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Resumo

As estirpes patogénicas em estudo provocam doencgas devastadoras em aquaculturas de
peixes da familia Salmonidae e Centropomidae (e.g. Salméo e Robalo, respetivamente). Em
casos de surto, as taxas de mortalidade sdo extremamente elevadas e as consequéncias séo
devastadoras a nivel econdmico, causando elevados prejuizos, visto existir uma enorme
dificuldade em detetar as infecbes a tempo. Com o aumento da importancia e do valor
econdémico da aquacultura tornou-se fulcral que as estirpes Vibrio anguillarum, Vibrio
alginolyticus, Vibrio harveyi e Yersinia ruckeri consigam ser detetadas a tempo de modo a

evitar as respetivas doencas e evitar contaminagdes em massa.

Presentemente existem algumas ferramentas, como por exemplo, vacinas e antibiéticos
que possuem diferentes graus de eficacia para combater as doengas provocadas por estas
estirpes, no entanto sdo escassas as ferramentas que detetem precocemente a presenca de
estirpes patogénicas, de modo a atuar de forma eficaz. As ferramentas PCR sdo cada vez mais
utilizadas, com diversas finalidades, entre as quais a detecdo de patdgenos, um desenvolvimento
essencial na prevencao, e assim, combate a estas doencas. Dentro das varias técnicas de PCR,
o multiplex-PCR tem varias vantagens comparando com o PCR convencional, destacando-se a
poupanca de tempo e recursos, devido a possibilidade de detecdo de varias estirpes numa unica
reacdo. A rapidez de detecdo de uma ferramenta de multiplex-PCR juntamente com a sua
simplicidade e baixo custo torna, uma possivel ferramenta de multiplex-PCR, essencial para a
detecdo atempada das estirpes patogénicas prevenindo a infecdo, visto que as estirpes podem
ser detetadas antes que se tornem infeciosas, e 0 contagio para outros peixes nos tanques de

aquacultura.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e testar uma ferramenta de multiplex-PCR,
procurando uma forma rapida, econdmica e eficaz para a detecdo precoce de peixes infetados

com as estirpes referidas de modo e evitar a sua propagacao em tanques de aquacultura.

Conseguiu-se em trés das quatro estirpes uma detecdo até 0,6 pg/pl e para a restante,
Vibrio harveyi, 0,016 ng/ul. A ferramenta desenvolvida demonstra uma sensibilidade elevada,
essencial para que possa ser implementada com sucesso, permitindo a detecdo precoce destas

bactérias patogénicas em peixes e potencialmente outros organismos.
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Abstract

The strains used in this work cause devastating diseases for aquaculture with fish from
the Salmonidae and Centropomidae families (e.g., Salmon and Sea bass respectively). Firstly,
due to the high mortality rates in the respective tank that is susceptive of contamination and
consequently they are also devastating at an economic level, causing huge losses since the
infections are not detected in time for contaminations to be avoided. With the increase in
importance and economic value of aquaculture, it has become essential that strains such as
Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi and Yersinia ruckeri are able to be

detected in time to prevent the respective disease and refrain mass contamination.

There are already some tools, like, vaccines and antibiotics with different degrees of
efficiency when countering the diseases that these strains cause. However, tools that prevent
mass contamination by detecting the strains at an early stage, before they become infectious,
are scarce. PCR tools are increasingly used for different ends and the detection of these
pathogens could be an essential development in preventing, and therefore, combating these
diseases. Amongst the several PCR techniques, multiplex-PCR has several advantages when
compared to conventional PCR, with highlights on time and resource savings since it is possible
to detect several strains with a single reaction. The reaction speed coupled with its simplicity
and low cost makes a multiplex-PCR tool essential for an early detection of these pathogenic
strains, since the strains can be detected before they become infectious, preventing the infection,
and contamination to other fishes in aquaculture tanks.

The objective of this work was the development of a fast, economical, and effective
multiplex-PCR tool for an early detection of fish infected with these strains to prevent their
propagation in aquaculture tanks.

The tool was able to detect DNA concentrations down to 0.6 pg / pl in three of the four
strains and for the other one, Vibrio harveyi, 0.016 ng / pl. Thus, demonstrating a very high
sensitivity which will be essential in its implementation, allowing for an early diagnosis of these

pathogenic strains in fish and potentially other organisms.

Keywords: Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, Yersinia ruckeri
Diseases, aquaculture, multiplex-PCR tool
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1. Introducao




1.1. Aquacultura e Principais Doencas

A aquacultura € o processo de cultivo de organismos aquaticos, em tanques, offshore ou aguas
interiores (OECD, 2020). Esta possui um papel cada vez mais importante devido a crescente
escassez de peixe nos oceanos, fendmeno que se deve a sobre-exploracéo dos stocks existentes.
A aquacultura revela-se assim como uma das principais formas de producao de organismos
aquaticos em todo o mundo (FAO, 2020; OECD,2020).

Cada vez a producdo aquicola é feita de forma mais intensiva, procurando assim atingir volumes
de producdo mais elevados (Assefa & Abunna, 2018; Novriadi, 2016). Uma producdo em
regime intensivo, devido a elevada densidade de individuos, torna mais facil a propagacéo de
agentes patogénicos nos tanques de producdo aquicola, sendo esta a principal causa de perdas
no setor, as quais atingem os 6 mil milhdes de ddlares anualmente (Assefa, 2018).

Numa tentativa de contornar este problema, foram introduzidas algumas medidas, como por
exemplo, a administracdo de antibidticos por via oral, em peixes. Os antibi6ticos tém por
objetivo o tratamento e/ou prevencédo de doencas, a aceleragcdo do crescimento e 0 aumento da
eficiéncia da utilizacdo das racbes, assim como a sincronizacdo de ciclos reprodutivos
(Menkem, et al., 2019). No entanto, esta medida originou dois problemas, relacionados entre
si. O primeiro, e principal, esta relacionado com o facto que o uso prolongado destes compostos
potencia o aparecimento de novas estirpes microbianas, resistentes a antibioticos, e o facto de
o0s residuos de antibi6ticos que permanecem nas partes comestiveis dos animais provocarem
potenciais alergias e toxicidade nos consumidores. O surgimento de resisténcia da flora natural
do trato gastrointestinal e de doengas cancerigenas, efeitos reprodutivos e até teratogenicidade,
sdo possiveis problemas resultantes desta ingestao de residuos de antibiéticos (Menkem et al.,
2019). O segundo problema prende-se com restri¢fes legais, relacionadas com a proibicéo ou
restricdo da utilizacdo destes compostos em alguns paises, 0 que podera limitar o mercado de
exportacdo dos organismos produzidos (Dubert et al., 2016; Elmahdi et al., 2016; Novriadi,
2016). Na Noruega, por exemplo, o limite de uso de antibiotico é de 1 g por tonelada métrica
de producdo, ja no Vietname séo 700 g por tonelada métrica de produgdo. Na Unido Europeia
0 uso de antibidticos ndo terapéuticos foi banido em 2006 (Towers, 2014; UE, 2006). Assim,
surge a necessidade de implementar medidas alternativas de prevencao e tratamento de doencas

de origem microbiana. Estas estratégias alternativas passam pela vacinagdo, imuno-



