformio, a partir do tecido de Tilapias para realizagcdo mais rapida

das técnicas moleculares. Foi extraido o DNA da bactéria através do método fenol
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cloroférmio, em fragmentos de tecidos de encéfalo, rim cefalico e baco de Tilapias que
haviam sido vacinadas e desafiadas, contra Streptococcus agalactiae. Foi possivel
visualizar em tecidos como cérebro, rim cefalico e bago analisando a sobrevivéncia dos
animais vacinados contra o controle. Através da extracdo, foi possivel amplificar o DNA
do Streptococcus diretamente dos tecidos que foram reservado para o estudo. Todos os
animais foram desafiados com a mesma quantidade e concentracdo da bactéria, indicando
que a vacina foi efetiva nos peixes, conseguindo controlar a acéo dos fatores de viruléncia

da bactéria.

Palavras chaves: estreptococcose, amplificagédo, extracdo dp DNA de peixes

Introducéo

A piscicultura nacional vem crescendo e se consolidando, tornando o Brasil um dos
principais produtores na América Latina, dentre as espécies cultivadas destaca-se a
Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), com uma producdo média de 40 mil toneladas
por ano (SALVADOR et al., 2003). Este, nUmero vem aumentando com o passar do
tempo, por esta espécie ser importante, do modo de vista econémico, na aquicultura
mundial e devido a vantagens como: textura, qualidade da carne e baixo custo com a
producdo, tornando-se atrativa para a aquicultura brasileira (OLIVEIRA et al., 2010). A
Tilapia é uma espécie considerada por se desenvolver rapidamente, adaptando a
variedades de alimentos, além de sucesso produtivo em variados sistemas de criacdo
(JESUS et al., 2011). O uso dos peixes em sistema intensivo gera consequéncias como
estresse, aumentando a susceptibilidade as enfermidades (LONGHI; PRETTO-
GIORDANNO; MULLER,2012). O Streptococcus agalactiae tem sido isolado em
diversas espécies de peixes, sendo patdogeno emergente na aquicultura que leva a
septicemia, elevando o numero de casos associados a infeccdo por estreptococose
(FIGUEIREDO et al.,2006). A biologia molecular pode ser usada no diagnéstico de
bactérias com dificil isolamento in vitro, como o Streptococcus sp, garantido a eficiéncia
do diagnostico. A PCR pode ser utilizada de maneira eficaz para detectar a presenca de
patogenos em diferentes amostras, identificando o microrganismo a partir da extragéo de
DNA dos tecidos onde se pretende pesquisar (FIGUEIREDO et al.,2008). A utilizagéo de
técnicas para extracdo do DNA que facilitem e otimizem este processo, ajudam com o
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répido desenvolvimento do diagnostico. O objetivo deste trabalho foi realizar a extragdo
de DNA pelo método fenol cloroférmio, a partir do tecido de Til&pias para realizacéo

mais rapida da técnicas moleculares.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida na Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, no
Laboratorio de Doencas Infecciosas do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria.
Foram utilizadas 96 amostras de tecido como encéfalo, rim cefalico e bago de 31 Tilapias
(Oreochromis niloticus) resultantes de um desafio ap6s a aplicacdo de vacina comercial
contra estreptococose. Depois de 15 dias pos desafio, os peixes remanescentes foram
anestesiados com solucdo mae contendo 9 ml de etanol 99% e 1 ml de eugenol, sendo
utilizado 2 ml em 3 litros de agua. Foram eutanasiados e as amostras de tecidos foram
colhidas para a realizagdo da extracdo de DNA. Concomitantemente, foi realizada a
extracdo da cepa utilizada no desafio como controle positivos. A metodologia utilizada
para a extracdo seguia 0 modelo aplicado por de acordo com a metodologia SAMBROOK
(2001), com adaptacGes empiricas para a espécie em questdes descrita abaixo. As
amostras coletadas foram maceradas e adicionado 500 pl de STE (100 mM NaCl, 10 mM
HCL, 1 mM) em pH 8; 30 pl de SDS 10%; 10 pl de proteinase K, foram agitadas e
incubados a 65°C a, por um periodo de uma hora, apds este tempo diminui - se a
temperatura até 37°C, foi adicionado fenol e cloroférmio na proporcao 25:24 partes (p/v)
agitado e centrifugado por 10 minutos a 13400 RPM. O material resultante é uma divisdo
da parte com os oligoelementos e a parte aquosa que corresponde ao material genético
liberado. Em seguida a parte com o DNA foi separado 450 pl do sobrenadante em
eppendorf e adicionado mais 400 pul de cloroférmio, para que o DNA fosse purificado.
Centrifugou-se por mais 10 minutos a 13400 RPM e foi retirado do sobrenadante 400 pl
e foram acrescentados 30 pl de acetato de sodio 3M e 1 ml de isopropanol, agitados e
armazenado a -20°C por aproximadamente 16 horas. Apos este periodo, o DNA foi
centrifugado a 14 mil RPM por um periodo de 30 a 60 minutos. Ao final desta etapa, é
possivel visualizar um acumulo de material genético ao fundo do tubo “pallet”, descartou-
se o isopropanol com cuidado e foi adicionado 1 ml de etanol 70% gelado, foi novamente
centrifugado e retirado 0 maximo de etanol, acrescentou-se 50 pl de agua ultra pura livre

