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Resumo 

Uma das principais ameaças na área da aquacultura são as perdas económicas originadas por 

surtos de doenças infeciosas resultando na alta mortalidade dos cultivos. Atualmente, a 

patogenicidade e a resistência a antibióticos, de bactérias ictiopatogénicas é um problema sério 

que se agrava a cada dia, tornando-se num tópico de grande importância. O objetivo deste 

trabalho é estudar características fenotípicas e genes de virulência assim como genes de 

resistência a antimicrobianos de diferentes estirpes de bactérias ictiopatogénicas. Para tal, foram 

realizados testes fenotípicos de virulência e avaliada a presença de genes de virulência e de 

resistência a antimicrobianos, em diferentes estirpes de: Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, 

Vibrio harveyi e Yersinia ruckeri. Foram estudadas seis estirpes ictiopatogénicas: Vibrio 

alginolyticus 12M CECTS21, Vibrio anguillarum 10J AQV 55, Vibrio harveyi Vh-017/18, Vibrio 

harveyi DSM 19623, Yersinia ruckeri QSP 57.1 e Yersinia ruckeri DSM 18506. Foram realizados 

cinco testes fenotípicos de virulência: proteolítico, lipolítico, formação de biofilmes, gelatinase e 

hemolítico. Para o proteolítico apresentaram resultados positivos as estirpes Vibrio harveyi Vh 

017/16, Yersinia ruckeri DSM 18506, Yersinia ruckeri QSP 57.1, e para Vibrio anguillarum 

V10JAQV 55. No teste lipolítico apresentaram resultados positivos, Vibrio harveyi Vh 017/16 

Yersinia ruckeri QSP 57.1, Vibrio anguillarum V10J AQV55 e Vibrio alginolyticus V12M CECT 

S21. Para a formação de biofilmes as estirpes Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio alginolyticus V12M 

CECT S21 e Vibrio anguillarum V10J AQV55 apresentaram resultados positivos. No teste da 

gelatinase foram verificados resultados positivos nas estirpes Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio 

alginolyticus V12M CECT S21 e Vibrio harveyi DSM 19623. Por fim para o teste da hemolisina 

apresentaram resultados positivos, Yersinia ruckeri QSP 57.1 e Vibrio anguillarum V10J AQV55. 

A presença de genes de virulência, determinada por PCR,  foi realizada para um total de 17 

genes de virulência específicos de ictiobactérias (ctxA, ompU, zot, tcpA(ToxR), tcpA (El Tor), tcpl, 

hlyA, hlyA (El Tor), stn/sto, luxR, vhh,vvh, yrp1, ompK, tlh, VPI, toxR) e para 23 genes de 

resistência (qnrS, qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qepA, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaNDM, blaOXA, 

blaCTX-M, blaSHV , blaTEM, mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9). Foi 

possível detetar o gene de virulência luxR para a estirpe Vibrio harveyi Vh-017/18 e os genes de 

virulência luxR e toxR para a estirpe Vibrio alginolyticus 12M CECTS21. A pesquisa de genes de 

resistência a antimicrobianos mostrou que nenhuma das estirpes possui genes que confiram 

resistência às quinolonas, colistina nem a β-lactamases de largo espectro. 

.  

Palavras-chave: Aquacultura, bactérias ictiopatogénicas, Yersinia ruckeri, resistência, Vibrio, 

virulência. 
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Abstract 

One of the main threats in aquaculture is the economic losses caused by outbreaks of infectious 

diseases resulting in high mortality of fish cultures. Currently, the pathogenicity and antibiotic 

resistance of ichthyopathogenic bacteria is a serious problem that worsens every day, becoming 

a topic of great importance. The objective of this work is to study phenotypic characteristics and 

virulence genes as well as antimicrobial resistance genes of different strains of ichthyopathogenic 

bacteria. For this, phenotypic virulence tests were performed, the presence of virulence and 

antimicrobial resistance genes was evaluated in different strains of: Vibrio anguillarum, Vibrio 

alginolyticus, Vibrio harveyi and Yersinia ruckeri. Six ichthyogenic strains were studied: Vibrio 

alginolyticus 12M CECTS21, Vibrio anguillarum 10J AQV 55, Vibrio harveyi Vh-017/18, Vibrio 

harveyi DSM 19623, Yersinia ruckeri QSP 57.1 and Yersinia ruckeri DSM 18506. Five phenotypic 

virulence tests were performed: proteolytic, lipolytic, biofilm formation, gelatinase and hemolytic. 

Vibrio harveyi Vh 017/16, Yersinia ruckeri DSM 18506, Yersinia ruckeri QSP 57.1, and Vibrio 

anguillarum V10JAQV 55 were positive for proteolytic strains. In the lipolytic test showed positive 

results, Vibrio harveyi Vh 017/16 Yersinia ruckeri QSP 57.1, Vibrio anguillarum V10J AQV55 and 

Vibrio alginolyticus V12M CECT S21. For the formation of biofilms showed positive results, 

namely Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio alginolyticus V12M CECT S21 and Vibrio anguillarum 

V10J AQV55. The gelatinase test showed positive results, Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio 

alginolyticus V12M CECT S21 and Vibrio harveyi DSM 19623. Finally, for the hemolysin test, 

Yersinia ruckeri QSP 57.1 and Vibrio anguillarum V10J AQV55 showed positive results. The 

presence of virulence genes, determined by PCR, was performed for a total of 17 specific 

virulence genes of ichthyobacteria (ctxA, ompU, zot, tcpA(ToxR), tcpA (El Tor), tcpl, hlyA, hlyA 

(El Tor), stn/sto, luxR, vhh,vvh, yrp1, ompK, tlh, VPI, toxR) and for 23 resistance genes (qnrS, 

qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qepA, blaIMP, blaVIM, blaKPC, blaNDM, blaOXA, blaCTX-M, blaSHV, 

blaTEM, mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9). It was possible to detect 

the luxR virulence gene for the Vibrio harveyi Vh-017/18 strain and the luxR and toxR virulence 

genes for the Vibrio alginolyticus 12M CECTS 21 strain. Research on antimicrobial resistance 

genes has shown that none of the strains have genes that confer resistance to quinocins, colistin, 

or β-lactamases. 

 

Keywords: Aquaculture, ichthyopathogenic bacteria, Yersinia ruckeri, resistance, Vibrio, 

virulence. 
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1. Introdução 

 

1.1. Aquacultura Mundial  

 

A aquacultura tem crescido substancialmente nas últimas décadas desempenhando 

atualmente um papel de grande importância no sistema alimentar global (Young et al., 

2019), sendo que esta apresentou em 2018 uma produção aquícola mundial de 

aproximadamente 114,5 milhões de toneladas (Figura 1) (FAO, 2020). 

 

Figura 1.1 - Produção aquícola mundial de animais aquáticos e algas desde 1990 a 

2018 

 

 A indústria da aquacultura é muitas vezes considerada como uma abordagem 

importante para o desenvolvimento de soluções para problemas relacionados com a 

sobrepesca, na medida em que a expansão desta pode reduzir as pressões sobre os 

stocks selvagens assim como na prevenção de habitats marinhos (Longo et al., 2019). 

Uma das principais ameaças na área da aquacultura são as perdas económicas 

originadas por surtos de doenças infeciosas resultando na alta mortalidade nos cultivos. 

É de salientar que, um grupo reduzido de agentes patogénicos é responsável por 

grandes perdas económicas na aquacultura, sendo 58,0% patógenos bacterianos, 
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22,6% virais e 19,4% agentes parasitários os responsáveis por infeções em peixes 

(Dadar et al., 2017). 

Compreender as condições que estão subjacentes à origem e à disseminação de 

doenças infeciosas é, portanto, um grande desafio para o desenvolvimento de uma 

indústria de aquacultura global sustentável. A origem de novos patógenos pode resultar 

da evolução de novas estirpes ou da expansão de patógenos, previamente 

caracterizados, a nível mundial (Bayliss et al., 2017). 

 

1.2. Aquacultura em Portugal 

 

A produção aquícola total em 2018 foi de 13 992 toneladas, resultado que traduz, face 

a 2017, um aumento de 11,5%. As vendas geraram uma receita de 96,8 milhões de 

euros, ou seja um acréscimo de 18,5% (81,7 milhões de euros em 2017), tendo as 

quantidades vendidas (11 768 toneladas) registado um aumento de 8,1%. O total das 

vendas representou 84% da produção nacional (87% em 2017) (Figura 1.2) (INE, 2020). 

 

Figura 1.2- Comparação da produção de aquacultura em Portugal nos anos 2017 e 

2018, juntamente com o valor de vendas (DGRM, 2018). 

 

A produção em águas de transição e marinhas manteve-se predominante em 2018, 

correspondendo a 95,0% da produção total. A produção de peixes em águas de 

transição e marinhas (90,0% da qual foi constituída por pregado e dourada) representou 
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apenas 27,6% da produção total, contra 37,5% em 2017, tendo diminuído 18%. De facto, 

observaram-se decréscimos na produção das principais espécies: pregado (-5,9%) com 

2 582 toneladas, dourada (-13,5%), com 898 toneladas e robalo (-71,5%), que não 

ultrapassou as 200 toneladas. Pelo contrário, a produção de moluscos e crustáceos 

aumentou 32,1% em 2018, tendo representado 67,2% da produção aquícola total, 

contra apenas 56,7% em 2017 (Figura 1.3). A maior produção, de moluscos bivalves, 

resultou da substituição da prática da piscicultura pela moluscicultura em zonas de 

transição (estuários e lagoas), bem como das maiores produções provenientes dos 

estabelecimentos localizados em mar aberto (INE, 2020). 

 

Figura 1.3- Estrutura do volume de produção em aquicultura, por espécie (2017-2018) 

(DGRM, 2018) 

 

1.3. Doenças e bactérias patogénicas de peixes 

 

Uma das principais ameaças na área da aquacultura são as perdas económicas 

originadas por surtos de doenças infeciosas resultando na alta mortalidade dos cultivos. 

É de salientar que, um grupo reduzido de agentes patogénicos é responsável por 

grandes perdas económicas na aquacultura, sendo 58,0% patógenos bacterianos, 

22,6% virais e 19,4% agentes parasitários os responsáveis por infeções em peixes 

(Dadar et al., 2017). 

Compreender as condições que estão subjacentes à origem e à disseminação de 

doenças infeciosas é, portanto, um grande desafio para o desenvolvimento de uma 
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indústria de aquacultura global sustentável. A origem de novos patógenos pode resultar 

da evolução de novas estirpes ou da expansão de patógenos, previamente 

caracterizados, a nível mundial (Bayliss et al., 2017) A vibriose e a yersiniose estão ente 

as doenças que mais afetam os peixes de aquacultura (Öztürk e Altınok., 2014). 

 

1.3.1. Vibriose 

A Vibriose é geralmente referida como uma infeção bacteriana sistémica causada por 

bactérias da família Vibrionaceae. É geralmente associada a peixes marinhos selvagens 

e de aquacultura, sendo considerada como um dos maiores problemas nas aquaculturas 

uma vez que causa perdas económicas significativas nesta indústria em todo o mundo 

(Mancuso et al., 2015).  

A variação das propriedades físico-químicas da água e a densidade elevada de peixes 

estão entre as razões que levam a surtos de Vibriose em peixes de aquacultura (Kumar 

et al., 2015).  

Vários estudos realizados para compreender mais sobre esta doença levam a 

progressos significativos na compreensão do agente causador e desenvolvimento desta 

doença. Apesar de grandes esforços a patogénese da Vibriose em grande parte 

permanece incerta (Austin e Austin, 2016).  

Os sintomas associados a esta doença são a desorientação, letargia, perda de apetite 

e lesões oculares que posteriormente podem provocar exoftalmia (Xu et al., 2017). 