estimulacéo, uso de probidticos, e Quorum sensing. De entre estas alternativas, a vacinagao
continua a ser a mais viavel e amplamente utilizada. Esta pode ser administrada de varias
maneiras, como por via oral, sprays, imersdo direta ou injecdo. Este Gltimo é o método mais
eficaz pois permite a administracdo da dose correta, no entanto apresenta desvantagens como o
tempo da operagdo e dificuldade de o fazer em alguns peixes mais esguios e pequenos
(Novriadi, 2016). Para além disso as vacinas para doencas virais e fangicas, continuam pouco
desenvolvidas ou sdo inexistentes, devido a dificuldade de producdo (Shefat, 2018) A imuno-
estimulacao parece ser uma boa alternativa para compensar as limita¢fes das vacinas, pois este
método é eficiente e com maior abrangéncia, visto nao ser especifico para determinada doenca,
como € o caso das vacinas (Thangaraj, et al., 2017). Para além disso, possui outras vantagens
tais como custos reduzidos, ndo produz efeitos secundarios ou residuos téxicos e nao impacta
de forma significativa o meio ambiente (Thangaraj, et al., 2017). O uso de probidticos néo €
frequentemente rentavel se estiverem continuadamente a ser administrados para manter
concentracdes elevadas (Novriadi, 2016). No entanto, estes continuam a possuir algumas
vantagens, nomeadamente a inibi¢cdo competitiva (competicéo por locais de adesdo), a producédo
de compostos inibitérios contra patdgenos, a modulacdo do sistema imunitario do hospede, a
competicdo por compostos quimicos, energia e nutrientes, a melhoria da qualidade da &4gua e a
interferéncia em fendmenos de Quorum sensing (Mohapatra, et al., 2013). Em relacdo ao
Quorum sensing, este ja acontece naturalmente em bactérias e basicamente ¢ uma forma de
comunicacdo que permite a expressao ou restricdo de genes dependendo da densidade
populacional de bactérias numa determinada area. As bactérias tendem a expressar certos genes
(e.g. genes de viruléncia) quando tal densidade é mais elevada (Zhao, et al., 2019). Sendo assim,
0 objetivo deste método é inibir ou interromper este processo natural conseguindo assim
combater infecGes. Isto serd especialmente Gtil em estirpes resistentes a antibidticos visto que
este método visa a ndo utilizacdo dos mesmos. No entanto esta metodologia ainda esta muito
pouco desenvolvida (Novriadi, 2016; Zhao, et al., 2019).

Para além disso é conhecido que por vezes as bactérias, como as do género Vibrio, estdo
presentes nos animais, porém sem se tornarem virulentas. Isto ocorre devido ao facto de serem
bactérias oportunistas, que s6 provocam doenca quando o sistema imunitario dos organismos
estd deprimido por alguma razéo (Cuéllar-Anjel, 2013). Em tanques de aquacultura intensiva,
0 nivel de stress nos peixes é mais elevado que o normal e sendo assim, estes patdgenos

oportunistas aproveitam a fraqueza do sistema imunitario dos peixes e provocam a doenca.



O stress pode ser provocado por varios fatores, que vao desde o pH, a temperatura da agua, o
fotoperiodo e a densidade de peixes presentes no tanque (Rehman, et al., 2017). Pontualmente,
0 stress é benéfico para o organismo em questdo (Eustress), porém, se presente durante periodos
alargados de tempo, verificam-se efeitos negativos no crescimento e no sistema imunitario dos

peixes, levando a uma maior suscetibilidade a infe¢des (Rehman et al., 2017).

Num tanque € inevitavel a existéncia de microrganismos sendo que em condi¢des normais estes
sdo inofensivos, no entanto, quando 0s peixes se encontram em stress alguns desses
microrganismos tornam-se mais agressivos (denominam-se de patdgenos facultativos, i.e.,

Vibrios) provocando assim infe¢do (Rehman et al., 2017).

1.2. Principais patégenos em Aquacultura

Entre os diferentes patdgenos possiveis de ocorrer em sistemas de aquacultura intensiva
distinguem-se alguns mais frequentes, tais como os do género Vibrio. Estes sdo bactérias gram-
negativas, com forma cilindrica em virgula (vibrido) que sdo responsaveis pela vibriose. A
vibriose € uma doengca crénica devastadora, sendo a principal causa de mortalidade e de perdas
econdmicas em aquacultura (Tan & Gram, 2014). Os primeiros e principais sintomas desta
doenca sdo a falta de apetite, descoloracdo da pele e uma tendéncia anormal para nadar perto
da superficie (Ina-Salwany et al., 2019). Neste estudo abordaram-se 3 espécies deste género:

Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi.

Vibrio anguillarum também conhecido como Listonella anguillarum (Figura 1.1.), é 0
principal causador da vibriose em animais marinhos tais como, peixes, bivalves e crustaceos.
Os peixes doentes demonstram sintomas como hemorragias nas barbatanas, exoftalmia, e a
opacidade das cdrneas. Nos bivalves, esta causa movimentos irregulares, tal como nos
crustaceos, que para além desse sintoma, ainda possuem outros sintomas tais como perda de
reflexo de fuga, anorexia, coloragdo avermelhada, perfuragcdes do exoesqueleto, entre outras
(Cuéllar-Anjel, 2013; Frans et al., 2011; Gao et al., 2018; Novriadi, 2016). Normalmente esta
bactéria esta apenas associada a infecbes em animais, no entanto, ja existe um caso
documentado de uma morte humana provocada por uma infecéo de Vibrio anguillarum o que
demonstra a urgéncia em desenvolver um método rapido, fiavel e relativamente barato de

detetar estas bactérias em organismos de aquacultura (Sinatra & Colby, 2018).



J& existem alguns estudos utilizando métodos de PCR para a sua detecdo em tecidos de
peixe tal como o estudo de Pinto et al., (2017) que utilizou o gene rpoN, o de Ferreira (2018)
com a utilizacdo do gene da hemolisina vahl e o de Izumi & Suzuki (2016), sendo que neste
ualtimo utilizaram primers para amplificar o gene gyrB. O gene gyrB faz parte da subunidade B
da ADN-girase que é essencial para a replicacdo do ADN e é utilizado muitas vezes como
marcador filogenético em bactérias visto ser mais discriminatério para grupos bacterianos
semelhantes, do que as sequéncias do 16S rRNA (Bunpa, et al., 2018). Estes estudos foram
bem-sucedidos na detecéo de Vibrio anguillarum com PCR e com multiplex-PCR (m-PCR) em

tecidos e d6rgdos de peixe. No presente estudo também se utilizou o gene gyrB para a maioria

das espécies em estudo.

Figura 1.1. Fotografia de microscopio eletronico de Vibrio anguillarum 775 (Frans et al., 2011).

Em relacéo a Vibrio alginolyticus (Figura 1.2.), este comecou por ser classificado como
biodtipo 2 de V. parahaemolyticus, sendo mais tarde diferenciado (Mustapha et al., 2014). Estas
duas espécies possuem diferencas bioguimicas, nomeadamente a nivel da capacidade de
fermentacdo de sacarose que estd presente em V. alginolyticus mas ausente em V.
parahaemolyticus (Mustapha et al., 2014). Vibrio alginolyticus vive livremente em sedimentos
e 4gua, sendo uma das espécies do género Vibrio mais abundantes no meio natural, ou seja,
independentes de hospedeiros. Possui uma enorme capacidade de resisténcia a condi¢cdes de
stress e mesmo nessas condi¢cdes consegue manter a sua capacidade de viruléncia (Fu et al.,
2016; Mustapha et al., 2014). Esta espécie é patogénica para o ser humano e animais, podendo
provocar otites, infe¢es oculares e infe¢des intestinais, e até pode levar a morte (Fu et al.,
2016; Le Roux et al., 2015).