de DNase e RNase o material foi armazenado a -20°C até a utilizag&o.
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Resultado

Através da extracdo do DNA pelo método fenol cloroférmio, a partir das amostras de
tecidos do baco, rim cefélico e encéfalo das Tilapias, foi possivel extrair o material

genético das células do peixe.

Dentre elas também foi possivel extrair o material genético da bactéria Streptococcus
agalactiae. Posteriormente, a presenca do material genético 16sRNA de 220 pares bases
nos tecidos das amostras onde foi realizado a extracdo foi confirmado através da
amplificacdo por meio da PCR. Através da extracdo do DNA foi possivel realizar a
amplificagdo com volume de 50 pl total dos reagentes e amostra. Foi realizada a
eletroforese em gel de agarose a 1 % a irradiacdo de luz ultra-violeta produzida pelo

fotodocumentador em reacdo com brometo de etidio 1,5 pL.
Discusséo

A extracdo de DNA do Streptococcus agalactiae em muitos trabalhos é realizada ap6s o
isolamento e identificagdo das coldnias com caracteristicas da bactéria para posterior
confirmacdo, juntamente com primers através da amplificacdo em PCR e Swabs dos
orgdos de Tilapias consideradas suspeitas sdo feitos, como nos trabalhos realizados por
SCARPASSA 2014, MARCUSSO et al (2015), GLAZUNOVA et al (2009).

No entanto, no presente estudo a extracdo diretamente do tecido de Tilapias suspeitas,
com o método fenol cloroférmio, foi capaz de fornecer a extracdo de DNA do S.
agalactiae, do mesmo jeito que se consegue a partir do isolamento feito apds o periodo
de incubacdo das amostras suspeitas. A técnica executada através do tecido torna a
realizacdo da PCR mais rapida, diminuindo o tempo para a conclusdo do Diagnéstico.

Marengoni (2006), também realizou a extragdo do DNA de Tilépias a partir de tecidos,
considerando a rapidez e praticidade para conseguir o material genético, utilizando para

lise proteinase K e o método fenol/cloroférmio.

Os 6rgéos escolhidos para as analises condizem com os tecidos pesquisados de maior
frequéncia no isolamento da bactéria encontrado por outros autores como Marcusso et al
2015; Itsaro, Suanyuk, Tantikitti 2012; Jiménez et al 2011; Jiménez et al 2007 e Chen et
al, 2012.

Sebastido (2015), amplificou 0 DNA da bactéria diretamente de isolamentos em placa,

sem executar nenhum metodo de extragdo de DNA ou utilizacdo de kit para a extracéo,
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e, a partir da execucdo desta metodologia, conseguiu uma boa amplificacdo e uma reducéo

significativa nos custos para a realizacéo.

Su et al (2016), também realizou a extracdo através de tecidos dentre eles 0 bago, como
um dos orgdos utilizados no presente experimento, porém, a extracdo foi feita a partir de
um kit (Omega Bio-Tek), conseguindo uma boa amplificacdo e identificacdo da bactéria
em PCR em tempo real, destacando a eficiéncia deste tipo de reacdo e também chama &
atencdo para a presenca de peixes assintomaticos no plantel que podem se tornar uma
fonte de contaminacdo de outros peixes sadios, e que por ventura, ndo tenham sido

imunizados.