 

1.3.2. Yersiniose 

A yersiniose ou doença entérica da boca vermelha (ERM é uma das patologias que mais 

afeta os salmonídeos e leva a grandes perdas económicas nas aquaculturas destes 

peixes em todo o mundo (Carson e Wilson, 2009). Esta doença é causada pela 

enterobactéria Gram-negativa Yersinia ruckerii. Este patógeno está distribuído 

geograficamente ao longo de todo o mundo especialmente em países que cultivam 

intensivamente peixes como o Salmo salar, Oncorhynchus mykiss,  Anguilla anguilla, 

Carassius auratus, Perca fluviatilis, Solea solea, Acipenser baeri, Sparus aurata e  

Dicentrarchus labrax  (Vadyvaloo e Lawrenz, 2019). 

A ERM afeta peixes em todas as fases de desenvolvimento, mas é mais comum afetar 

peixes de fases de desenvolvimento inferiores como larval e juvenil, porém esta doença 
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aparece como uma condição tendencialmente crónica em peixes mais velhos/maiores 

cujo sistema imunitário já se encontra enfraquecido (Kumar et al., 2015). Os surtos de 

doenças começam com níveis de mortalidade baixos que vão aumentando ao longo do 

tempo, resultando em grandes perdas nos stocks (Kumar et al., 2015). 

Podem ser observadas alterações no comportamento dos peixes, que incluem natação 

à superfície, movimentos letárgicos e perda de apetite. Outros sinais da doença incluem 

exoftalmia, escurecimento da pele e hemorragias subcutâneas dentro e em redor da 

boca e da garganta, que dão à doença o seu nome comum (doença entérica da boca 

vermelha) (Vadyvaloo e Lawrenz, 2019). Hemorragias petequiais podem ocorrer na 

superfície do fígado, pâncreas, bexiga natatória e nos músculos laterais. O baço fica 

dilatado (esplenomegalia) e apresenta uma coloração preta, os intestinos podem ficar 

avermelhados e preenchidos com um fluido amarelado (Carson e Wilson, 2009). 

Exames histopatológicos mostram uma septicémia geral com uma inflamação na 

maioria dos órgãos, em particular no rim, baço, fígado, coração, brânquias e em áreas 

com hemorragia petequial. Foram descritas mudanças patológicas nas brânquias, 

incluindo hiperemia e edema (Kumar et al., 2015). 

 

1.4.  Género Vibrio 

 

O género Vibrio abrange mais de 70 espécies, sendo um dos géneros bacterianos mais 

abundantes no ambiente marinho (Damir et al., 2013; Zhang et al., 2014). São bactérias 

Gram-negativas, halófilas, anaeróbias facultativas e apresentam uma forma curva ou 

em haste (Wei et al.,2014), apresentam variação sazonal nos níveis populacionais e 

estão amplamente distribuídas tanto em habitats estuarinos como marinhos (Damir et 

al., 2013; Wei et al., 2014). 

A maior parte destas bactérias são patogénicas para animais marinhos, como 

camarões, moluscos e peixes ósseos (Wei et al., 2014). Existem alguns fatores 

importantes que induzem esta doença, onde se incluem o stresse químico (qualidade 

da água, poluição, composição da dieta), stresse biológico (densidade populacional e 

presença de microrganismos) e stresse físico (temperatura) (Austin e Austin, 2016).  

No que diz respeito à temperatura e salinidade, sabe-se que temperaturas e salinidades 

mais elevadas despoletam um rápido crescimento em muitas espécies de Vibrio sp. 
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(Baker-Austin et al., 2018). Porém, espécies como Aliivibrio salmonicida anteriormente 

classificado como Vibrio salmonicida possui uma temperatura ótima de crescimento 

baixa de 15ºC (Magarinos, 2017). Sabe-se também que os surtos de Vibriose apenas 

surgem quando a temperatura da água excede os 15ºC (Baker-Austin et al., 2018).  

O aquecimento global afeta também a qualidade da água, densidade populacional e 

presença de microrganismos contibuindo para o aumento deste género de bactérias 

patogénicas (Frans et al., 2011; Damir et al., 2013; Wei et al., 2014). 

Vibrio harveyi, Vibrio anguillarum, Vibrio alginolyticus, Vibrio ordalii e Vibrio vulnificus 

são considerados agentes patogénicos oportunistas de peixes (Zhang et al., 2014), 

surgindo apenas em situações de stresse que poderão advir de situações ambientais 

desfavoráveis (Baker-Austin et al., 2018). 

 

1.4.1. Vibrio harveyi 

Vibrio harveyi é considerado um agente patogénico clássico dos peixes, mas muitos 

consideraram esta espécie como um organismo oportunista. Também foi relatado que 

afeta peixes como Rachycentron canadum, Trachurus japonicus, Paralichthys dentatus, 

Sciaenops ocellatus, Solea senegalensis, Centropomus undecimalis, Chanos chanos, 

Mola mola e Sparus aurata (Mohamad et al., 2019). 

Nos animais infetados, este agente patogénico encontra-se essencialmente em elevada 

concentração no sangue, rim, baço, pele e fígado, podendo originar frequentemente, 

fígados hemorrágicos (Amar et al., 2017).  

A utilização inadequada de antibióticos e o seu uso prolongado causa resistência em 

inúmeras espécies de agentes patogénicos, sendo que muitos desses patógenos que 

anteriormente eram suscetíveis aos antibióticos, atualmente, apresentam resistência 

(Loureiro et al., 2016). Para além disto, também tem sido registado nos últimos anos o 

surgimento de resistências a antimicrobianos em V. harveyi, devido ao uso excessivo 

destes compostos para prevenir doenças bacterianas em sistemas de aquacultura (Lal 

et al., 2017). 

Para agravar esta situação, o mecanismo causador de doença, por V. harveyi ainda não 

é conhecido e não está disponível nenhum método para controlar a sua propagação e 

desenvolvimento, e daí ser essencial encontrar uma ferramenta de diagnóstico expedita 

e que apoie a abordagem profilática (Xu et al., 2017).  
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Para minimizar o uso de antibióticos e garantir um crescimento sustentável da indústria 

da aquacultura, existem medidas alternativas que podem e devem ser tomadas. Estas 

medidas incluem a, utilização de probióticos, vacinação, estratégias de 

imunoestimulação e utilização de peptídeos antimicrobianos, entre outras (Austin e 

Austin, 2016).Tem-se assistido a um crescente investimento da investigação nesta área 

(Frans et al., 2011; Sorroza et al., 2012; Mohamad et al., 2019). Em relação às 

estratégias de controlo utilizadas para combater este tipo de microrganismos, salienta-

se a vacinação e a quimioterapia (Sorroza et al., 2012).  

 

1.4.2. Vibrio anguillarum 

Vibrio anguillarum, infeta mais de 50 espécies de peixes em países temperados. Por 

esta razão, é a espécie mais caracterizada do género e tem sido extensivamente revista 

(Hickey e Lee, 2017). Além disso, V. anguillarum tem sido usualmente usado como um 

microrganismo modelo para estudar a patogenicidade da Vibriose em peixes (Mohamad 

et al., 2019).  

É uma bactéria que cresce rapidamente em temperaturas entre os 25ºC e os 30ºC, em 

meios com 1,5-2,0% de cloreto de sódio (Baker-Austin et al., 2018). Este Vibrio pode 

provocar doença assintomática, ou seja, sem manifestações visíveis, ou então poderá 

ocorrer na forma de septicemia hemorrágica letal para os organismos sensíveis (Hickey 

et al., 2015).  

Os peixes expostos a este Vibrio sofrem elevada mortalidade, provocando uma 

hemorragia severa, formação de úlceras e furúnculos na pele, eritemas e anemia 

(Hickey et al., 2015). Para além disto, este microrganismo tem a capacidade de 

apresentar vários mecanismos de patogenicidade, conseguindo penetrar na pele dos 

organismos, que causam danos na pele, ficando assim essa barreira danificada 

podendo ser encontrada muitas vezes em altas concentrações no sangue e tecido 

hematopoiéticos (Austin e Austin, 2016). 

Embora as vacinas já desenvolvidas contra este patógeno estejam disponíveis para os 

peixes e sejam eficazes, a vacinação não é uma opção viável para as larvas de peixe, 

uma vez que estamos a lidar com um grande número destes pequenos organismos. 

Devem ser desenvolvidas estratégias alternativas para controlar as doenças dos peixes 

na aquicultura como por exemplo o uso de bacteriófagos como terapia é uma 

abordagem alternativa e eficaz para prevenir e controlar bactérias patogénicas na 
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aquacultura como é o caso do Vibrio anguillarum, em que estes bacteriófagos são 

inseridos no alimento dado às larvas de peixe (Silva et al., 2014). 

 

1.4.3. Vibrio alginolyticus 

O Vibrio alginolyticus é o único de entre as três espécies de Vibrio referidas que é 

reconhecida como um agente patogénico humano, provocando infeções 

gastrointestinais, tendo sido identificado em surtos relacionados com a ingestão de água 

e marisco (Damir et al., 2013).  

Os casos de infeções por V. alginolyticus têm sido associados a uma elevada 

mortalidade em larvas de vários moluscos bivalves e em peixes marinhos de 

aquacultura foram inicialmente relatados em países mediterrânicos. Estes incluíam a 

dourada e o robalo na Tunísia, em Espanha e Israel (Rameshkumar et al., 2017). Mais 

tarde, foram relatadas incidências de Vibriose envolvendo V. alginolyticus em países 

asiáticos e a aquacultura de Rachycentron canadum  particularmente na Índia e em 

Taiwan, eram frequentemente afetadas (Mohamad et al., 2019)  

Os estudos mostram que V. alginolyticus é considerado uma das espécies que mais 

frequentemente persiste livremente na água e sedimentos e pode sobreviver na água 

do mar, mesmo em condições de stresse nutricional, mantendo a sua virulência 

(Mustapha et al., 2013).  

Os sintomas de doenças causadas por este Vibrio em peixes teleósteos incluem: 

septicémia, hemorrágica, pele escura e úlceras na superfície da pele e em alguns casos, 

a sintomatologia é muito idêntico à provocada pelo V. anguillarum. Internamente, o peixe 

acumula fluído na cavidade peritoneal e, em alguns casos, surgem fígados 

hemorrágicos. De um modo geral, os sintomas provocados por esta doença 

caracterizam-se externamente por hemorragias na base das barbatanas peitorais, olhos 

infetados que inicialmente exibem opacidade e mais tarde exoftalmia, perda de apetite 

e consequentemente de peso, letargia e lesões na superfície do corpo que podem 

ulcerar (Baker-Austin et al., 2018).  

A nível interno, os intestinos podem estar distendidos e preenchidos com um líquido 

transparente e viscoso, devido ao gradiente de pH no trato gastrointestinal que se 

manifesta mais na parte do reto e parte posterior do trato gastrointestinal. Quando a 

doença se manifesta em epizootias agudas, a infeção espalha-se tão rapidamente que 
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os peixes infetados morrem sem sequer mostrarem sinais clínicos externos (Austin e 

Austin, 2016). 

 

1.4.4. Deteção fenotípica de espécies da família Vibrionaceae 

As várias espécies de Vibrio são conhecidos por serem fenotipicamente heterogéneas 

que muitas vezes contribuem para novas características fenotípicas e este fator contribui 

para obstáculos na identificação precisa do agente patogénico utilizando testes 

bioquímicos e fisiológicos. Além disso, a abordagem convencional não é capaz de 

diferenciar o patogénico das espécies não patogénicas (Munro et al., 2003). 