Mustapha et al., (2014) sugere também o uso de técnicas de PCR para a detecdo de
estirpes de V. alginolyticus que contenham genes de viruléncia como thermostable direct
hemolysin (tdh) e thermostable related hemolysin (trh).



Figura 1.2. Fotografia de microscopio eletronico de Vibrio alginolyticus (Son, et al., 2012).

Vibrio harveyi (Figura 1.3.) € uma bactéria gram-negativa luminescente e é uma das
espécies fundamentais do género Vibrio, segundo a andlise da sequéncia de rRNA 16S (B
Austin & Zhang, 2006). Esta espécie é considerada patdgena para animais marinhos mas nao
patdgena em humanos apesar de ja existirem quatro casos documentados de infecdo em
humanos (Gigia-aguirre, 2017). Para além disso no estudo de Montanchez, et al., (2019)
verificou-se que quando em condic¢des idénticas as da superficie do oceano 90% das células
perdiam a sua capacidade de ser cultivadas e ficavam parcialmente danificadas apds duas
semanas. No entanto, nestas mesmas condicOes, a expressdo de genes de viruléncia (i.e.,
enzimas liticas, componentes do sistema de secrecdo T3SS e compostos que promovem a
quelacédo de ferro) foi promovida, o que significa que em condicdes adversas esta estirpe vai
tornar-se mais virulenta para escapar tais condi¢des tentando assim entrar num hospedeiro e
provocar doenca. O que demonstra o seu potencial emergente com o aquecimento global, visto
gue com o aquecimento global e assim o0 aumento da temperatura dos oceanos, esta estirpe tem
potencial para se tornar mais agressiva e mais infeciosa.

Por norma, em peixes, 0s sintomas tipicos de uma infecdo por Vibrio harveyi sdo as
gastroenterites, lesdes oculares e vasculites (B Austin & Zhang, 2006). Sendo que provoca
mortalidades elevadas também em crustaceos, especialmente em camardo (Austin & Zhang,
2006; Montanchez et al., 2019). Visto que normalmente se encontra livre em aguas tropicais,
esta espécie tem uma tendéncia para se disseminar com o aquecimento global devido ao
aumento da temperatura da agua do mar e com isso 0 aumento de doencas associadas a Vibrio
spp (B Austin & Zhang, 2006; Montanchez et al., 2019).



ménico de Vibrio harveyi (Tu, et al., 2017)

Para além destes Vibrios, foi também estudada Yersinia ruckeri (Figura 1.4.). Esta é
também uma bactéria gram-negativa da familia Enterobacteriaceae com forma de bastonete que
habita em &guas temperadas (Barnes et al., 2016; Kumar et al.,2015; Menanteau-Ledouble et
al., 2018). Esta foi detetada pela primeira vez em truta-arco-iris nos Estados Unidos da América
(EUA), encontrando-se agora espalhada um pouco por todo o mundo (Kumar et al., 2015). Esta
bactéria é o agente patogénico causador da Enteric Redmouth Disease (ERM) em portugués
Doenca Entérica da Boca Vermelha (DEBV) (Figura 1.5.), uma doenca que tem como
principais sintomas 0 escurecimento da cor do peixe, perda de apetite, inflamacao do intestino

com acumulacéo de liquido amarelo, letargia, regides do corpo avermelhadas incluindo a boca

| um

Figura 1.4. Yersinia ruckeri. Microfotografia de microscépio eletronico de transmissdo (x25000) (Shaowu,
et al.,2013).



devido a hemorragias subcutaneas e por vezes exoftalmia (Kumar et al., 2015; Wrobel et al.,
2019).

Esta doenca afeta tanto peixes de &gua doce como de agua salgada, mas principalmente
afeta membros da familia Salmonidae (Wrobel et al., 2019). Apesar disso ja foi reportada a sua

presenca numa ferida humana, queijo, frango, leite e carne moida (Guijarro et al., 2018).

Atualmente existem vacinas eficazes contra o serotipo O1 bi6tipo 1 que é o principal
causador da doenca, no entanto, estas ainda ndo demonstram uma elevada eficacia contra o
bidtipo 2, o qual continua a causar surtos da doenga mesmo em peixes vacinados (Wrobel et
al., 2019). Para além disto, o recente aparecimento de novos serotipos resistentes as vacinas
tem levado a uma marcada reducao na eficacia destas vacinas. A estes fatores juntam-se ainda
as perdas econdmicas causadas pela doenca em aquacultura, promovendo esta bactéria a um
grau de importancia cada vez maior nas variadas areas de pesquisa (Kumar et al., 2015; Wrobel
etal., 2019).

Apesar de tudo a taxa de mortalidade dos peixes € baixa nas fase iniciais, s6 posteriormente
aumenta rapidamente (Wrobel et al., 2019), o que significa que uma ferramenta com a
capacidade de detetar a bactéria antecipadamente seria o ideal para evitar que esta se espalhe e

provoque infe¢des que levam a prejuizos avultados.
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Figura 1.5. Truta-arco-iris com sintomas de DEBV. A: escurecimento da pele, zona abdominal maior
que o normal (seta preta), hemorragias na barbatana dorsal (seta branca). B: hemorragias dentro e em
volta da boca. C: baco preto e expandido (seta branca), intestino avermelhado (seta preta) (Kumar et
al., 2015).



1.3. Técnicas de Detecdo de Patdgenos em Aquacultura

A detecdo de doengas infeciosas em peixes é mais complicada do que em animais terrestres
devido a propria natureza destes animais, sendo mais dificil a sua observagdo e captura, visto

gue normalmente se juntam em cardumes (Assefa & Abunna, 2018).

Para além disso, em sistemas de aquacultura intensiva, 0s peixes estdo presentes em
densidades elevadas, partilhando o mesmo espaco, e ficando assim mais suscetiveis a contrair
e disseminar diversos tipos de doencas. Para controlar esta situacdo é necessario recolher
amostras, ndo s6 dos proprios peixes. mas também de agua, para analisar caracteristicas como
0 pH, turbidez, temperatura e salinidade, e também as condic¢Ges do solo no fundo do tanque,
para evitar que os peixes estejam em stress e as doencas se propagem facilmente como ja foi
referido anteriormente (Assefa & Abunna, 2018).

Existem trés principais tipos de técnicas para a detecdo de patdgenos em peixes: 0s métodos
de microbiologia classica (que envolvem crescimento microbiano em meios de cultivo),
serologia e técnicas moleculares. Os métodos de microbiologia classica s&o mais morosos e
estdo também dependentes da observagdo de sintomas num dos animais que possa sugerir
algum desenvolvimento de uma patologia (Austin, 2019). A identificacdo do patdgeno €
também mais dificil de se realizar apenas por observacdo das placas por isso, por norma,
recorre-se a técnicas de serologia ou técnicas moleculares para efeito de validagdo (Austin,
2019). Em relagdo ao método seroldgico, este método inclui varias técnicas que tém como
principais vantagens, a mais facil e mais precisa identificacdo dos patégenos com a utilizacéo,
por exemplo, de fluorescéncia, de aglomeracdo das células ou delineacdo de células com tinta
(Austin, 2019). A tecnica mais conhecida de todas é o ensaio de imuno-absorc¢do enzimatica
(ELISA), este abriu portas a testes no local em tecidos infetados, mas no entanto estas técnicas
serologicas ndo conseguem ser tdo sensiveis como as técnicas moleculares e por isso testes com
utilizacdo de PCR e hibridizacdo in situ sdo os mais utilizados e adequados (Adams &
Thompson, 2011; Austin, 2019).