Concluséo
Conclui-se que é possivel realizar a extracdo do DNA da bactéria S. aglactiae diretamente
dos tecidos (encéfalo, rim cefélico e baco) em peixes contaminados, atraveés do método

fenol cloroférmio.
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IDENTIFICACAO DE Streptococcus agalactie EM ORGAOS DE TILAPIAS DO
NILO (Oreochromis niloticus) ATRAVES DA PCR

IDENTIFICATION OF Streptococcus agalactie IN NILE TILAP ORGANS (Oreochromis niloticus) THROUGH PCR

A. V.S. Jesus, R. B. Cerqueira,

Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

ABSTRACT

Streptococcosis is an important disease affecting the world-wide fish industry caused by
Streptococcus agalactiae, one of the diseases that cause great economic losses in
aquaculture, the developing diagnostic tools for its rapid identification has thus become
need. The objective was verify presence or absence of S. agalactiae bacteria in organs
(brain, cephalic kidney, spleen) from tilapia immunized against streptococcus by the PCR
technique, against different doses of the commercial vaccine used. Was extracting the
DNA from the bacterium through the phenol chloroform method, the tissue of Tilapia
from the tissue of fish that had been vaccinated and challenged, Streptococcus agalactiae
was visualized in the brain, cephalic kidney, spleen tissues observing the survival of the
vaccinated animals against the control. In the control, it was possible to amplify all the
samples, in the other treatments T2 25%; 41,6% and 41,6% already in the T3 0%; 15,38%);
30,77% in the encephalus, kidney and spleen respectively, All animals were challenged
with the same amount and concentration of the bacteria, thus indicating that the vaccine
was effective in fish succeeded in controlling the action of the virulence factors of the

bacteria.
Keywords: streptococcosis, amplification, molecular biology

RESUMO
A estreptococose € uma doenca importante que afeta a industria pesqueira mundial,
causada pelo Streptococcus agalactiae, esta enfermidade leva a grandes perdas
econbmicas na aquicultura, tornando-se necessario o desenvolvimento de ferramentas que
auxiliem no diagnostico para sua rapida identificagdo. O objetivo do presente estudo foi
verificar a presenca ou auséncia de bactérias de S. agalactiae em 6rgdos (cérebro, rim

cefalico, bago) de Tilapia imunizadas com a vacina comercial contra estreptococos pela
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técnica de PCR. Foi extraido o DNA da bactéria atraves de tecidos dos peixes que haviam
sido imunizados e o controle, por meio do método de fenol cloroférmio. O Streptococcus
agalactiae foi visualizado em algumas das amostras, observando-se a amplificacdo de
todas as amostras no controle e nos demais tratamentos T2 25%; 41,6% e 41,6% no T3
0%; 15,38%; 30,77% respectivamente, no encéfalo, rim e baco. Todos 0s animais foram
desafiados com a mesma quantidade e concentracdo da bactéria, indicando que a vacina

foi efetiva no peixe, conseguindo controlar a acdo dos fatores de viruléncia da bactéria.
Palavras Chaves: estreptococose, amplificacdo, biologia molecular
Introducéo

A aquicultura brasileira cresce com os passar dos anos, levando o Brasil a se tornar um
dos principais produtores na América Latina e um potencial criador a nivel mundial,
devido as suas reservas hidricas. Dentre as espécies cultivadas, a Tilapia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), ganha mais espaco por apresentar uma producdo média de 40
mil toneladas por ano (SALVADOR et al., 2003). O nimero aumenta com o tempo, por
esta espécie ser importante na piscicultura e em virtude das suas caracteristicas de textura,
qualidade da carne e baixo custo com a producéo, tornando-se atrativa para a economia
brasileira (OLIVEIRA et al., 2010). A tilapia tende a desenvolver-se rapidamente e
adaptar-se bem em agua doce ou aos diferentes niveis de salinidade. Acostuma-se a
grandes variedades de alimentos, apresentando sucesso na producéo em variados sistemas
de criacdo (JESUS et al., 2011). A utilizacdo dos peixes em sistema intensivo, 0 manejo
incorreto e 0 excesso de racdo, gera consequéncias como estresse dos animais,
diminuindo a resposta imunoldgica, aumentando a susceptibilidade as enfermidades
(LONGHI; PRETTO-GIORDANNO; MULLER,2012). O Streptococcus agalactiae tem
sido isolado em diversas espécies de peixes, e é considerada um patégeno emergente na
piscicultura mundial, levando as septicemias que podem afetar peixes de diferentes
ambientes aquaticos, elevando cada vez mais 0s nimeros de casos clinicos associados a
infeccdo por estreptococose (FIGUEIREDO et al.,2006). A biologia molecular vem
sendo utilizada para diagndstico de bactérias com dificil isolamento e identificacdo como
o0 Streptococcus sp. A PCR pode ser utilizada de maneira eficiente, para detectar e inferir
sobre a patogenicidade de diferentes amostras, identificando 0 microrganismo a partir da
extracdo de DNA dos tecidos pesquisados (FIGUEIREDO et al.,2008). Normalmente o
tratamento das infec¢Oes causadas por estreptococose em peixes, é antibioticos a base de