Geralmente espécies da família Vibrionaceae são isoladas utilizando um meio seletivo, 

tal como TCBS (agar de tiossulfato, citrato, bílis e sacarose) no entanto, este método 

não permite distinguir as diferentes espécies de Vibrio e não é um método expedito (Kim 

e Lee, 2014). Para além disso, sabe-se que a identificação precisa de diferentes 

espécies do género Vibrio é problemática, principalmente quando se trata de espécies 

aparentadas, nomeadamente devido à variabilidade das características bioquímicas, o 

que complica então a identificação fenotípica destas bactérias (Austin e Austin, 2016).  

Nas últimas décadas as, técnicas moleculares, tais como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR), PCR em tempo real, microarrays, amplificação baseada em 

sequências de ácidos nucleicos (NASBA) e amplificação isotérmica de ácidos nucleicos 

(LAMP) têm sido cada vez mais utilizadas na deteção de agentes patogénicos (Hickey 

et al., 2015).  

A convencional reação em cadeia da polimerase (PCR) fornece uma análise rápida, 

específica e sensível dos Vibrio alvo, mas não permite a obtenção de medições 

quantitativas e não distingue células mortas de células vivas. Em comparação com o 

PCR convencional, o método de PCR em tempo real quantitativo é semelhante, porém 

cerca de 100 vezes mais sensível, para além de permitir a quantificação das cópias de 

DNA presentes na amostra em estudo (Kim e Lee, 2014), mas tem um custo elevado e 

a sua implementação na prática real de uma aquacultura revela-se difícil. 

 

1.4.5. Testes fenotípicos para Vibrio 

O diagnóstico definitivo da Vibriose requer a identificação das bactérias nos tecidos-alvo 

com sinais clínicos comprovativos desta doença. Os órgãos que são utilizados para o 
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isolamento da infeção sistémica são o rim, o fígado e o baço, enquanto o isolamento 

das lesões cutâneas é uma opção quando as ulcerações estão presentes. Para esta 

identificação utiliza-se agares seletivos como o agar TCBS, já referido anteriormente, 

que é o meio habitualmente utilizado no isolamento de Vibrio, especialmente em 

amostras ambientais Vibrio (Froelich et al., 2014).  

 

1.4.6. Genes de Virulência para Vibrio  

Existem genes de virulência que muitas vezes são encontrados em estirpes do género 

Vibrio como por exemplo Vibrio harveyi, Vibrio alginolyticus, Vibrio anguillarum (Rivera 

et al., 2001). O gene ctxA (subunidade A da toxina colérica), provoca o aumento da 

síntese de cAMP em células epiteliais intestinais, levando à saída de iões de cloreto, 

água e sódio das células epiteliais do intestino levando posteriormente à perda de peso 

e enfraquecimento do organismo do hospedeiro contribuindo para a letalidade deste 

(Guichard et al., 2013). 

O gene ompU (proteína da membrana externa) também é importante para a 

patogenicidade da bactéria uma vez que forma poros que permitem a difusão passiva 

de pequenas moléculas através da membrana externa. Já o gene zot (toxina da zonula 

ocludens) aumenta a permeabilidade do muco do intestino, afetando a estrutura das 

junções intercelulares (UniProt, 2021). 

tcpA (precursor da subunidade de pilina coregulado por toxinas TcpA) é um gene que 

tem como componente principal o pilus coregulado da toxina tcp que é um pilus 

essencial para a agregação bacteriana e posteriormente para a colonização no intestino 

hospedeiro (Lime et al., 2010) 

tcpl (proteína quimiotaxis metil aceitador, relacionado com TcpI) é considerado um gene 

de virulência importante para a bactéria uma vez que tem a atividade de inibição da 

transcrição celular podendo estar na origem de tumores no hospedeiro (Zuo et al., 2014) 

O gene hlyA (hemolisina) é dos genes mais importantes no que toca à virulência das 

bactérias uma vez que provoca a hemólise, causando assim a destruição dos glóbulos 

vermelhos do hospedeiro contribuindo para a letalidade deste (Olson e Gouaux., 2005). 

stn/sto (enterotoxina termo-estável) é uma toxina que afeta o intestino do hospedeiro 

possuindo uma grande resistência a variações de temperatura, levando à degradação 

do intestino do hospedeiro e posteriormente à sua letalidade (UniProt, 2021). 
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O passo fundamental para o desenvolvimento de uma identificação de um gene de 

virulência é a descoberta de um gene-alvo ou de um biomarcador molecular. Genes 

específicos para V. harveyi como por exemplo luxR (Proteína transcriptional reguladora 

LuxR) que é responsável por modular a expressão de fatores de virulência, formação 

de biofilme e respostas imunes hospedeiras (Guan et al., 2019). 

vhh (V. harveyi hemólise) provoca a hemólise celular em que as exotoxinas afetam as 

membranas das células sanguíneas do hospedeiro causando a rutura celular assim 

como a vvh (hemólise). Estes genes foram descritos como sendo genes de virulência 

que contribuem para a patogenicidade do V. harveyi (Xu et al., 2017). 

Existem vários genes de virulência importantes que contribuem para a virulência dos 

agentes patogénicos, tais como a proteína da membrana externa (omp). Acredita-se 

que este gene desempenha papéis importantes na infeção e patogenicidade para o 

hospedeiro e a expressão deste gene é controlada pelo gene toxR (ativador 

transcriptional toxR) Este ativador de transcrição controla a toxina da cólera que pode 

estar presente no Vibrio alginolyticus e no Vibrio anguillarum. ompK (proteína da 

membrana externa k) serve como recetor para bacteriófagos (UniProt, 2021) 

Outros genes de virulência como o tlh (hemolisina termolábil) que provoca a rutura 

celular de células sanguíneas ou o vpi (Ilha de patogenicidade de V. cholerae) que 

provoca a destruição de células do intestino e enfraquecimento do organismo 

contribuem para a virulência do Vibrio alginolyticus (Xie et al., 2005). 

 

1.5. Yersinia ruckeri 

 

A Yersinia ruckeri  pertence à família Yersiniaceae e é descrita como uma bactéria 

Gram-negativa em forma de haste (Wrobel et al., 2019). As células deste microrganismo 

podem sobreviver em ambientes anaeróbicos e aeróbicos e são geralmente uniformes 

em termos de morfologia. Estas células apresentam uma forma arredondada, com 0,75 

μm de diâmetro e 1-3 μm de comprimento, embora existam diferenças no tamanho das 

células e na sua morfologia celular (Adeolu et al., 2016). Y. ruckeri  não forma esporos 

ou cápsula. Algumas estirpes de Y. ruckeri  são flageladas e, consequentemente, 

apresentam mobilidade (Wrobel et al., 2019). 

 

Foram descritos dois biótipos diferentes desta bactéria com base na ausência ou na 

presença de flagelo. O primeiro biótipo é móvel e apresenta atividade lipolítica   
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enquanto que o segundo biótipo não é móvel e não apresenta capacidade lipolitica 

(Moreau et al., 2019).  

O segundo biótipo é causada por mutações no aparelho de secreção flagelar. Y. ruckeri  

pode ser encontrada nos órgãos internos de peixes infetados, e pode ser cultivada em 

vários meios bacteriológicos, como Agar Tríptico de Soja (TSA), Agar nutritivo (NA), 

brain heart infusion agar (BHIA), Agar de sangue columbia  (CBA)  Agar de  McConkey 

(MA) (Tobback et al., 2007). Após 24-48 h de incubação, a bactéria forma colónias lisas, 

circulares e brilhantes (Moreau et al., 2019). As células crescem rapidamente numa 

ampla faixa de temperatura de 22 °C a 37 °C. A Y. ruckeri pode ser identificada por meio 

de testes de diagnóstico serológico e molecular (Moreau et al., 2019).  

 

1.5.1. Testes fenotípicos para Yersinia ruckeri 

O diagnóstico definitivo da yersiniose requer a identificação das bactérias nos tecidos-

alvo como rim, o fígado e o baço, posteriormente, os testes fenotípicos que 

principalmente se utilizam servem para estudar a motilidade, hemolisina, lípase, 

oxidase, catalase, fermentação de glicose em meios aeróbicos e anaeróbicos (Duman 

et al., 2018). O crescimento em meio Luria-Bertani (LB) adicionando 5% de sangue de 

ovelha serve para estudar a capacidade hemolítica, a motilidade pode ser confirmada 

por um teste de manitol utilizando o Nitrato de Motilidade Manitol (BioRad) (Calvéz et 

al., 2014) a atividade lipolítica pode ser testada pela hidrólise de Tween 80 em meio 

Schotts Waltman agar (Hossain et al., 2020).  

 

1.5.2. Genes de Virulência para Yersinia ruckeri 

Genes de virulência da Y. ruckeri como yrp1 (Y. ruckeri Protease 1) capaz de provocar 

uma resposta proteolítica por parte da bactéria e hlyA (hemolisina) foram descritos como 

genes de virulência que contribuem para a patogenicidade da bactéria (Eissa et al., 

2008). 

 

1.6. Mecanismos de patogenicidade bacteriana 

 

Recentemente, surgiram evidências significativas que indicam que os patógenos 

microbianos significativamente diferentes usam estratégias comuns para causar 



13 

 

infecções e doenças. Por exemplo, diversos patógenos bacterianos partilham 

mecanismos comuns em termos das suas capacidades para aderir, invadir e causar 

danos nas células e tecidos dos hospedeiros, bem como para sobreviver às defesas do 

hospedeiro e estabelecer uma infeção. (Wilson et al., 2002).  

A relação entre um hospedeiro e um agente patogénico é dinâmica, uma vez que cada 

um modifica as atividades e funções do outro. O resultado de tal relação depende da 

virulência do agente patogénico e do grau relativo de resistência ou suscetibilidade do 

hospedeiro, devido principalmente à eficácia dos mecanismos de defesa do hospedeiro 

(Todar, 2020). 

Os agentes patogénicos bacterianos devem ser capazes de se ligar às células 

hospedeiras ou ao tecido. A adesão pode envolver camadas de polissacarídeo 

produzidas pelas bactérias, como uma camada de cápsula ou o muco bacteriano, que 

fornecem aderência às células hospedeiras, bem como a resistência da fagocitose. A 

adesão também pode ser realizada por estruturas físicas como um pilus ou flagelo. 

(Bruslind, 2021). Uma vez "aderido" a uma superfície específica da célula hospedeira, 

o patógeno é então capaz de iniciar os seus processos bioquímicos específicos que 

resultarão em doenças, incluindo proliferação, secreção de toxinas, invasão de células 

hospedeiras e ativação da sinalização de células hospedeiras (Wilson et al., 2002).  

A invasão refere-se à capacidade do agente patogénico de se espalhar para outros 

locais do hospedeiro, invadindo células hospedeiras ou tecidos. Esta colonização é 

importante para a sobrevivência patogénica e invasão a outros locais, o que dará mais 

nutrientes e espaço para a população em crescimento (Bruslind, 2021). 

É tipicamente neste ponto em que a doença ou sinais/sintomas óbvios da doença 

ocorrem. Embora as estruturas físicas ainda possam desempenhar um papel na 

invasão, a maioria dos agentes patogénicos bacterianos produzem uma grande 

variedade de químicos, especificamente enzimas que afetam as células e tecidos do 

hospedeiro. Enzimas como a colagenase, que permite que o agente patogénico se 

espalhe decompondo o colagénio encontrado no tecido conjuntivo. Ou leucocidinas, que 

destroem os glóbulos brancos do hospedeiro, diminuindo a resistência. As hemólises 

lisam os glóbulos vermelhos do hospedeiro, libertando ferro, um fator de limitação do 

crescimento para as bactérias. (Bruslind, 2021). 

A parede celular de bactérias Gram positivas e Gram negativas contêm componentes 

tóxicos que são fatores de virulência potentes e têm papéis centrais na patogénese do 
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choque séptico bacteriano, uma condição que é frequentemente letal que envolve o 

colapso do sistema circulatório e pode originar falência do sistema de múltiplos órgãos. 