Os metodos de moleculares continuam em crescimento de popularidade em relacédo aos
outros mencionados visto que estes métodos tendem a ser mais rapidos, mais especificos,
precisos e sem necessidade de cultivo de células (Mishra, et al., 2019).

Dentro dos métodos de PCR existem varias técnicas sendo que a utilizada neste estudo foi
o multiplex-PCR (m-PCR).



O multiplex-PCR é uma variante do PCR classico, onde vérias sequéncias podem ser
amplificadas simultaneamente, utilizando os oligonucleotideos adequados, com temperaturas
de annealing semelhantes e sem complementaridade, para evitar dimerizacbes e, também,
para que o resultado de cada amplificacdo tenha tamanhos diferentes, para cada gene alvo
(Mishra et al., 2019) (Figura 1.6.). J& foi aplicada a diferentes &reas desde a sua introducao,
como na anélise de polimorfismos, analises quantitativas de ADN, analises de delecdo de genes,
detecdo de RNA, anélises a mutacdes e estudos forenses (Elnifro, et al., 2000; Premier Biosoft,
2021; Mishra et al., 2019). Para além disto na area de doencas infeciosas também demonstra
ser um método valioso para a identificacdo de virus, bactéria, fungos e/ou parasitas (Elnifro et
al., 2000; Hajia, 2017).

Estirpe A Estirpe B Estirpe C Estirpe D
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Figura 1.6. Demonstracdo de um Multiplex-PCR. (Adaptado de Premier Biosoft, 2021).

O multiplex- PCR possui diversas vantagens, destacando-se a reducao de tempo e de custos,
sem comprometer a fiabilidade dos resultados (Altinok, et al., 2008; Edwards & Gibbs, 1994;
Mishra et al., 2019). A rapidez e versatilidade deste método pode ser demonstrada por varios
estudos ja realizados como no de Huang et al., (2018) com a rapida detecdo de virus que
provocam infecdes respiratdrias, ou o de Tsuji et al., (2018) para a detecdo de duas espécies de
Japanese Medaka (Oryzias latipes e O. sakaizumii) utilizando ADN ambiental.
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Este método também possui limitagdes, tais como os proprios oligonucleotideos ligarem-
se entre si (os chamados primer dimers), fraca sensibilidade ou especificidade e/ou a
amplificacdo preferencial para certos genes e a incapacidade de distinguir entre ADN de
microrganismos vivos e mortos (Elnifro et al., 2000; Espifieira, et al., 2010; Markoulatos, et
al., 2002). Para combater alguns destes problemas é necessario otimizar as condigdes do
multiplex PCR, com ajustes nos seus componentes tais como, as concentracdes de Taq ADN
polimerase e/ou cloreto de magnésio (MgCl2) e a temperatura de annealing (Elnifro et al.,
2000). Para além disso, por vezes, aditivos como glicerol, sulféxido de dimetilo, albumina de
soro bovino, ou betaina, sdo benéficos para as reacfes de multiplex PCR ao prevenir a inibigcdo
da polimerizacdo do ADN , inibindo a formacdo de estruturas secundarias no ADN durante o

processo de extensdo (Elnifro et al., 2000).

O método de m-PCR ja foi utilizado diversas vezes em peixes para a detecdo simultanea de
varios patdgenos. Por exemplo, Kim et al., (2019) desenvolveram uma ferramenta de multiplex
PCR para a detecdo de varias espécies de Vibrio nas quais se incluem Vibrio anguillarum,
Vibrio alginolyticus e Vibrio harveyi. Nesse estudo utilizando os chamados house keeping
genes, ou seja, 0os genes de manutencdo, foram bem-sucedidos na detecdo das espécies
estudadas inclusive em tecido de figado de sargo (Pagrus major) infetado artificialmente,
apesar de concluirem que ainda é necessaria uma maior e melhor validacdo da ferramenta.
Também no estudo de Ferreira (2018) foram obtidos resultados para estas trés espécies em
tecidos de linguado (Solea senegalensis) como o rim, o baco e o figado, sendo que a ferramenta
foi apenas validada para V. alginolyticus. N&o deixa, no entanto, de ser uma ferramenta
inovadora, mas que deixa em aberto o desenvolvimento de novas variantes, como este estudo

pretende.

Para além desse estudo, também o de Messelhdusser et al., (2010) foi bem-sucedido no
desenvolvimento e validacdo de trés ferramentas de multiplex PCR para a detecdo de espécies
do género Vibrio em amostras de tecidos de escamudo-do-Alasca (Gadus chalcogrammus). No
estudo de Chapela et al., (2018), foi desenvolvida uma ferramenta de multiplex PCR
quantitativo em que se testou a possivel detecdo de Yersinia ruckeri, Lactococcus garvieae e
Flavobacterium psychrophilum. Utilizando oligonucleotideos especificos, foram bem-
sucedidos com a ferramenta de multiplex PCR em tecidos de truta (Oncorrhynchus mykiss),

nomeadamente baco e cérebro.
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Altinok, et al., (2008) desenhou uma ferramenta de m-PCR para a detecdo de Aeromonas
hydrophila, Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida, Flavobacterium columnare,
Renibacterium salmoninarum, e Yersinia ruckeri em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss). A
ferramenta ndo desenvolveu nenhuma amplificagdo n&o-especifica, e demonstrou boa
especificidade. O mesmo se aplica ao estudo de Cerro, et al., (2002) que foi o primeiro a
desenvolver uma ferramenta de m-PCR para a detecdo de patdgenos de peixes, nomeadamente
Aeromonas salmonicida, Flavobacterium psychrophilum, e Yersinia ruckeri também em truta-

arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Apesar de ja existirem alguns estudos com um objetivo semelhante, como os referidos
acima, o presente estudo pretende desenvolver uma ferramenta que junte alguns dos principais
e mais comuns patdgenos de aquacultura numa s6 ferramenta e a0 mesmo tempo que esta
possua uma sensibilidade ainda maior que os previamente desenvolvidos no &mbito de
conseguir ser mais fiavel e aplicavel para casos praticos de peixes de aquacultura, visto que, as
amostras retiradas de peixes contém sempre inUmeros ADNs diferentes e em quantidades muito

reduzidas que podem possuir alguma homologia.

1.4. Objetivos

Desenvolver e validar uma ferramenta de multiplex PCR sensivel que permita a detecédo
rapida e eficaz de Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio harveyi, e Yersinia ruckeri

em tecidos de peixes.
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2. Metodologia
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2.1. Estirpes utilizadas e condigdes de cultura

Neste estudo foram utilizadas trés estirpes do género Vibrio: Vibrio anguillarum
(AQV55.1), Vibrio alginolyticus (CECT 521) e Vibrio harveyi (VH-017/18V5).

As estirpes de V. anguillarum e V. alginolyticus foram colocadas em crescimento em
meio liquido TSB (Trypticase Soy Broth, VWR) suplementado com 1% NaCl (PanReac
AppliChem). O crescimento fez-se a 28°C durante 24h com agitacdo de 130rpm (Stuart SI500).