penicilina. Porém, podem ser deixados residuos na carne e na agua, contaminando o0 meio
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e ajudando o microrganismo a criar mecanismos de resisténcia aos antibioticos, o que
acaba dificultando tratamentos futuros e o combate a bactéria no plantel (ISMAIL, 2017).
As vacinas a partir de células inativas, ativas ou a partir de compostos fitoterapicos através
das técnicas de aplicacdo, auxiliam no controle e prevencéo da estreptococose, que podem
se instalar no cultivo das tilapias. A utilizacdo destas vacinas tem gerado beneficios
econémicos aos produtores, com uma reducdo na mortalidade que o estreptococo causa
(LONGHI; PRETTO-GIORDANNO; MULLER,2012). Com o trabalho objetivou-se
analisar a presenca da bactéria S. agalactiae, em Tilapias do Nilo, através da PCR ap0s

aplicacdo da vacina comercial especifica contra estreptococose.

Material e Método
Foram utilizados 144 alevinos da espécie tilapia (Oreochromis niloticus), revertidos
sexualmente, oriundos de piscicultura comercial, no estado da Bahia. Os animais nédo
apresentaram sinais clinicos para a enfermidade estreptococose, e ndo foram vacinados
previamente contra a enfermidade. Os peixes foram divididos em 12 tanques com
capacidade de 250 litros, recebendo em cada unidade 12 peixes por tanque. A cepa
utilizada para realizacéo do desafio e controle positivo da PCR foi cedida pela Fundacao
Oswaldo Cruz, de origem ATCC 13813, grupo B de Lancefield, cultivada em agar
Mueller Hilton enriquecido com sangue de ovino desfibrinado a 5%. A vacina especifica
utilizada para a prevencgéo contra a estreptococose foi a Aquavac Strep SA da fabricante
MSD saude animal. As tilapias passaram por aclimatacdo, 0s animais adquiriram peso
suficiente para que a vacina pudesse ser administrada, acima de 15 gramas, de acordo
com as instrucdes do fabricante (MSD SAUDE ANIMAL, 2014). Foi comprovada a
auséncia de estreptococose através do isolamento e identificacdo da bactéria no
Laboratorio de doencas infecciosas do Hospital Universitario de Medicina Veterinaria,
UFRB, a partir de amostras de acordo com SALVADOR (2008), foi realizado a CL 50
de acordo com SALVADOR, (2008) e (LONGHI et al,.2012), na concentra¢do 1 x 108
ml TUFC. Os animais foram divididos em trés tratamentos, o T1 controle animais
receberam 0,05 ml de solugdo fisioldgica, T2 os peixes receberam 0,05 ml da vacina
comercial utilizada em dose Unica como indicado pelo fabricante e o tratamento T3
recebeu a primeira dose da vacina como recomendado pelo fabricante, e apos 10 dias
recebeu mais uma dose reforco de 0,05 ml, cada tratamento foi repetido 3 vezes. Foi
realizada a vacinacéo de todos os tratamentos, sento o tratamento T1 com 0,05 ml solucao