Ironicamente, os antibióticos usados no tratamento destas estirpes microbianas podem 

libertar grandes quantidades de componentes tóxicos da parede celular bacteriana e, 

assim, impedir o tratamento e desta maneira influenciar negativamente o resultado final 

para o hospedeiro (Wilson et al., 2002). 

Toxigénese é a capacidade de produzir toxinas. As bactérias podem produzir dois tipos 

de toxinas chamadas exotoxinas e endotoxinas (Bruslind, 2021). As exotoxinas são 

libertadas das células bacterianas e podem atuar em locais de tecido afastados do local 

de crescimento bacteriano. As endotoxinas são substância associada às células.  No 

entanto, as endotoxinas podem ser libertadas no o cultivo de células bacterianas e 

células que são lisadas como resultado de uma defesa eficaz do hospedeiro (por 

exemplo, lisozima) ou das atividades de certos antibióticos (por exemplo, penicilinas e 

cefalosporinas). Assim, as toxinas bacterianas, podem ser transportadas por sangue e 

linfa e causar efeitos citotóxicos em locais de tecidos afastados do ponto original de 

invasão ou crescimento. Algumas toxinas bacterianas também podem atuar no local de 

colonização e desempenhar um papel na invasão (Todar, 2020). 

A cápsula protege as bactérias de fenómenos de fagocitose uma vez que não permite 

que os anticorpos sejam reconhecidos pelas células de defesa do hospedeiro (por 

exemplo, macrófagos e neutrófilos). Esta "fagocitose interrompida" leva a uma maior 

resposta inflamatória à medida que os macrófagos e neutrófilos produzem citocinas 

mais inflamatórias na tentativa de combater as bactérias (Wilson et al., 2002).  

 

1.7. Transferência Horizontal de Genes 

 

A transferência horizontal de genes pode ser definida como a troca de material entre 

organismos vizinhos que pode ocorrer entre seres unicelulares e multicelulares, sem 

que sejam descendentes, ou seja, não ocorre da bactéria progenitora para os 

descendentes (Sun, 2018). 

Os processos de transporte horizontal de genes (HGT) foram detetados originalmente 

há cerca de 70 anos (Yang et al., 2019). Durante as últimas duas décadas, conjugação, 

transformação e transdução foram identificados em muitas espécies bacterianas numa 
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variedade de habitats que vão desde os solos, a biofilmes e ao trato gastrointestinal 

(Villa et al., 2019).  

Existem três mecanismos de transferência horizontal de genes em bactérias: 

transformação, transdução e conjugação. O mecanismo mais comum para a 

transmissão horizontal de genes entre bactérias, é a conjugação. Embora as bactérias 

possam adquirir novos genes através da transformação e transdução, estas são 

geralmente formas de transferência mais raras entre bactérias da mesma espécie ou 

espécies intimamente relacionadas (Describe, 2010). 

 

1.7.1. Conjugação 

Na conjugação, a transferência de genes é mediada através de um contacto celular 

entre células dadoras e receptoras que necessitam estar no mesmo ambiente para 

permitir a ocorrência desta conjugação entre as células. (Yang et al., 2019). O fator de 

fertilidade, localizado num plasmídeo que fornece às bactérias a capacidade de originar 

um pilus sexual através do qual o material genético pode ser passado para bactérias 

que não possuem o pilus. Algumas bactérias podem ter esta capacidade o que lhes 

permite transferir todo o seu material genético, porém este material é de curta 

durabilidade e as bactérias recetoras nem sempre adquirem o material genético de 

forma total  (Figura 1.4) (Martínez, 2019). 

 

1.7.2. Transformação 

Muitas espécies bacterianas são transformadas naturalmente, ou seja, têm a 

capacidade natural de obter o DNA do meio ambiente. Estas estirpes que são  

naturalmente transformáveis existem em diferentes nichos e possuem muitas 

características diferentes.  O tamanho do DNA associado   à célula é importante, sendo 

que um DNA com um alto peso molecular é mais eficaz no que toca à transformação 

(Daubin e Szöllősi, 2016). O DNA pode ser modificado por enzimas de restrição que são 

originadas por uma fonte geneticamente distante do organismo recetor. A integração do 

DNA ocorre por recombinação homóloga, ou seja a recombinação ocorre entre 

quaisquer duas sequências de DNA que sejam iguais ou muito semelhantese, quanto 

maior for a diferença das sequências, menor será a frequência de enventos por 

recombinação homóloga (Figura 1.4) (Yang et al., 2019).  
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1.7.3. Transdução 

A transdução é um processo que está fortemente relacionado com os ciclos virais de 

bacteriófagos (vírus que infetam bactérias), capazes de introduzir material genético em 

bactérias diretamente no cromossoma bacteriano (Figura 1.4), para finalmente se 

replicar com a maquinaria celular e gerar novos vírus (Baker-Austin et al., 2018). Os 

bacteriófagos são conhecidos como mediadores de genes ambientais e também 

desempenham um papel integral na evolução dos patógenos (Yang et al., 2019), 

gerando uma mutação genética evolutiva que pode aumentar a capacidade de 

resistência a antimicrobianos da bactéria recetora (Jiang et al., 2013). 

 

 

 

Figura 1.4 - Mecanismos de transferência genética em bactérias (Curtis e Schnek, 

2000). 
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1.8. Técnicas de deteção de agentes patogénicos bacterianos 

 

Muitos dos patógenos de peixes apresentam características morfológicas comuns e os 

mesmos sinais clínicos são desenvolvidos por diversas doenças distintas (Zhang et al., 

2014). Tradicionalmente a deteção é feita através de técnicas microbiológicas clássicas, 

com o crescimento de culturas de bactérias em placas com meio seletivo, sendo de 

seguida feita a caracterização fenotípica e serológica do agente patogénico (Altinok et 

al., 2011). Para além disto, também têm sido utilizados testes bioquímicos, homologia 

do DNA e técnicas de variabilidade da protease, contudo estas técnicas apresentam 

diversas desvantagens, tais como a baixa sensibilidade quando se trata de detetar 

baixos níveis de agente patogénico e a necessidade de isolamento inicial do organismo 

(Altinok et al., 2011). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) poderá ser utilizada para resolver este tipo de 

problemas e aumentar a sensibilidade e especificidade na deteção dos agentes 

patogénicos (Altinok, 2011; Shi et al., 2012). Para além disso, os métodos moleculares 

forneceram avanços significativos em relação aos métodos convencionais, 

nomeadamente, para a identificação e diferenciação de espécies intimamente 

relacionadas (Nhung et al., 2007). O PCR é uma ferramenta molecular cada vez mais 

utilizada devido às vantagens económicas, poupança de tempo e elevada sensibilidade, 

apresentando o potencial de produzir milhões a biliões de cópias de um produto 

específico para diversos fins, tais como, sequenciação, clonagem e análise (Garibyan & 

Avashia, 2014). No entanto, até mesmo a utilização do PCR clássico tem algumas 

desvantagens associadas, pois, é necessário um grande número de reações quando se 

pretende detetar diferentes tipos de agentes patogénicos em várias amostras, tornando 

o processo moroso e relativamente dispendioso (Altinok, 2011). 

 

1.9.  Determinantes genéticos de resistência a antimicrobianos 

  

1.9.1.  Genes qnr  

Os qnr são genes móveis que codificam proteínas chamadas QNR que pertencem à 

família dos pentapéptidos repetidos, nesta família foram descritos 90 membros, dois 

deles com interesse em relação à resistência às quinolonas, o primeiro deles conhecido 

como McbG está presente em bactérias que sintetizam microcina e os protege de sua 
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inibição (Rodríguez, 2005). E o segundo gene conhecido como MfpA, capaz de interferir 

na ligação das fluoroquinolonas com o complexo DNA girase (Karl e Perlin, 2011), o seu 

mecanismo de ação baseia-se na ligação às enzimas girase e topoisomerase IV, 

protegendo-as da ação das quinolonas (Salah et al., 2019).  

Foram identificadas cinco famílias: qnrA, qnrB, qnrC, qnrD e qnrS; sendo que existem 

alguns casos de combinação com outros genes dentro do mesmo plasmídeo, gerando 

resistências cruzada entre quinolonas e outros antimicrobianos (Liu et al., 2016). Além 

dos 5 conhecidos membros da família qnr em 2008, foi relatado um novo membro qnrVC 

descrito em Vibrio cholerae (Rincón et al., 2014). Desde esse momento até o presente, 

sete alelos qnrVC (qnrVC1 a qnrVC7) foram relatados na família Vibrionaceae (Carroll 

et al., 2019).  

Os genes qnr têm sido descritos em várias bactérias presentes em ambientes marinhos 

nomeadamente Vibrio splendidus, e outras bactérias, que foram relatadas como fontes 

primárias destes genes. Estas bactérias podem ser encontradas em peixes e por isso 

podem ser potencialmente patogénicas (Shen et al., 2018). 

 

1.9.2.  Genes mcr associados à resistência à Colistina  

A colistina é um polipeptídeo cíclico que pertence ao grupo das polimixinas, que possui 

propriedades surfactantes capazes de alterar a permeabilidade da parede de bactérias 

gram-negativas sensíveis, que possuem uma camada externa formada por 

lipopolissacarídeos (Álvarez et al., 2017). 

A maioria das variações dos genes mcr descritas teve origem em animais ou humanos, 

no entanto existem algumas bactérias presentes em fontes de água que podem ter 

genes dessa família, o que pode sugerir funções de defesa contra bacteriófagos ou 

peptídeos antimicrobianos (Khedher et al., 2020).  

Existem vários relatos dos genes mcr em ambientes aquáticos em todo o mundo: 

Espanha Portugal, China, Japão, América do Norte, Brasil e África Oriental 

(Dahanayake et al., 2019) e foram descritos já para várias espécies de moluscos (Sun, 

2018). 
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1.9.3.  Genes bla associados à resistência a β-lactâmicos  

Os antimicrobianos β-lactâmicos possuem uma estrutura chamada anel β-lactâmico, 

que consiste num anel heterocíclico de quatro átomos, três de carbono e um de azoto . 

Essa estrutura é capaz de bloquear a transpeptidação do peptidoglicano e pode ativar 

a lisina bacteriana endógena capaz de destruir o peptidoglicano, componente essencial 

da parede celular (Fresnadillo et al., 2015). 

As β-lactamases de largo espectro (ESBLs) são a principal causa de resistência em que 

os genes da família bla são responsáveis por essa atividade (Blakely, 2014).  

Os genes bla são capazes de produzir β-lactamases, que inibem os antimicrobianos β-

lactâmicos em vários níveis, sendo os três principais tipos associados a essa atividade 

o, blaTEM, blaSHV, blaCTX-M (Daubin & Szöllősi, 2016).  

Os genes de resistência a β-lactâmicos têm sido relatados em ambientes marinhos 

praticamente em todo o mundo (Garcia et al., 2014).  

Estes genes são encontrados principalmente em bactérias da família Vibrionaceae e 

existem relatos de membros do género Vibrio patógenos de peixes com presença de 

genes de resistência a β-lactâmicos na China, Espanha e França (Dahanayake et al., 

2019). 

 

1.10. Objetivos  

O objetivo principal deste trabalho é estudar características fenotípicas e genes de 

virulência assim como genes de resistência de diferentes estirpes de bactérias 

ictiopatogénicas,   
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2. Materiais e Métodos 

 

2.1. Estirpes microbianas e métodos de cultura 

 

Foram estudadas seis estirpes ictiopatogénicas: Vibrio alginolyticus 12M CECTS21 

Vibrio anguillarum 10J AQV 55, Vibrio harveyi Vh-017/18, Vibrio harveyi DSM 19623, 

Yersinia ruckeri QSP 57.1 e Yersinia ruckeri DSM 18506. Para o crescimento das 

estirpes em meio líquido usou-se Caldo Tríptico de Soja (TSB) com NaCl 1% adicionado, 

com um tempo de incubação de 24 a 48 horas, a 28ºC e a 37ºC.  O crescimento em 

meio sólido foi realizado em TCBS para o crescimento das estirpes de Vibrio e TSA com 

NaCl 1% adicionado para o crescimento das restantes com incubação de 48 horas a 

28ºC e a 37ºC.  O manuseamento das estirpes correu sempre em condições de 

assepsia. O objetivo destes procedimentos foi verificar o crescimento das estirpes nos 

diferentes meios e a diferentes temperaturas estabelecendo as melhores condições de 

crescimento para as estirpes em estudo. 