Apdbs 24h de crescimento, as culturas foram transferidas para meio TCBS (Thiosulfate-citrate-

bile salts-sucrose agar, VWR) para confirmacao.

O mesmo procedimento foi realizado para Yersinia ruckeri (QSP 57.1), tendo a

confirmacdo sido realizada em meio TSA (Trypticase Soy Agar, VWR).

2.2. Desenho e utilizacéo de oligonucleotideos

Todos os oligonucleotideos foram desenhados utilizando a ferramenta Primer-Blast

disponivel pela NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).

Tabela 2-1 Oligonucleotideos utilizados e respetivos genes e estirpes

Gene Temperatura
Espécie (accession Oligonucleotideos (5">3") Tamanho | de hibridagéo
number) (°C)
Vibrio NC_015633.1:c Ang2F: 3°-AGCATTAGCAGGTGAAGCGT-5
anguillarum 215633-213216 . o 569 60.04/59.97
(AQV 55.1) (@y'B) Ang2R: 3’-GCATACGGCGAGATTCAGGA-5
Vibrio Alg4F: 3’- CATCGTCGCCTGAAGTCGC-5
alginolyticus EU(68?7BE;1'1 206 60.04/60.04
(CECT521) 9y Alg4R: 3’-TGAAGACGGCATTTCAGTTG-5’
ibrio harveyi '\B%EE ?2555130 Har2F: 3°-TAGCTTCTCTAGCGCTTCGC-5 s .
(VH-017/18 V5) o Har2R: 3°-AGTCAGCGGTTGAATCAGCA-5’ ' '
21376 (gyrB)
Yer3F: 3’-CAGCGGAAAGTAGCTTGCTA-5
Yersinia ruckeri KJ606914.1
(QSP 57.1) (16S) Yer3R: 3’-CACCAAGGCATCTCTGCCAA-5 956 61.51/58.08
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2.3. Extracdo de ADN

A extracdo do ADN das estirpes bacterianas realizou-se por fervura. Comegou-se por
colocar 1 ml de cultura (com 24h de crescimento) em microtubos de 2 ml. Apds uma
centrifugacdo a 11 200 g (Eppendorf, 5415R), o sobrenadante foi descartado, recolhendo-se o
pellet. Este foi ressuspendido em 100 pl de agua milli-Q estéril e aquecido numa placa de
aquecimento a 100 °C (VWR, Digital Heatblock) durante 10 minutos. De seguida centrifugou-
se a 19 515 g durante 2 minutos a temperatura ambiente e recolheu-se o sobrenadante, onde se
encontra 0 ADN. Por fim foi aferido o grau de pureza das amostras de ADN, através do
espectrofotometro UV-Vis para micro-volumes (Thermo Scientific, Nanodrop 2000). O ADN

foi guardado em microtubos a -20°C.

2.4. Reagdes PCR, Multiplex PCR e Eletroforese

As reacdes de PCR foram realizadas com 12,5 pl de NZYTaq 2 x Green Master Mix 0,2
U/ul (NZYTech), 2 uM de MgCly, 0,4 uM de mistura da solugédo de trabalho de cada par de
primers, 5,5 ul de agua estéril Milli-Q e 1ul de ADN (0,5 pg/ul) num volume final de 25 pl.
As reacdes de PCR (Bio-rad T100) fizeram-se com um passo inicial de desnaturacdo a 95°C
durante 4 minutos, sendo depois realizados 35 ciclos de 95°C durante 30 segundos, 62°C
durante 45 segundos e extensdo durante 1 minuto a 72°C. Por fim, o Ultimo passo de extenséo

decorreu a 72 °C durante 10 min.

As reacdes de multiplex-PCR (m1) foram realizadas com 12,5 ul Multiplex PCR
NZYTaq 2x Green Master Mix (0,2 U/ uL), 1 uM de MgCl,, 0,4 uM de mistura da solugéo de
trabalho de cada par de primers, 6,5 pl de agua estéril Milli-Q e 1 pl de ADN (0,5 pg/ul) num

volume final de 25 pl com 64 °C como temperatura de annealing.
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Foram realizados varios multiplex-PCRs, para avaliar diferentes condi¢des como é

possivel verificar na Tabela 2-2.

Tabela 2-2 Componentes presentes nas reagdes de multiplex-PCR.

.~ Multiplex
Condicdes P m1 m2 m3 m4
Multiplex PCR NZYTaq 2x
Green Master Mix (0,2 U/uL) 1254 1254 1254 1254l
MgCl, 1uM 1uM 1uM 1um
(Roe’r?#s,:{ljra 0,5 UM de primer de Vibrio
Mistura da solugéo de trabalho de harveyi e 0,3uM de primer de
. 0,4uM nova para o . 0,4uM
cada par de primers Vibrio Vibrio anguillarum 0,4uM
. para as restantes
anguillarum)
Agua estéril Milli-Q 6,5ul 6,5ul 6,5ul 6,54l
0,75 pg/ul de
ADN 0,5 pg/ul 0,5 pg/ul 0,5 pg/ul V. harveyi

De seguida realizaram-se otimizacGes as condi¢bes do multiplex-PCR em relacdo a

temperatura de annealing e concentragdo de MgCl> sendo que as melhores condicdes

continuaram a ser as utilizadas inicialmente e descritas anteriormente, ou seja, 1uM de MgCl>

e 64 °C de temperatura de annealing.

Os resultados foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose (1%, w/v), com tampdo TAE 1x corado com
Greensafe (Nzytech genes & enzymes). O marcador utilizado
foi o NZYADN ladder VIII (Nzytech genes & enzymes)
(Figura 2.1). A eletroforese decorreu durante 1h a 80 Volts. Por

fim o resultado foi observado através de um transiluminador

UV — Gel Doc (Bio-rad).
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Figura 2.1. NZYADN ladder VIII
(Nzytech genes & enzymes).




2.5. Validacéo da Ferramenta em tecidos de peixe

A validacdo da ferramenta foi realizada para V. anguillarum através da extracdo de
amostras de figado e rim, de Robalo (Dicentrarchus labrax) as Oh, 9h, 24h e moribundos (7
dias) apos infecdo, sendo esta uma infecdo experimental. As extracdes foram realizadas
utilizando o kit de extracdo DNeasy blood and tissue (QIAGEN) e seguindo o protocolo
Purification of total ADN from Animal Tissues (Spin-Column protocol) (QIAGEN, 2006)
utilizando 30 pl agua Milli-Q para eluir o ADN.

As condicdes Multiplex-PCR utilizadas nos tecidos foram as mencionadas acima,
utilizando a Multiplex PCR NZYTaq 2% Green Master Mix (0,2 U/uL), num volume final de
25ul, com 64 °C como temperatura de annealing.
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3. Resultados
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3.1. Extragtes de ADN

Das extracOes de ADN, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 3-1.