fisioldgica e os tratamentos T2 e T3 com 0,05 ml da vacina, dez dias depois da primeira
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dose da vacina. Foi feita a segunda dose no tratamento T3 e nos outros tratamentos T1 e
T2 com doses de 0,05 ml de solug&o fisioldgica. Depois de 20 dias da vacinacéo, foi feito
o desafio na dose 1 ml concentragdo de 1 x 108 UFC' dose determinada com a CL50, 15
dias depois do desafio foi realizado a colheita das amostras do baco, encéfalo e rim
cefélico, para a realizacdo da PCR. Antes de cada procedimento os animais passaram por
um jejum de 24 horas e foram anestesiados com a solu¢do mée contento 9 ml de etanol
99% e 1 ml de eugenol. As amostras foram coletadas de forma asséptica, para a realizagdo
da extracdo do DNA e também foi realizado a extracio do DNA das colbnias de
Streptococcus agalcatiae (ATCC 13013) cultivadas para o controle positivo, atraves do
método fenol cloroférmio de acordo com a metodologia SAMBROOK (2001). Foram
utilizado primers capaz de detectar sequéncias especificas do gene 16 S rDNA gene do
S. agalactiae, o direto 5 GAGTTTGATCATGGCTCAG”3> e o reverso
5’ACCAACATGTGTTAATTACTC3', para a realiza¢ao da amplificacao foi utilizado o
PCR SuperMix da invitrogen® com 22 U/ml Tag DNA polimerase, 22mM Tris-HCL,
55mM KCl, 1,65mM MgCl, 220 uM dGTP, 220 uM Datp, 220 uM dTTP, 220 uM dCTP,
deste mix foi utilizado 45 pl, 0,5 pl de primer direto, 0,5 ul de primer reverso e 4 pl de
amostras de DNA resultado da extragéo, totalizando 50 pl de volume total para a reacao.
Para a ciclagem as condicGes foram desnaturacdo 94°C, por 4 minutos seguidos por 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento dos primers a 55°C por 1 minuto
e extencdo a 72°C por 1 minuto e mais 5 minutos em extencdo em termociclador (
BIODER®). O resultado da amplificacdo foi visualizado por eletroforese em gel de
agarose a 1% e corados com brometo de Etidio a 0,015%, por 30 V durante 1 hora e 30
minutos. A estatistica dos dados foi considerada o0 modelo linear generalizado (GLM)
para uma distribuicdo binominal com funcdo de ligacdo probit. para distribuicdo
Gaussiana com fungdo de ligacdo de identidade, A com confiabilidade de 95% e
significancia de p< 0,05. O modelo considerado no desenho experimental é descrito a
sequir:

PT'Obij = ,80 + :lei + gij
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Resultado

Por meio da extracdo de DNA pelo método fenol-cloroformio, foi possivel extrair o
material genético da bactéria Streptococcus agalactiae a partir do tecido da tilapia,
confirmado através da amplificacdo por meio da PCR. As amostras foram coletadas nos
peixes pertencentes ao controle (T1) e nos demais tratamentos que foram imunizados com
a vacina comercial. Apés o periodo de formacdo da resposta imune, 0s peixes foram
desafiados com 1 x10® UFC e os remanescentes foram eutanasiados e 0s 0rgios
analisados para verificacdo da presenca da bactéria nos tecidos (encéfalo, rim cefélico e
baco). Foi possivel detectar a amplificacdo do DNA do S. agalactiae em todos os 6rgdos
analisados das Tilapias do controle (T1). Nos tratamentos 2 e 3 também foi possivel
amplificar o material genético do Streptococcus agalactiae, porém, s6 em alguns dos
6rgdos analisado (encéfalo, rim cefalico e baco). O presente trabalho indica que através
da PCR, junto com a extracdo do DNA diretamente do tecido, é possivel de forma rapida,
se comparado com o isolamento e identificacdo, diagnosticar a presencga do patdgeno no
plantel. As Tilapias do experimento foram imunizadas com vacina comercial utilizada no
mercado para a protecdo contra estreptococose, com mortalidade de 63% nos animais
apos o desafio, como demonstrado no (Gréfico 1).

Graéfico 1: indices em porcentagem da sobrevivéncia e da mortalidade das Tilapias com

diferentes doses da vacina e do controle apds o desafio com S. agalactiae.
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Os peixes do experimento, tratamento T2 e T3, foram vacinados com a vacina comercial

nacional, propria para a protecdo contra estreptococose, e 0 controle vacinado com
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solucdo fisioldgica. Nos animais vacinados foi possivel observar que poucas amostras dos
6rgdos analisados das Tilapias encontraram-se a amplificacdo do material genético da
bactéria nos peixes que permaneceram até o ultimo dia do experimento. No tratamento
T3 a probabilidades de encontrar amostras de rim cefalico negativas para a bactéria foram
de 85% no baco 69% e no encéfalo 100%. J& no T2 efoi possivel encontrar amostras
negativas para o rim em 33% dos 6rgéos analisados, 58% no baco e 75% no encéfalo

como indicado no (grafico 2).