 

2.2. Conservação de stocks 

 

A conservação dos stocks das estirpes foi realizada através da mistura de uma 

suspensão bacteriana com glicerol estéril em concentração final a 30%. De seguida 

estes microtubos foram homogeneizados e colocados numa arca a -80ºC. 

 

2.3. Extração do DNA 

 

A extração de DNA foi realizada pelo método de boiling. Cerca de 500 µl de suspensão 

bacteriana, no início da sua fase exponencial, foi centrifugado durante 5 min a 10 000 

rpm (Centrifuge 5415 R, Eppendorf, arsplus). Descartou-se o sobrenadante e adicionou-

se ao pellet 100 µl de água miliQ estéril, onde se resuspenderam as células bacterianas, 

seguindo-se aquecimento, num TermoBloco digital (Digital Heatblock, VWR), a 95ºC 

durante 10 min. Procedeu-se a centrifugação, 5 min a 10 000 rpm e recolheu-se o 

sobrenadante que foi conservado a -20ºC até utilização.  
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2.4. Pesquisa de genes de virulência 

 

A presença de genes de virulência foi realizada para um total de 17 genes de virulência 

específicos de ictiobactérias (ctxA, ompU, zot, tcpA(ToxR), tcpA (El Tor), tcpl, hlyA, hlyA 

(El Tor), stn/sto, luxR, vhh,vvh, yrp1, ompK, tlh, VPI, toxR). Todas as sequências estão 

indicadas no Anexo 6.1. 

A pesquisa dos genes de virulência foi realizada por PCR com as seguintes condições: 

um ciclo inicial de desnaturação a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 30 segundos, emparelhamento entre 50 e 60°C por 30 

segundos, extensão a 72°C por 15 a 45 segundos e um ciclo de extensão final a 72°C 

por 5 minutos. Os primers utilizados e as respetivas condições de PCR estão listadas 

no Anexo 6.1. As reações de PCR foram realizadas num volume final de 50 µl, tendo-

se usado 25 µL de taq polimerase (NZTTaqII 2x colourless Master Mix (Nzytech), de 

acordo com as instruções do fabricante, 0.25 μM de primer foward e reverse, 5 µL de 

DNA e água miliQ estéril na quantidade suficiente para perfazer o volume final.   

Todos as reações foram realizadas num termociclador da marca Bio Rad, T100 Thermal 

Cycler. 

Os produtos de PCR foram visualizados através de eletroforese em gel de agarose a 

1% a 80 V/h, e os géis foram observados num sistema de aquisição de imagem Gel 

DOC EZ Imager (Bio Rad).  

 

2.5. Purificação de produtos de PCR e sequenciação e identificação de 

isolados 

 

Os produtos de PCR foram purificados através de um kit de extração da marca GeneJET 

PCR da Thermo Scientific, seguindo as instruções fornecidas pelo fabricante. 

A concentração de DNA presente foi medida num espectrofotómetro de micro-volume 

UV-Vis (Thermo Scientific, Nanodrop 2000), os tubos foram preparados na 

concentração de DNA necessária de acordo com os parâmetros exigidos pela empresa 
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responsável pela sequenciação (StabVida, Costa da Caparica), de 10 ng/µL; num 

volume de 10 µL ao qual foi adicionado 3 µL de primers. Os produtos de PCR foram 

sequenciados com o primer foward e reverse. 

Das sequências obtidas geraram-se sequências consenso que foram analisadas 

através da base de dados National Center for Biotechnology information (NCBI) através 

da ferramenta bioinformática Basic Local Alignment Search Tool (Blast) em 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. As sequências obtidas e comparação com a 

base de dados estão presentes nos Anexos 6.3 a 6.8. 

 

 

2.6. Testes fenotípicos de virulência 

 

Foram realizados seis testes fenotípicos relacionados com a virulência dos 

microrganismos: oxidase, proteolítico, gelatinase, lipolítico, formação de biofilmes e 

hemolisina. Todos os testes foram realizados em duplicado. 

O teste proteolítico foi realizado em meio sólido com 1% de agar com 1,5% de leite 

desnatado e 1% de NaCl seguindo o protocolo de Ottaviani et al., (2009). As estirpes 

foram inoculadas e foram mantidas durante 48h numa estufa a 28ºC. Após as 48h foram 

observadas as placas para verificar se as estirpes apresentavam a capacidade 

proteolítica, isto é, se havia aparecimento, de um halo, em torno da zona de crescimento 

das estirpes. 

Para o teste da gelatinase foram preparados tubos com meio de cultura contendo 

gelatina onde se colocou dentro destes tubos um meio com 3,6g de gelatina, 1,5g de 

peptona e 0,9g de extrato de carne, segundo o protocolo de Pokhrel (2015).  As estirpes 

foram depois inoculadas com o auxílio de uma ansa nos tubos. Os tubos foram 

incubados juntamente com um meio não inoculado a 28°C, até 2 semanas. Os tubos 

foram retirados diariamente da estufa e colocados em gelo durante 15-30 minutos para 

verificar a ocorrência da liquefação da gelatina. A gelatina liquefaz a uma temperatura 

superior a 28°C e para confirmar que a liquefação se deveu à atividade gelatinase, os 

tubos são imersos num banho de gelo. Estes tubos foram inclinados para observar se a 

gelatina foi hidrolisada seguindo o protocolo de Tankeshwar (2014) em que se houvesse 

presença de um líquido, ou seja, gelatina hidrolisada este resultado seria positivo, 

porém, se não houvesse presença de líquido dentro do tubo significaria que a gelatina 

não teria sido hidrolisada e por isso o resultado seria negativo. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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O teste lipolítico foi realizado em meio, TSA com 1% NaCl e 1% Tween 80 seguindo o 

protocolo de Hossain et al., (2020). As estirpes foram inoculadas no centro da placa, 

fazendo um pequeno círculo e posteriormente foram mantidas durante 24h numa estufa 

a 28ºC de acordo com o protocolo. Após as 24h foram observadas as placas para 

verificar se as estirpes apresentavam a capacidade lipolítica. Um teste lipolítico positivo 

é observado pelo aparecimento de um brilho iridescente à volta das colónias. 

Para verificar a formação de biofilmes foi realizado um meio líquido de TSB com 1% de 

NaCl suplementado com 5% sucrose e 0,08% de vermelho do Congo seguindo o 

protocolo de Lee et al., (2016). As estirpes foram inoculadas nos tubos de 10 mL e 

posteriormente foram mantidos durante 48h numa estufa a 30ºC. Após as 48h foram 

observados os tubos para verificar se as estirpes apresentavam a capacidade de 

formação de biofilmes, sendo que, quando apresentaram um escurecimento da cor 

(vermelho escuro ou preto) nos tubos de ensaio foram considerados testes positivos. 

No teste da hemolisina inicialmente lavou-se 3 mL de sangue de dourada, com tampão 

fosfato concentrado 1x com um pH a 7,2, através de centrifugação (1000 rpm, 5 min, 

4ºC) o sangue posteriormente foi lavado mais 3 vezes através de outras centrifugações, 

seguindo o protocolo de Zhang et al., (2001) ficando no final com um total de 750 µL de 

eritrócitos. Posteriormente preparou-se meio, LB agar com 6% de tampão fosfato com 

5% de sangue de peixe. As estirpes foram inoculadas nas placas e mantidas na estufa 

a 28ºC durante 48h. Após as 48h foram observadas as placas para verificar se as 

estirpes apresentavam capacidade hemolítica que é demonstrada pela hemólise dos 

eritrócitos presentes no do agar. 

 

2.7. Pesquisa de genes de resistência a antimicrobianos 

 

A presença de genes de resistência a antimicrobianos foi realizada para um total de 23 

genes pertencentes a três classe de antimicrobianos; genes de resistência a quinolonas 

qnrS, qnrA, qnrB, qnrC, qnrD, qepA; genes de resistência a β-lactâmicos: blaIMP, 

blaVIM, blaKPC, blaNDM, blaOXA, blaCTX-M, blaSHV, blaTEM e genes de resistência 

à colistina: mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4, mcr-5, mcr-6, mcr-7, mcr-8, mcr-9. Os primers 

utilizados, para a sua amplificação e as condições para cada um estão presentes no 

Anexo 6.2. 
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A realização da pesquisa de genes de resistência para estas estirpes foi feita com os 

primers nas seguintes condições: um  ciclo inicial de desnaturação a 95 ° C em 5 

minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturação a 95 °C em 30 segundos, 35 ciclos de 

emparelhamento entre 50 e 60 °C em 30 segundos, 35 ciclos de extensão a 72 ° C entre 

15 a 45 segundos e um ciclo de extensão final a 72 ° C em 5 minutos. As reações de 

PCR foram realizadas num volume final de 50 µl, tendo-se usado 25 µL de taq 

polimerase (NZTTaqII 2x colourless Master Mix (Nzytech), de acordo com as instruções 

do fabricante, 0.25 μM de primer foward e reverse, 5 µL de DNA e água miliQ estéril na 

quantidade suficiente para perfazer o volume final. 

. 
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3. Resultados e Discussão 

. 

3.1. Testes de crescimento das estirpes estudadas 

Podemos observar na Tabela 3.1, o crescimento de todas as estirpes utilizando TSA 

com 1% de NaCl e TSB com 1% de NaCl ambos a 28ºC, seguido do meio TCBS com 

um crescimento, também, de 100% das estirpes do género Vibrio, porém não houve 

crescimento nas estirpes de Y. ruckeri quando inoculadas em meio TCBS. Observamos 

um efeito negativo do aumento da temperatura na resposta do crescimento destas 

estirpes, pois a 37°C os crescimentos diminuem para valores inferiores a 50% nos meios 

TSA com 1% de NaCl e TSB com 1% de NaCl e relativamente ao meio TCBS houve 

crescimento de quase todas as estirpes referentes ao género Vibrio e não houve 

crescimento das estirpes de Y. ruckeri 

 

Tabela 3.1 - Testes de crescimento das estirpes estudadas em diferentes meios e 

temperaturas. 

 

  

Meios de crescimento 

28°C 37°C 

Estirpes TCBS TSA+1%NaCl TSB+1%NaCl TCBS TSA+1%NaCl TSB+1%NaCl 

 
Vibrio 

alginolyticus 
 

12M 
CECT 
S21 

+ + + + + + 

 
Vibrio 

anguillarum 
 

10J AQV 
55 

+ + + + + + 

 
Vibrio 

harveyi 

Vh-
017/18 

+ + + + - - 

DSM 
19623 

+ + + - - - 

 
Yersinia 
ruckeri 

DSM 
18506 

- + + - - - 

QSP 57.1 - + + - - - 

 

Os melhores resultados de crescimento foram obtidos a 28°C para os meios TCBS 

(Figura 3.1), TSA com 1% de NaCl (Figura 3.2) e TSB com 1% de NaCl (Tabela 3.1). O 

que vai de acordo com o trabalho de Charles et al. (2019) que demostrou que 

microrganismos do género Vibrio crescem melhor em meios com adição de NaCl. Esta 

dependência de NaCl por parte das estirpes de Vibrio pode ser devido a funções 

osmóticas, pois o Na+ atua nos sistemas de permeação das bactérias que originam a 

entrada de substratos exógenos (Soto et al., 2019), o que permite a especificidade de 
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microrganismos para substratos sem gasto de energia (IPMA, 2020), o que comprova a 

necessidade de NaCl no meio para um crescimento ideal das estirpes de Vibrio (Kieffer 

et al., 2019). 