Tabela 3-1 Extracdes de ADN

Estirpes Concentracdo (ng/ul) | Ratio 260/280 | Ratio 260/230
Vibrio anguillarum 4283 1,74 0,74
(AQV 55.1)
Vibrio alginolyticus
1390,5 1,91 1,16
(CECT521)
Vibrio harveyi
396,7 1,80 0,91
(VH-017/18 V5)
Yersinia ruckeri
1177,2 2,02 1,50
(QSP 57.1)

Como é possivel observar na Tabela 3-1, foi em Vibrio alginolyticus que se obteve uma
concentragdo mais elevada de ADN, e em Vibrio harveyi a menor concentracdo de ADN. Em
relacdo ao ratio Abs 260/280, os valores desejaveis deveriam rondar 1,8. Esse valor foi
registado apenas para Vibrio harveyi, mas, no entanto, apenas em Yersinia ruckeri se verificou
um valor elevado de 2,02. Por fim em relacéo ao ratio 260/230, em todas as estirpes este valor
foi menor que os do ratio 260/280 sendo que para um melhor grau de purificacdo deveriam ser

semelhantes ou superiores.
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3.2. PCR para amplificagdo de Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum, Vibrio harveyi e

Yersinia ruckeri

Para testar a especificidade dos oligonucleotideos para as respetivas estirpes foi realizado
um PCR simples, com as quatro estirpes, em tubos independentes (Figura 3.1). Como é possivel
observar V. alginolyticus possui uma banda mais ténue enquanto as outras trés estirpes possuem
bandas mais intensas, revelando por isso que V. alginolyticus tem menor afinidade com os seus
respetivos oligonucleotideos ou que existem contaminantes na amostra de ADN utilizada, que

podem interferir na reacao.
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Figura 3.1. Gel da agarose com os resultados obtidos no PCR simples das quatro estirpes. M- Marcador
(NZYADN ladder VIII (Nzytech genes & enzymes)), 1- Vibrio anguillarum (569bp), 2- Vibrio
alginolyticus (206bp). 3- Vibrio harveyi (713bp) e 4- Yersinia ruckeri (956 bp)
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3.3. Multiplex-PCR

Os resultados relativos as rea¢@es de multiplex-PCR (m-PCR), permitiram aferir a
especificidade dos oligonucleotideos utilizados, na presenca simultanea de ADN das diversas

espécies em estudo (Figura 3.2)
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Figura 3.2. Gel da agarose com as bandas amplificadas por multiplex-PCR com as condi¢des descritas
Tabela 2-2. Vibrio anguillarum (569bp), Vibrio alginolyticus (206bp), Vibrio harveyi (713bp) e Yersinia
ruckeri (956 bp).

Na figura 3.2 encontram-se as bandas obtidas através da realizacdo de quatro multiplex
PCRs, de acordo com a tabela 2-2, para testar varias hipoteses. Verificou-se que m2 foi o melhor
resultado obtido, ficando com as quatro bandas das respetivas estirpes bem definidas. Sendo
que m2 é uma repeticdo quase exata de ml, apenas com uma remistura dos primers de V.
anguillarum, isto sugere que a mistura de primers utilizada em m1 estaria contaminada e assim
interferia com o resultado final. Seguiu-se entdo para as otimizagdes utilizando as condicGes de

m?2.
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3.4. Otimizacao das Condigdes para o Multiplex- PCR

De seguida, fizeram-se duas otimizacdes para conseguir as quatro bandas mais intensas e

eliminar o aparecimento de bandas inespecificas. Inicialmente fez-se a otimizacdo da

concentracdo de MgCly, realizando-se 5 reagdes com 0,0 uM, 0,5 uM, 1 uM, 1,5 uM e 2 uM

de concentracao (Figura 3.3). Observou-se que a 1 uM de MgCl; as bandas foram mais intensas

e como tal foi essa a concentracdo com melhores resultados.

Figura 3.3. Gel de agarose com os resultados
do multiplex-PCR com diferentes
concentragbes de MgCl, (mM). Vibrio
anguillarum (569bp), Vibrio alginolyticus
(206bp). Vibrio harveyi (713bp) e Yersinia
ruckeri (956 bp).
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60°C  61°C 62°C 63°C  64°C

Figura 3.4. Gel de agarose com os resultados do
multiplex-PCR em diferentes temperaturas de
annealing (°C). Vibrio anguillarum (569bp),
Vibrio alginolyticus (206bp). Vibrio harveyi
(713bp) e Yersinia ruckeri (956 bp).

Na figura 3.4, observam-se os resultados obtidos com diferentes temperaturas de

annealing. A 64 °C, as quatro bandas, correspondentes as quatro estirpes mantém-se fortes, e

ndo surgem bandas inespecificas, pelo que, foi essa a temperatura escolhida. Assim, com as

condigdes do multiplex otimizadas, ou seja, utilizando 1 pM de MgCly, e 64 °C de temperatura

de annealing, prosseguiu-se com a determinagédo da sensibilidade da ferramenta de m-PCR.
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3.5. Sensibilidade da Ferramenta de Multiplex-PCR

Na testagem da sensibilidade da ferramenta de m-PCR tem-se como objetivo determinar
até que concentracdo se consegue observar e identificar as diferentes bandas das estirpes em
estudo.

0,4 0,08 0,016 0,032 0,0006 C
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Figura 3.5. Gel de agarose com os resultados das reacfes de multiplex-PCR com dilui¢cbes de ADN
sucessivas (ng/pl). M- Marcador, C- Controlo negativo, Valores = concentracdo em ng/ul. Vibrio
anguillarum (569bp), Vibrio alginolyticus (206bp), Vibrio harveyi (713bp) e Yersinia ruckeri (956 bp).

Para testar a sensibilidade da ferramenta realizou-se um m-PCR com dilui¢Ges sucessivas
de ADN 50 ng/ul a 0,6 pg/pl (Figura 3.5.). Observou-se que trés das quatro estirpes apresentam
bandas fortes e estdo presentes até a Gltima diluicdo realizada (0,6 pg/ul). Sendo assim, apenas
V. harveyi possui uma sensibilidade menor sendo possivel a sua observacao até concentracdes
de 16 pg/pl.
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3.6. Validacédo da Ferramenta

Aa ferramenta desenvolvida, foi validada para Vibrio anguillarum com amostras de
tecidos de robalo (Dicentrarchus labrax) (Tabela 3-2). Como é possivel observar na figura 3.6,
a ferramenta funcionou adequadamente para esta estirpe. Observam-se bandas fortes em todas
as amostras, e com 0s tamanhos esperados, com a banda mais fraca correspondente a uma
amostra de ADN extraida de rim ap6s 9h de infecdo, ainda percetivel. Nos peixes ndo infetados
(controlos) os tecidos utilizados (rim e figado) ndo apresentaram nenhuma banda, como
expectavel.

Tabela 3-2 Extrag0es utilizadas para a validacéo da estirpe. TI- Tempo de Infe¢do; T- Peso do Tecido;
C- Concentragéo da Extragdo

Ti Oh 9h 24h Moribundo
Controlo Infetado Infetado (7 dias)
T 14,6mg 11,4 mg 11mg
Figado -
C 462ng/ul 661ng/ul 306ng/pl
) T 11mg 30mg 2mg
Rim --
C 450ng/ul 190ng/ul 30,5ng/ul
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Figura 3.6. Resultados do m-PCR para efeitos de valida¢do da ferramenta com ADN de diferentes 6rgédos
e horas de infecdo. 1- Controlo com ADN extraido de figado; 2- Figado de um robalo infetado, ap6s
24h; 3- ADN de Figado de peixe moribundo; 4- Controlo com ADN extraido do Rim, 5- Rim apds 9h
de infecéo; 6- ADN de Rim de peixe Moribundo; 7- Mix ADN utilizada; 8- ADN de Vibrio anguillarum
(569bp); 9- Controlo da reacdo de PCR.