Graéfico 2. Probabilidade de amostra dos 6rgédos analisados dos tratamentos T1 (ctrl) T2

(1 dose) e T3 (2 doses), negativas para a presenca da S.agalactiae.
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N&o houve diferenga estatistica (Grafico 2) (p> 0,05) na quantidade de amostras em que
a bactéria estava presente entre o encéfalo e o baco dos peixes que receberam uma unica
dose da vacina e os que receberam a dose de refor¢o da vacina comercial aplicada de
forma intraperitoneal, com excec¢éo do rim cefalico onde foi notado uma diferenca entre
a probabilidade de encontrar amostras negativas de 85% nos peixes revacinados e 33%
nas Tilapias vacinadas apenas uma vez. Indicando que o sistema imune dos peixes

conseguiu debelar a acdo dos fatores de viruléncia da bactéria.
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Discussao

De acordo com Longhi, Pretto-Giordanno e Muller (2012), a vacina inativada de
Streptococcus ssp. em Tildpias-do-Nilo, apresenta alta eficacia nos animais vacinados,
principalmente se for feito de forma intraperitoneal. SUANYUK, N.; ITSARO (2011),
relataram uma maior producdo de anticorpos, uma boa eficacia da resposta vacinal em
animais vacinados de forma intraperitoneal, semelhante com o presente experimento em
que pode-se observar uma melhor sobrevivéncia dos animais vacinados. A vacina
AguacVac® STREP S.A se mostrou eficaz contra infeccdes agudas por Estreptococos
em trabalhos experimentais realizados sobre condigdes de producdo comercial. A
vacinacao dos peixes foi feita de forma intraperitoneal, onde foi observado o aumento da
sobrevivéncia de 91,9% e 87,0% em animais vacinados contra 76,5% e 78%, dos animais
ndo vacinados nas 2 fazendas analisadas. (MSD SAUDE ANIMAL, 2012). Segundo
Pretto-Giordanno et al. (2010), Tilapias vacinadas contra S. agalactiae com aplicacdo
intraperitoneal inoculadas com duas doses de vacina apresentaram taxas de sobrevivéncia
de 96,6% e o0s peixes inoculados com uma dose apresentaram taxas de sobrevivéncia de
83,6%, ressaltando a importancia de preparar o sistema imunoldgicos dos peixes para
possiveis surtos da enfermidade que apresenta alta mortalidade e morbidade. ITISARO;
SUANYUNK; TANTIKITTI, 2012, também utilizando amostras de tecidos, conseguiram
identificar o material genético da bactéria, comprovando a acuracia da PCR como técnica
diagnostica, mostrando-se uma ferramenta de diagnostico especifica na deteccdo
Streptococcus agalactiae em peixes, apresentando resultados positivos na detec¢do do
patdgenos a partir de amostras de tecidos. Conforme Jiménez et al. (2007), a utilizacdo
de técnicas moleculares como a PCR tem ajudado no delineamento das diferencas de
géneros e espécies bacterianas, que acometem a tilapicultura em geral, utilizando genes
especificos e apresentando uma especificidade de 100% para micoorganismos de dificil
isolamento como S. agalactiae. Jafar et al., (2008), indicam a importancia da utilizacdo
da biologia molecular na identificacdo correta dos patégenos causadores de enfermidades
gue acometem o plantel, pois surtos associados as outras bacterioses como o Lactococcus
graviae ou Streptococcus shiloi, que apresenta similaridade com S. agalactiae, podem ser
levados em consideracdo enquanto o verdadeiro patégeno pode acabar sendo
negligenciado. Segundo Antonucci (2016), a estreptococose leva a graves prejuizos
econdmicos devido a alta mortalidade e morbidade. Utilizar um teste eficiente como a

PCR, que identifique rapidamente o agente causador, pode contribuir para o aumento da
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produtividade com uma prevencéo adequada e um tratamento direcionado, fazendo com
que a qualidade produtiva aumente. Kannika et al., 2017, na Tailandia, realizou o isolado
de amostras de tilapias naturalmente infectadas e com sintomatologia clinica sugestiva, e
realizou o teste API 20 STREP, onde encontrou 97% de peixes com a bactéria e também
fez a confirmacdo em anéalise das amostras negativas através da PCR, encontrando 100 %
dos peixes com sintomatologia clinicas com presenca do material genético da bactéria em
seus isolados. Ressaltando assim, a importancia da utilizacdo da biologia molecular para
realizacdo do diagnéstido preciso da estreptococose e a vacina¢do como importante

método para prevencao.

Concluséao

Com a extracdo de DNA dos tecidos € possivel conseguir uma boa amplificacdo através
da PCR, identificando a presenca da bactéria nos tecidos. A vacina apresenta uma boa

eficacia, quando os peixes sdo expostos ao patégeno.
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