 

 

 

Figura 3.1- Exemplo de crescimento em TSA + 1%NaCl a 28°C da estirpe de Vibrio 

anguillarum 10J AQV 55 

 

 

Figura 3.2- Exemplo de crescimento em TCBS a 28ºC da estirpe de Vibrio alginolyticus 

12M CECT S21 

 

Por outro lado, Payne et al., (2015) sugere intervalos entre 20 e 40°C de temperatura 

nos quais os vibrios são capazes de crescer normalmente. Pesquisas recentes 

realizadas por Kalia et al., (2015) demostram que as bactérias do género Vibrio podem 

crescer mesmo a temperaturas abaixo de 10°C e acima de 37°C, no entanto, isso é 

contraditório com os resultados observados neste trabalho, no qual o crescimento a 

37°C foi impeditivo para metade dos isolados, o que pode ser devido as condições 
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ambientais de onde provêm as nossas amostras, a água do Atlântico que raramente 

excede 20°C (Krus, 2017). 

 

3.2. Pesquisa de genes de virulência 

 

Dos testes realizados com os 17 pares de primers selecionados para este trabalho, 

foram obtidos resultados positivos apenas para o gene luxR nas estirpes Vibrio 

alginolyticus 12M CECT S21 e Vibrio harveyi Vh-017/18 e para o gene toxR na estirpe 

12M CECT S21. 

 

Tabela 3.1- Resultados de PCRs, pesquisa genes de virulência para as diferentes 

estirpes 

Genes 

Estirpes 
Vibrio 
alginolyticus 

Vibrio 
anguillarum 

Vibrio harveyi Yersinia ruckeri 

12M CECT 
S21 

10J AQV55 Vh-
017/18 

DSM 
19623 

DSM 
18506 

QSP 
57.1 

ctxA - - - - - - 
ompU - - - - - - 
zot - - - - - - 
tcpA (toxR) - - - - - - 
tcpA (El 
Tor) 

- - - - - - 

tcpI - - - - - - 
hlyA - - - - - - 
hlyA (FW2) - - - - - - 
stn/sto - - - - - - 
luxR + - + - - - 
vhh - - - - - - 
vvh - - - - - - 
yrp1 - - - - - - 
ompK - - - - - - 
tlh - - - - - - 
VPI - - - - - - 
toxR + - - - - - 

 

Um estudo realizado por Rivera, (2001) verificou a presença de genes, nomeadamente 

ctxA, ompU, zot, tcpA (toxR), tcpA (El Tor), tcpI, hlyA, hlyA (FW2) e stn/sto em bactérias 

do género Vibrio. No entanto, os resultados obtidos no nosso trabalho não mostraram a 

presença destes genes nas estirpes estudadas (Tabela 3.2). 
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Xu et al., (2017) verificou no seu estudo a presença de genes, nomeadamente vvh e 

vhh em bactérias do género Vibrio. No nosso estudo, não foram verificadas a presença 

destes genes nas estirpes estudadas (Tabela 3.2). 

Num estudo realizado por Eissa et al., (2008) foi verificada a presença de genes, 

nomeadamente yrp1 na bactéria Yersinia ruckeri. No entanto, os resultados obtidos no 

nosso trabalho não mostraram a presença destes genes nas estirpes estudadas (Tabela 

3.2). 

Mohamed et al., (2015) observou no seu estudo a presença do gene ompK em bactérias 

do género Vibrio. No nosso estudo, com resultados obtidos no nosso trabalho não foi 

possível verificar a presença destes genes nas estirpes estudadas (Tabela 3.2). 

Um estudo realizado por Xie et al., (2005) verificou a presença dos genes tlh e VPI em 

bactérias do género Vibrio. No entanto, os resultados obtidos no nosso trabalho não 

mostraram a presença destes genes nas estirpes estudadas (Tabela 3.2). 

A deteção quorumsensing (capacidade das bactérias de detetar e responder, através 

da regulação génica, à densidade celular) do V. harveyi contém três canais (cada um 

alimentado por um sinal diferente) alimentando uma cascata comum de transdução de 

sinais, da qual o luxR é o principal regulador (Xu et al., 2017).  

Esta constatação é consistente com relatórios anteriores de que a patogenicidade de V. 

harveyi pode ser provocada devido à presença de múltiplos fatores de virulência. É claro 

que seria prematuro concluir que a virulência de V. harveyi é causada exclusivamente 

por este gene, e não podemos excluir a possibilidade de que outros genes de virulência 

(mesmo genes de virulência de outras espécies) também possam contribuir para a 

patogenicidade desta espécie (Zhu et al., 2017).  

Um estudo realizado por Ruwandeepika et al., (2010) verificou que os genes de 

virulência luxR estavam presentes em bactérias patogénicas da espécie V. harveyi 

enquanto a estirpe não patogénica desta espécie não possuía este gene no seu 

genoma, sugerindo que a existência destes genes pode contribuir para a patogenicidade 

do microrganismo. Nos resultados obtidos no nosso trabalho foi encontrada a presença 

do gene luxR para a estirpe ictiopatogénica de V. harveyi Vh-017/18 (Figura 3.3 e tabela 

3.2) enquanto a outra estirpe de V. harveyi DSM 19623(isolada de um anfípode), não 

contém este gene (Tabela 3.2) podendo assumir que a presença deste gene contribui 

para a patogenicidade das bactérias em peixes de aquacultura, podendo causar a 
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letalidade destes e posteriormente a perdas significas dos cultivos destes peixes se não 

for detetado antecipadamente tornando-se num tópico de grande importância. 

No entanto, no nosso estudo foi encontrado a presença do gene luxR na estirpe de V. 

alginolyticus (Figura 3.3 e Tabela 3.2), porém estudos realizados para a presença deste 

gene nesta bactéria não foram encontrados na Europa. A estirpe Vibrio harveyi DSM 

19623 foi considerada negativa para a presença do gene luxR, uma vez que não foi 

possível realizar a sequenciação deste produto de PCR e a repetição do PCR para a 

mesma estirpe foi negativo. (Anexo 6.9).  

 

 

Figura 3.3 - Amplificação do gene lux 

Gel de agarose a 1,5% com produtos de PCR resultantes da amplificação do gene lux. 

M – Marcador de pesos moleculares.  1. estirpe Yersinia ruckeri QSP 57.1, 2.  Estirpe 

Yersinia ruckeri DSM 18506, 3. Estirpe Vibrio harveyi Vh-017/18, 4. Estirpe Vibrio 

harveyi DSM 19623, 5. Estirpe Vibrio alginolyticus 12M CECT S21, 6. Estirpe Vibrio 

anguillarum 10J AQV55, (-) controlo negativo. Não houve controlo positivo. 

 

O gene toxR foi identificado pela primeira vez como um regulador transcriptional positivo 

do gene ctx, que codifica a toxina da cólera em V. cholerae. A proteína transmembranar 

codificada pelo toxR desempenha um papel importante na regulação coordenada do ctx 

e de vários outros genes, incluindo a tcp (pilli coregulação codificante de toxinas) e os 
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genes ompU e ompT (codificando as principais proteínas da membrana externa) (Pang 

et al., 2019). O toxR está presente em espécies de Vibrio, incluindo V. alginolyticus e V. 

harveyi o que sugere que V. alginolyticus pode ser um importante reservatório de muitos 

genes de virulência conhecidos de outras espécies de Vibrio no meio aquático (Dong et 

al., 2020).  

Estudos realizados por Dong et al., (2020) e Ruwandeepika et al., (2010) verificaram a 

presença do gene toxR em Vibrio alginolyticus. No nosso estudo a estirpe 

ictiopatogénica de V. alginolyticus, possuía o gene toxR (Figura 3.4) podendo assumir 

que a presença deste gene contribui para a patogenicidade desta bactéria podendo 

causar a letalidade destes e posteriormente a perdas significas dos cultivos tornando-

se num tópico de grande importância. No entanto os resultados obtidos no nosso 

trabalho não encontraram a presença do gene toxR na estirpe ictiopatogénica V. harveyi 

Vh-017/18 (Tabela 3.2). As estirpes Vibrio harveyi Vh-017/18 e Vibrio anguillarum 10J 

AQV55 foram consideradas negativas para a presença do gene toxR, uma vez que não 

foi possível realizar a sequenciação destes produtos de PCR e a repetição do PCR para 

as mesmas estirpes foram negativos. (Anexo 6.10).  

 

 

Figura 3.4- Amplificação do gene tox 

Gel de agarose a 1,5% com produtos de PCR resultantes da amplificação do gene tox. 

M – marcador de pesos moleculares.  1. estirpe Yersinia ruckeri QSP 57.1, 2.  Estirpe 

Yersinia ruckeri DSM 18506, 3. Estirpe Vibrio harveyi Vh-017/18, 4. Estirpe Vibrio 
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harveyi DSM 19623, 5. Estirpe Vibrio alginolyticus 12M CECT S21, 6. Estirpe Vibrio 

anguillarum 10J AQV55, (-) controlo negativo. Não houve controlo positivo. 

 

 

3.3. Testes fenotípicos de virulência  

 

Para o teste proteolítico foram obtidos resultados positivos para 4 das 6 estirpes, 

nomeadamente, Vibrio harveyi Vh 017/16, Yersinia ruckeri DSM 18506, Yersinia ruckeri 

QSP 57.1, e para Vibrio anguillarum V10JAQV 55. As 2 estirpes que obtiveram 

resultados negativos foram Vibrio alginolyticus V12M CECT S21 e Vibrio harveyi DSM 

19623.  

No teste lipolítico 4 das 6 estirpes apresentaram resultados positivos, Vibrio harveyi Vh 

017/16 Yersinia ruckeri QSP 57.1, Vibrio anguillarum V10J AQV55 e Vibrio alginolyticus 

V12M CECT S21. Vibrio harveyi DSM 19623 e Yersinia ruckeri DSM 18506 

apresentaram resultados negativos neste teste. 

Para a formação de biofilmes 3 das 6 estirpes apresentaram resultados positivos, 

nomeadamente Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio alginolyticus V12M CECT S21 e Vibrio 

anguillarum V10J AQV55. As 3 estirpes que apresentaram resultados negativos foram 

Vibrio harveyi DSM 19623, Yersinia ruckeri DSM 18506 e Yersinia ruckeri QSP 57.1. 

O teste da gelatinase apresentou resultados positivos para 3 das 6 estirpes, Vibrio 

harveyi Vh 017/16, Vibrio alginolyticus V12M CECT S21 e Vibrio harveyi DSM 19623. 

As estirpes que apresentaram resultados negativos foram Vibrio anguillarum V10J 

AQV55, Yersinia ruckeri DSM 18506 e Yersinia ruckeri QSP 57.1. 

Por fim para o teste da hemolisina apenas 2 das 6 estirpes apresentaram resultados 

positivos, Yersinia ruckeri QSP 57.1 e Vibrio anguillarum V10J AQV55. As restantes 

estirpes Vibrio harveyi Vh 017/16, Vibrio harveyi DSM 19623, Vibrio alginolyticus V12M 

CECT S21 e Yersinia ruckeri DSM 18506 apresentaram resultados negativos para este 

teste. 
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Tabela 3.2- Resultado dos testes fenotípicos realizados para cada uma das estirpes. 