25




26



4. Discussao
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Com o crescimento da importancia de sistemas de aquacultura cresce também o
investimento ndo s6 em aquacultura diretamente, mas também indiretamente em ferramentas
como a apresentada neste estudo para precaver através de diagndsticos precoces, e assim,
indiretamente combater potenciais infecGes que provocam prejuizos avultados (Bayliss et al.,
2017; Garlock et al., 2020).

Entre essas doencas a Vibriose e a Doenca Entérica da Boca Vermelha (DEBV) séo das
que mais afetam o setor da aquacultura (Haenen., 2017; Mohd-Aris et al., 2019). Apesar de ja
existir medicacdo para 0 combate a estas doencas, principalmente antibioticos, estes sdo
problematicos visto que criam estirpes resistentes, podem afetar a satide dos consumidores e 0
Seu uso ja tem algumas restricbes com tendéncia a aumentar em alguns paises (Menkem et al.,
2019; Mohd-Aris et al., 2019; UE, 2006). Com as desvantagens apresentadas ao tentar
combater as doencas, a melhor abordagem sera a detecdo precoce das estirpes destas
provocarem as infecGes. Esta € a principal vantagem do método de multiplex-PCR ao conseguir
detetar a presenca das estirpes patogénicas antes que desenvolvam a infecdo. Ao se conseguir
a detecdo precoce das estirpes com potencial infecioso consegue-se intervir de forma a evitar a
infecdo e contagio. Por exemplo conseguir-se-ia administrar antibioticos de uma forma mais
eficaz ap0s a detecdo das estirpes patogénicas ao invés de administrar antibidticos por sistema.
Desta forma, evitar-se-iam ou reduzir-se-iam as desvantagens apresentadas pelos antibidticos
e/ou outros métodos de combate a doencas, e possivelmente seria uma forma mais vantajosa do
ponto de vista econémico. Com isto, o presente estudo tem como objetivo o desenvolvimento
de uma ferramenta de ADN sensivel que permita a detecdo rapida e fiavel das estirpes

causadoras da vibriose e DEBV.

4.1. Extracdo de ADN

As extrag0es para apresentarem um grau de purificacdo mais elevado deveriam apresentar
no ratio de 260/280 valores a rondar 1,8. Valores muito abaixo desse significam uma provavel
contaminacdo com proteinas, fendis ou outros contaminantes que absorvam a 280 nm
(NanoDrop, 2007; Thermo Scientific, 2012). Este valor pode também ser afetado por outros
fatores como ligeiras variacdes do pH das amostras ou o préprio espetrofotdmetro (NanoDrop,
2007; Thermo Scientific, 2012).
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Nas amostras apresentadas o ratio de 260/280 variou entre 1,74 para V. anguillarum e
2,02 para Y. ruckeri o que demonstra, pelo menos seguindo este ratio, um grau de pureza
elevado sendo Y. ruckeri a estirpe que mais se distancia de 1,8, valor este apenas conseguido
em V. harveyi. Valores mais elevados deste ratio podem ser afetados entre 0,2 e 0,3 se a solugéo
for basica (Lucena-Aguilar et al., 2016; NanoDrop, 2007).

Em relacdo ao ratio 260/230, este deveria possuir valores semelhantes ou mais elevados
que os do ratio 260/280 para significar que a amostra € pura. Caso este seja consideravelmente
mais baixo que o ratio 260/280 isto significa que existem contaminantes que absorvem a 230
nm como hidratos de carbono, fendis e cloreto de guanidina (Lucena-Aguilar et al., 2016;
NanoDrop, 2007).

Nas presentes amostras estes valores foram sempre muito mais baixos que o suposto para
serem consideradas puras. Em todas as estirpes estes foram consideravelmente mais baixos que
os de 260/280, para além disso todos ficaram abaixo de 2 com o maior valor de 1,5 para Y.

ruckeri.

Os valores de ambos os ratios ndo foram 6timos, mas podem dever-se ao método de
extracdo de ADN utilizado, o método de fervura. Este método possui varias vantagens como o
baixo custo e a simplicidade de realizar o método, no entanto também possui algumas
desvantagens destacando-se a inespecificidade: sendo possivel a obtencdo de quantidades de
ADN algo variaveis e também com a presenca de alguns contaminantes, o afetard o grau de
pureza do ADN (Barbosa, et al., 2016).

Mesmo com valores ndo ideais para as extragdes de ADN, a ferramenta desenvolvida
apresenta como resultados a presenca de bandas fortes no PCR, para todas as estirpes o que

significa que os primers utilizados tém uma boa seletividade como discutido em 4.2.

4.2. Desenvolvimento e Validagédo da Ferramenta de m-PCR

Como sugerido varias vezes ao longo do presente estudo, uma ferramenta de m-PCR para
a detecdo de doencas como as provocadas pelas estirpes utilizadas neste estudo € essencial para

prevenir surtos de doenca em tanques de aquacultura.
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Tal como demonstrado em 3.3, inicialmente nos multiplex- PCR realizados obteve-se
uma banda indesejada de tamanho inferior & banda esperada de V. anguillarum (cerca de 500
bp), esta dever-se-a a contaminacdes por outros ADNSs presentes na reacao, hipétese confirmada
por m2, visto que ao se realizar uma nova mistura dos primers essa banda desapareceu
sugerindo que a contaminagdo estaria na mix dos primers. No entanto, existem também outras
explicacBes dentro das quais o facto da técnica de m-PCR ser menos sensivel que o PCR
convencional pois nesta técnica existem multiplas estirpes e mais que um conjunto de primers
em competicdo entre si e por reagentes (De Cassia-Pires et al., 2017; Maddocks & Jenkins,
2017; Roche Life Science, 2015.)

De qualquer forma o estudo prosseguiu com mz2, visto que nesse multiplex a remistura
dos primers eliminou a banda extra sugerindo que a mistura dos primers utilizada previamente
estaria contaminada. Os préximos passos de otimizacdo foram decisivos para um resultado final

positivo.

A otimizacdo de m-PCRs como descrito originalmente por Zangenberg et al., (1999)
pode ser realizada em todos os parametros utilizados na reacdo: alterar a concentracdo de
primers, de MgCl. e/ou de Taq polimerase, alterar o tempo de extensdo, nimero de ciclos e
temperatura de annealing. Dentro desses passos foram realizadas otimizacfes ao nivel da

concentracdo de MgCl; e da temperatura de annealing.

Na figura 3.3 observam-se os efeitos de diferentes concentracfes de MgCl. sendo que a
concentracdo, que deu origem a bandas mais fortes foi de 1 uM. A otimizacdo deste parametro
é crucial pois a concentracdo de ides de Mg?* influencia a reacio: se for uma concentracéo
demasiado elevada pode levar a um deficiente melting do ADN, promovendo a ligagdo néo-
especifica de primers, uma concentragio baixa de Mg?" pode ter um efeito adverso no

rendimento do produto final (Dhatterwal et al., 2017).

Quanto a temperatura de annealing, como se pode observar na figura 3.4, neste gel a
banda extra indesejada abaixo de V. anguillarum (cerca de 500bp) voltou nas temperaturas mais
baixas 0 que ajudou a selecionar a temperatura ideal para correr as reagdes, que neste caso foi
de 64°C que ja era a temperatura utilizada até este ponto. Nesta temperatura a banda extra
desaparece mantendo-se, no entanto, as quatro bandas desejadas e intensas. De acordo com
Pifiol et al., (2015) quanto mais alta a temperatura de annealing maior a especificidade da

reacdo, o que foi comprovado pelo resultado obtido. Isto reforca a ferramenta visto que mesmo
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sem um grau de pureza elevado para este ensaio a ferramenta revelou boa especificidade, o que

é importante para ser aplicada em casos préaticos.

Com as condi¢gbes devidamente otimizadas seguiu-se o teste de sensibilidade da
ferramenta. Neste, como se pode observar na figura 3.5, obtiveram-se bandas até 0, 6 pg/ul para
V. anguillarum, V. alginolyticus e Y. ruckeri. No caso de V. harveyi a ultima banda obtida,
muito ténue conseguiu-se a 1,6 pg/ul. Todos estes resultados demonstram uma sensibilidade
mais elevada comparando com os poucos trabalhos prévios como Pinto et al., (2017) e Ferreira,
(2018). Tendo Ferreira (2018) obtido a sua maior sensibilidade em V. anguillarum com 0,01
ng/ul e Pinto et al., (2017) 0,4 ng/ul para a mesma estirpe. Também para V. anguillarum,
Tapia-Cammas et al., (2011), obteve um limite de detecdo de 0,05 ng/ul. Para V. anguillarum
e V. alginolyticus, Kim et al., (2019), também conseguiu sensibilidades menos boas com o
maximo de 0,05 ng/ul, e para V. harveyi conseguiu obter 5 pg/ul, também menos boa que a
obtida no presente estudo.

Os resultados obtidos demonstram uma grande sensibilidade da ferramenta o que é
essencial quando se trata de amostras de peixes de tanques de aquacultura em que a
concentracdo de ADN de patdgenos existira sempre em quantidades muito pequenas.

Finalmente realizou-se a validacao da ferramenta (figura 3.6.), para V. anguillarum com
tecidos de robalo (Dicentrarchus labrax) nomeadamente o figado e o rim. A escolha destes
tecidos deve-se ao facto de os patdgenos colonizarem primeiro os tecidos mais vascularizados
como o rim, o figado, guelras, coracdo e baco (Crisafi et al., 2011). Neste ensaio foram
utilizadas extrac6es de ADNs com diferentes horas ap6s a infecdo inicial de tecidos dos dois

orgdos, rim e figado, de robalos (D. labrax).

Normalmente o multiplex PCR apresenta problemas de sensibilidade especialmente
quando néo se trata ADN puro pois existe uma mistura de diversos ADN's no tecido e uma
quantidade muito reduzida do ADN alvo (Markoulatos et al., 2002; Tsai et al., 2019). No
presente estudo este ndo foi o caso, pois a validacdo foi bem-sucedida. Isto vem validar a
enorme seletividade e sensibilidade dos primers e do método em si. Os estudos que facam a
validagdo em tecidos sdo raros pelas dificuldades ja mencionadas, porém, Ferreira (2018)
conseguiu também validar para V. alginolyticus com algum sucesso a ferramenta que

desenvolveu com as trés espécies de vibrio desenvolvidas no presente estudo.
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Os resultados da validagédo foram coerentes com o tempo de infegdo. Tanto no rim como
no figado as bandas demonstraram ser mais fortes quando maior o tempo decorrido desde a
infecdo inicial, isto deve-se a multiplicacdo das bactérias. A intensidade das bandas foi elevada
em geral, sendo apenas mais fraca para a extracdo de ADN correspondente ao rim com 9 horas
apos a infecdo inicial. Isto sugere que, comparando com as bandas do multiplex da sensibilidade
da ferramenta (figura 3.5.), que esta possui capacidade para detetar infecdes com menor tempo
de desenvolvimento, pois na validacdo a elevada intensidade das bandas demonstram
quantidades de ADN muito superiores ao limite minimo de detecdo da ferramenta demonstrado

no multiplex de sensibilidade.

Como previamente referido, as doencas sdo uma parte integrante em aquacultura e um
fator limitante ao desenvolvimento do setor. Setor este que visa tornar-se cada vez mais
essencial com a crescente escassez de peixe nos oceanos e aumento da procura por parte dos
consumidores. Apesar de existirem alguns métodos e farmacos que visam tratar algumas das
doencas estes tém as suas vantagens superadas pelas suas desvantagens como os efeitos
secundarios que possam ocorrer no consumidor final, ou as estirpes resistentes que possam
surgir (Menkem et al., 2019). Dai, ferramentas que visem prevenir que a infe¢cdo ocorra ao
permitir uma detegdo precoce, sdo e serdo cada vez mais essenciais para o desenvolvimento
sustentado da industria por todo 0 mundo. O equipamento necessario para a utilizacdo desta
ferramenta pode nem sempre estar presente em empresas de aquacultura, no entanto seria um
bom investimento em longo termo pois possivelmente seria compensado pela quantidade de
peixes e tanques que salvaria, e assim prejuizos. Para além do equipamento, 0s consumiveis
ndo sdo muito dispendiosos, logo, a seguir ao investimento inicial este método tornar-se-ia um

método simples, eficaz, sensivel e barato de operar.

Os resultados demonstrados pela ferramenta desenvolvida neste estudo demonstram que esta
tem o potencial para ser utilizada em casos praticos em tanques de aquacultura. Apesar de
necessitar de validacdo para as outras trés estirpes, a sensibilidade da ferramenta foi, em geral,
muito maior que os restantes estudos ja desenvolvidos (Pinto et al., (2017); Ferreira, (2018);
Tapia-Cammas et al., (2011); Kim et al., (2019).

Este tipo de ferramenta também possui a vantagem de poder ser utilizada para a detecéo
de uma Unica estirpe patogenica (um tipo de infecdo) bem como varias estirpes ao mesmo

tempo (varias infe¢6es) tudo na mesma ferramenta.
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Com isto, a ferramenta desenvolvida no presente estudo apresenta capacidade e com isto
sensibilidade e seletividade para ser utilizada em aquaculturas. Isto pode ser uma mais-valia,
podendo preservar muitos tanques de aquacultura e assim salva guardando muitas empresas de
prejuizos. Este método preventivo de detetar os patogenos utilizando uma ferramenta de
multiplex-PCR demonstra ser eficaz, rapido, ndo problematico para a satde dos consumidores

(como acontece com a administracdo de antibioticos) e possivelmente mais cost-effective.
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5. Conclusodes e Perspetivas Futuras
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Os resultados obtidos no desenvolvimento de uma ferramenta de multiplex-PCR para a detecédo
simultanea de V. anguillarum, V. alginolyticus, V. harveyi e Y. ruckeri demonstram que a
ferramenta proposta possui boa sensibilidade e seletividade para todas as estirpes em questéo,
sendo também um método rapido e simples de executar e pouco dispendioso. Esta ferramenta
possui potencial para ser aplicada em aquacultura para a detecdo atempada destas estirpes,
sendo um sistema de alerta precoce para o desenvolvimento de patologias como a vibriose e a
DEBYV, permitindo consequentemente evitar prejuizos financeiros mais avultados. Futuramente
a ferramenta devera ser validada para as outras estirpes e se possivel em sangue visto que a sua
recolha requer uma técnica muito menos invasiva facilitando a recolha de amostras e a mais
facil monitorizacdo em aquacultura sem sacrificar a vida do peixe. Outro aspeto a melhorar
seria a técnica, tentando aplicar esta ferramenta a outros métodos moleculares como PCR
quantitativo (qPCR) em vista de melhorar ainda mais a eficiéncia do método tornando-o ainda

mais rapido.
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