Microrganismo Estirpes Proteolítico Lipolítico  Formação 
de 
Biofilmes 

Gelatinase Hemolisina 

Vibrio harveyi DSM 19623 - - - + - 

Vh 017/16 + + + + - 

Yersinia ruckeri DSM 18506 + - - - - 

QSP 57.1 + + - - + 

Vibrio 
anguillarum 

V10J AQV 
55 

+ + + - + 

Vibrio 
alginolyticus 

V12M 
CECT S21 

- + + + - 

 

As proteases segregadas podem servir como fatores de colonização ou virulência para 

várias bactérias patogénicas que vivem em ambientes contendo muco, como o trato 

gastrointestinal. Além disso, foi sugerido que uma atividade proteolítica por parte das 

estirpes do género Vibrio degrada a mucinina intestinal, permitindo um maior acesso 

aos recetores mucosais. Isto sugere que a protease pode facilitar a virulência. Pode ser 

apresentado um argumento semelhante para o papel da protease em espécies do 

género Vibrio, como V. anguillarum sendo que a atividade da protease ajuda a promover 

a colonização do intestino e da patogénese em peixes (Denkin e Nelson., 1999). 

Estudos anteriormente realizados indicaram que a atividade proteolítica está presente 

em espécies do género Vibrio como o Vibrio anguillarum e Vibrio harveyi (Denkin e 

Nelson., 1999; Ottavani et al., 2009; Teng et al., 2017; De Silva et al., 2018) assim como 

para a Yersinia ruckeri (Yilmaz et al., 2018). No nosso estudo o facto da estirpe 

ictiopatogénica de Vibrio harveyi e as estirpes de Yersinia ruckeri apresentarem esta 

capacidade (Figura 3.5 e tabela 3.3) pode significar que a capacidade proteolítica 

contribui para a patogenicidade da bactéria provocando a morte do peixe hospedeiro. 

 

Figura 3.5- Exemplo da atividade proteolítica da estirpe de Vibrio harveyi Vh 017/16. 
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A atividade lipolítica desempenha um papel importante no estabelecimento de infeções 

em seres vivos como peixes, perturbando as funções do sistema imunitário permitindo 

depois a propagação da bactéria. Esta capacidade tem sido cada vez mais ligada à 

virulência microbiana, uma vez que está envolvida na degradação dos componentes 

das células dos peixes hospedeiros, melhorando a aderência, contribuindo para a 

nutrição celular e evitando a célula hospedeira (Hossain et al., 2020) 

You et al. (2007), Teng et al., (2017), De Silva. (2018) e Hossain et al. (2020) realizaram 

estudos em que indicaram que espécies do género Vibrio têm a capacidade lipolítica, 

assim como, Delshad et al., (2018) indicou que a espécie Yersinia ruckeri tinha esta 

capacidade. No nosso estudo foram verificados resultados positivos para todas as 

estirpes menos para as estirpes de coleção de Vibrio harveyi DSM 19623 e Yersinia 

ruckeri DSM 18506 como mostra na tabela 3.3 podendo indicar que o facto das estirpes 

patogénicas possuírem a capacidade lipolítica, como é o caso de Yersinia ruckeri QSP 

57.1 (Figura 3.6) pode significar que a capacidade lipolítica contribui para a 

patogenicidade da bactéria de tal forma que pode mesmo provocar a morte do peixe 

hospedeiro. 

 

Figura 3.6- Exemplo da atividade lipolítica por parte da estirpe de Yersinia ruckeri QSP 

57.1 

A sobrevivência de espécies patogénicas do género Vibrio, tanto no ambiente natural 

como nos organismos hospedeiros, é suscetível de ser melhorada se as células 

existirem em biofilmes. A formação de biofilmes provocada pelas bactérias do género 

Vibrio, nos hospedeiros, especialmente no ambiente de aquacultura podem contaminar 

toda a cultura de peixes e aumentar a prevalência da Vibriose (You et al., 2007) 

A absorção de vermelho do Congo é usada para detetar a produção deste muco 

bacteriano. O muco bacteriano é muitas vezes associado a um muco que envolve a 

superfície bacteriana e permite que as bactérias formem biofilmes nas superfícies dos 
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hospedeiros e assim induzir a patogenicidade em peixes.  Este permite que as bactérias 

formem biofilmes induzindo também a resistência antimicrobiana (De Silva et al., 2018) 

Lee et al., (2016) e De Silva et al., (2018) afirmam que espécies do género Vibrio entre 

as quais V. harveyi, V. anguillarum e V. alginolyticus apresentam a capacidade de 

formação de biofilme. No estudo realizado por Nguyen (2020) este afirma que a Y. 

ruckeri apresenta formação de biolfime.  No nosso estudo o facto das estirpes de Vibrio 

anguillarum V10J AQV 55, Vibrio alginolyticus V12M CECT S21 e Vibrio harveyi Vh 

017/16 apresentarem esta capacidade (Figura 3.7). O facto das estirpes V. harveyi Vh-

017/18 e V. alginolyticus 12M CECTS21 apresentarem a formação de biofilmes pode-

se dever ao facto de estas possuírem o gene luxR no seu genoma (Tabela 3.2) uma vez 

que este tem a capacidade de formação de biofilmes (Guan et al., 2019) podendo 

significar que a capacidade de formação de biofilmes por parte das bactérias poderá 

contribuir para a sua patogenicidade em peixes.  

 

Figura 3.7- Exemplo de formação de biofilmes da estirpe de Vibrio harveyi Vh 017/16 

(tubo vermelho escuro) quando comprada com a estirpe Vibrio harveyi DSM 19623 (tubo 

vermelho). 

Espécies do género Vibrio segregam muitas enzimas extracelulares, incluindo a 

gelatinase que provoca a lise de componentes celulares. A deteção deste fator de 

virulência tem sido usada para investigar a patogenicidade dos vibrios em peixes. A 

gelatinase é uma enzima hidrolítica extracelular que ajuda as estirpes deste género nos 

mecanismos de invasão e colonização no peixe hospedeiro (Dahanayake et al., 2018). 

 

Estudos de Teng et al, (2017) e Dahanayake et al., (2018) apresentaram resultados para 

a presença de gelatinase nas suas espécies do género Vibrio, entre elas V. alginolyticus. 

No nosso estudo todas as estirpes do género Vibrio apresentaram resultados positivos 

como é o caso de V. harveyi DSM 19623 (Figura 3.8) excetuando a estirpe de V. 
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anguillarum V10J AQV 55. No entanto as estirpes de Y. ruckeri também não 

apresentaram resultados positivos no nosso estudo como mostra na tabela 3.3 

 

Figura 3.8- Exemplo da atividade de gelatinase por parte da estirpe de Vibrio harveyi 

DSM 19623. 

A hemolisina é uma toxina que ataca as membranas de eritrócitos de peixes causando 

a lise celular. Na maioria dos casos, as evidências baseadas em experiências in vivo ou 

relatórios clínicos sugerem que o envolvimento da capacidade hemolítica por parte de 

espécies do género Vibrio desempenha certamente um papel importante no processo 

de infeção podendo causar a morte do peixe hospedeiro (Mizuno et al., 2020). 

Em estudos realizados por Zhang et al., (2001), Teng et al., (2017), Çai e Zhang., (2018) 

e Mizuno et al., (2020) todos descreveram uma capacidade hemolisina positiva para 

espécies do género Vibrio em peixes.  Guijarro et al., (2018) e Acuña et al., (2021) 

indicaram nos seus estudos que a Y. ruckeri apresentava a capacidade hemolítica em 

peixes.  No nosso estudo foi verificada a capacidade hemolítica por parte da estirpe de 

V. anguillarum V10J AQV 55 (Figura 3.9) e da estirpe de Y. ruckeri QSP 57.1.o que pode 

significar que a capacidade hemolítica contribui para a patogenicidade da bactéria em 

peixes. 

 

 

Figura 3.9- Exemplo da atividade hemolítica por parte da estirpe de V. anguillarum V10J 

AQV 55  
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3.4.  Pesquisa de genes de resistência a antimicrobianos  

Dos testes realizados com os 23 pares de primers selecionados para este trabalho, não 

foram obtidos resultados positivos para nenhum dos genes em estudo. 

Várias investigações foram realizadas sobre a resistência apresentada por membros do 

género Vibrio a vários tipos de antimicrobianos sendo que a resistência a β-lactâmicos 

tem sido comumente demonstrada através da presença dos genes blaTEM, blaCTX-M, e 

blaNDM-1 (Silvester et al. 2019). Resultados semelhantes aos descrito não foram 

encontrados neste trabalho uma vez que nenhuma estirpe possuía nenhum destes 

genes de resistência. 

Zhang et al., (2018) encontraram genes de resistência à quinolona (qnr e qepA) em 

membros do género Vibrio. No entanto, os resultados obtidos no nosso trabalho não 

mostraram a presença destes genes nas estirpes estudadas. 

A resistência à colistina mediada por genes mcr, praticamente não foi relatada em 

bactérias do género Vibrio, existe apenas uma publicação para V. parahaemolyticus (Lei 

et al., 2019), cujo trabalho foi realizado a partir de alimentos na China; os resultados 

obtidos no nosso trabalho não mostraram a presença destes genes nas estirpes 

estudadas. 
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4. Conclusão 

 

Com os resultados obtidos para o genes de virulência e para os testes fenotípicos 

podemos concluir que os genes luxR e toxR estão presentes em estirpes do género 

VIbrio assim como todas as características de virulência analisadas neste estudo, 

verificando-se que a presença destes genes, assim como a sua expressão, e a presença 

destas características de virulência nestas estirpes fazem com que estas se tornem 

bastante problemáticas para peixes em aquacultura, provocando altas taxas de 

mortalidade nos cultivos e levando a perdas económicas significativas. Para combater 

estas estirpes o mais indicado será a deteção destas antecipadamente e o combate 

contra a sua presença com a utilização de probióticos, vacinação numa fase juvenil 

destes peixes e estratégias de imunoestimulação. 

Podemos concluir também que o facto de as bactérias apresentarem a formação de 

biofilmes se deve ao facto de estas possuírem o gene luxR no seu genoma uma vez 

que este contribui para a capacidade de formação de biofilmes (Guan et al., 2019). 

Para o teste de resistência a antimicrobianos foi testado um elevado número de genes 

de resistência, porém nenhuma das estirpes apresentava nenhum destes genes de 

resistência a β-lactámicos, quinolonas ou à colistina.  

Como perspetivas futuras será necessária uma identificação mais específica das 

espécies de Vibrio presentes em peixes de aquacultura assim como de outras bactérias 

ictiopatogénicas como é o caso de Photobacterium damselae subs. piscicida.  

A pesquisa e utilização de muitos outros genes para estudar mais detalhadamente a 

virulência e resistência específicos por parte destas bactérias assim como a realização 

de mais testes fenotípicos de virulência. 
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6. Anexos 

 

Anexo 6.1.  Primers utilizados para os testes de virulência com as condições de 

cada um destes 

Primer 
Tamanho 

(bp) 
Sequências 

Tempo 

extração 

(seg) 

Temperatura 

annealing 

(°C) 

Referência 

ctxA 564 bp 

fw: CGG GCA GAT TCT AGA CCT 

CCT G 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: CGA TGA TCT TGG AGC ATT 

CCC AC 

ompU 869 bp 

fw: ACG CTG ACG GAA TCA ACC 

AAA G 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: GCG GAA GTT TGG CTT GAA 

GTA G 

zot 947 bp 

fw: TCG CTT AAC GAT GGC GCG 

TTT T 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: AAC CCC GTT TCA CTT CTA 

CCC A 

tcpA 

(toxR) 
779 bp 

fw: CCT TCG ATC CCC TAA GCA 

ATA C 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: AGG GTT AGC AAC GAT 

GCG TAA G 

tcpA 

(El 

Tor) 

451 bp 

fw: CCT TCG ATC CCC TAA GCA 

ATA C 

60 20 
RIVERA, 

2001 
rev: TTA CCA AAT GCA ACG CCG 

AAT G 

tcpI 862 bp 

fw: TAG CCT TAG TTC TCA GCA 

GGC A 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: GGC AAT AGT GTC GAG 

CTC GTT A 

hlyA  
fw: GGC AAA CAG CGA AAC AAA 

TAC C 
60 20 

RIVERA, 

2001 
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481 bp 
rev: CTC AGC GGG CTA ATA 

CGG TTT A 

hlyA 

(El 

Tor) 

738/727 

bp 

fw: GAG CCG GCA TTC ATC TGA 

AT 

60 40 
RIVERA, 

2001 
rev: CTC AGC GGG CTA ATA 

CGG TTT A 

stn/sto 172 bp 

fw: TCG CAT TTA GCC AAA CAG 

TAG AAA 

55 20 
RIVERA, 

2001 
rev: GCT GGA TTG CAA CAT ATT 

TCG C 

luxR 618 

fw: ATG GAC TCA ATT GCA AAG 

AG 

50 60 
Xu et al., 

2017 
rev: TTA GTG ATG TTC ACG GTT 

GT 

vhh 1404 

fw: GAG GAC GTT TGG TGA GAT 

AA 

55 60  

rev: ACG ACG AAT ACA ATC TCT 

GG 

vvh 222 

fw: GCT ATT TCA CCG CCG CTC 

AC 

55 60 
Eissa et 

al., 2008 
rev: CCG CAG AGC CGT AAA 

CCG AA 

yrp1 787 

fw: GCG AGG AGG AAG GGT TAA 

GTG 

60 30  

rev: GAA GGC ACC AAG GCA 

TCT CTG 

ompK 319 

fw: GGC GGT CGC TCT GGT ATT 

55 60 

Mohamed 

et al., 

2015 

rev: TTG CCA TCG TAA GTG CTG 

TA 

tlh 448 

fw: AGC GGA TTA TGC AGA AC 

54 60 
Xie et al., 

2005 rev: GCT ACT TTC TAG CAT TTT 

CTC TGC  
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VPI 680 

fw: GCA ATT TAG GGG CGC GAC 

GT  

52 60 
Xie et al., 

2005 
rev: CCG CTC TTT CTT GAT CTG 

GTA G  

toxR 658 GAT TAG GAA GCA ACG AAA G  54 60 Xie et al., 

2005 
GCA ATC ACR TCC ACT TCC 

ACT GGT AAC 
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Anexo 6.2. Primers utilizados para os testes de resistência com as condições de 

cada um destes 

Primer 
Tamanho 

(bp) 
Sequências 

Tempo 

extração 

(seg) 

Temperatura 

annealing 

(°C) 

Referencia 

qnrS 428 

Fw GCAAGTTCATTGAACAGGGT 

30 54 

Cattoir, 

2007 

Re TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG 

qnrA 580 

Fw AGAGGATTTCTCACGCCAGG 

30 54 

Re TGCCAGGCACAGATCTTGAC 

qnrB 264 

Fw GGMATHGAAATTCGCCACTG 

30 54 

Re TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 

qnrC  

Fw   

30 50 
Wang, 

2009 
Re   

qnrD 644 

Fw CGAGATCAATTTACGGGGAATA 

25 50 
Cavaco, 

2009 
Re AACAAGCTGAAGCGCCTG 

qepA 596 

Fw AACTGCTTGAGCCCGTAGAT 

20 50 Kim, 2009 

Re GTCTACGCCATGGACCTCAC 

imp 232 

Fw GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 

15 50  

Re GGTTTAAYAAAACAACCACC 

vim 390 

Fw GATGGTGTTTGGTCGCATA 

25 55  

Re CGAATGCGCAGCACCAG 

kpc 798 

Fw CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 

25 52  

Re CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 

ndm 621 

Fw GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

25 52  

Re CGGAATGGCTCATCACGATC 

oxa 438 

Fw GCGTGGTTAAGGATGAACAC 

25 52  

Re CATCAAGTTCAACCCAACCG 
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CTX-M 593 

U1 ATGTGCAGYACCACTAARGTKATGGC 

25 

60  

U2 TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

bla-

SHV 
747 

Se ATGCGTTATATTCGCCTGTG 

25 55  

As TGCTTTGTTATTCGGGCCAA 

bla-

TEM 
445 

Se TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA 

25 50  

As ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT 

mcr1 320 

Fw AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC 

20 

58 
Rebelo, 

2018 

Re AGATCCTTGGTCTCGGCTTG 

mcr2 715 

Fw CAAGTGTGTTGGTCGCAGTT 

25 

Re TCTAGCCCGACAAGCATACC 

mcr3 929 

Fw AAATAAAAATTGTTCCGCTTATG 

30 

Re AATGGAGATCCCCGTTTTT 

mcr4 1116 

Fw TCACTTTCATCACTGCGTTG 

45 

Re TTGGTCCATGACTACCAATG 

mcr5 1644 

Fw ATGCGGTTGTCTGCATTTATC 

45 

Re TCATTGTGGTTGTCCTTTTCTG 

mcr6 556 

Fw GTCCGGTCAATCCCTATCTGT 

25 55 

Wang, 

2018 

Re ATCACGGGATTGACATAGCTAC 

mcr7 892 

Fw TGCTCAAGCCCTTCTTTTCGT 

30 55 

Re TTCATCTGCGCCACCTCGT 

mcr8 667 

Fw AACCGCCAGAGCACAGAATT 

30 60 

Re TTCCCCCAGCGATTCTCCAT 

mcr9  

Fw CGGTACCGCTACCGCAATAT 

  
Kieffer, 

2019 
Re ATAACAGCGAGACACCGGTT 
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Anexo 6.3.  Sequência consenso do  gene toxR para a estirpe Vibrio alginolyticus 

12M CECT S21 

Estirpe Gene Sequência FASTA 

12M 
CECT 
S21 

 
ToxR  

CCTCNAGTTGGCAGANAGACCAACGAAGTTTTAACCCGTAACGAGCTTCACGA
GTTTGTT 
TGGCGTGAGCAAGGTTTTGAGGTGGATGACTCAAGCCTGACTCAAGCGATTTC
TACTCTG 
CGTAAGATGTTGAAGGATTCAACAAAATCTCCAGAGTTTGTTAAAACGGTACCT
AAACGT 
GGCTACCAACTCATTTGTTCAGTGGAACGCTTGAGCCCATTTTCTACTGACTCT
AACACT 
GACGTTGAAGAAACCGCTTCTGAACACGAAGCGCCAGCAGTGGAGTTAGAAGC
GAGCGAT 
ACACCACCAACAGAGATAGTGACCGATACTACTGCTGATCTTGAGCCTCAAGTA
GAGCCG 
ACTAAAACTCAGCCGAAGCCAGCATCTAACACGATTAACTGGCTACCGCGTGT
CATTATC 
TTTTTGTCTCTGCTGCTTCCTGTTTGCGTATTGTTATTCACGAACCCTGCGGAAT
CCCAA 
TTCCGTCAGATTGGTGAGTATCAAAATGTACCAGTGATGACACCTGTAAATCAC
CCTCAA 
ATCAACAACTGGTTGCCTTCAATAGAGCAATGCATTGAGCGCTACGTGAAGCA
CCATGCA 
GAAGACTCGTTACCAGTGAAGTTGATTGCAA 

 

 

 

Anexo 6.4. Resultado da sequenciação do gene luxR para a estirpe Vibrio alginolyticus 

12M CECT S21 

Bactéria 
Gen

e 
Sequência FASTA 

 
 
Vibrio 
alginolyticus1
2M CECT 
S21 

 
 
 
 
lux
R  

CAAGGCTTCTCAATTAAGCGTAAGCAACAGTTAATGGGAAATCGCATTGG
AAGTATTTGC 
GCGCCGCGGCATCGGTCGTGGTGGTCACGCAGATATCGCAGAAATTGCT
CAAGTTTCTGT 
GGCGACTGTTTTTAACTACTTCCCTACACGCGAAGACTTGGTGGATGAAG
TTCTCAATCA 
CGTCGTACGTCAGTTCTCAAACTTCCTATCGGATAACATAGACCTAGACT
TACATGCACG 
TGAAAACATCGCCAATATTACTAATGCGATGATCGAGCTTGTCAGCCAAG
ACTGTCACTG 
GCTAAAGGTATGGTTCGAGTGGAGTGCTTCAACACGTGATGAAGTATGG
CCATTGTTTGT 
TTCAACTAACCGTACTAACCAGTTGCTGGTACAAAACATGTTCATTAAAGC
AATTGAACG 
CGGTGAGGTGTGTGACCAGCACGATTCAGAACACTTGGCAAACCTGTTC
CACGGTATTTG 
TTACTCACTGTTTGTCCAAGCGAACCGCGCTAAAGGTGAAGCGGAACTG
AAACATCTAGT 
GAATTCATACTTAGATATGCTTTGCATTTACAACCGTGAACATCACTAAAA 
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Anexo 6.5. Resultado da sequenciação do gene luxR para a estirpe Vibrio harveyi 

Vh 017/18 

Bactéri
a 

Gen
e 

Sequência FASTA 

 
 

Vibrio 
harvey

i 
Vh 

017/1
8 

 
 
 
 

luxR 
 

CAAGGTTTCCCTCTAAACGTAAACAGCAACTAATGGGAAATCGCTCTTGAAGTGT
TTGCT 
CGTCGCGGCATTGGTCGTGGTGGTCACGCTGATATTGCAGAGATTGCTCAAGTT
TCTGTT 
GCGACAGTATTTAACTACTTCCCAACTCGCGAAGACTTGGTGGATGAAGTTCTGA
ATCAC 
GTGGTTCGTCAATTCTCGAACTTCTTATCAGATAACATCGACTTAGACATTCATGC
ACGC 
GAGAACATCGCTAACATCACTAACGCAATGATTGAACTAGTAAGCCAAGATTGCC
ATTGG 
TTGAAAGTTTGGTTCGAGTGGAGTGCATCAACACGTGATGAAGTGTGGCCACTA
TTCGTA 
ACGACAAACCGCACCAACCAACTGCTGGTGCAAAACATGTTCATCAAAGCTATC
GAACGT 
GGGGAAGTTTGTGACCAACATGAACCGGAACACTTGGCGAATCTGTTCCATGGT
ATTTGT 
TACTCTATCTTCGTACAAGCAAATCGCTCTAAGAGCGAAGCCGAGCTATCAACAC
TCGTT 
AGTGCTTACCTAGATATGTTGTGCATCTACAACCGTGAACATCACTAAAA 

 

 

Anexo 6.6.  Resultado da sequenciação do gene toxR para a estirpe Vibrio 

alginolyticus 12M CECT S21 na bases de dados NCBI Blast 

 

 

 

 



52 

 

Anexo 6.7. Resultado da sequenciação do gene luxR para a estirpe Vibrio 

alginolyticus 12M CECT S21 e comparação nas bases de dados 

 

 

 

 

 

Anexo 6.8. Resultado da sequenciação do gene luxR para a estirpe Vibrio harveyi 

Vh-017/18 e comparação nas bases de dados 
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Anexo 6.9. Amplificação do gene lux para a estirpe Vibrio harveyi DSM 19623 

Gel de agarose a 1,5% com produtos de PCR resultantes da amplificação do gene lux. 

M – Marcador de pesos moleculares 4. Estirpe Vibrio harveyi DSM 19623, (-) controlo 

negativo. Não houve controlo positivo. 

 

Anexo 6.10. Amplificação do gene tox para as estirpes Vibrio harveyi Vh-017/18 e 
Vibrio anguillarum 10J AQV55 

Gel de agarose a 1,5% com produtos de PCR resultantes da amplificação do gene tox. 

M – Marcador de pesos moleculares. 3. Estirpe Vibrio harveyi Vh-017/18 6. Estirpe Vibrio 

anguillarum 10J AQV55, (-) controlo negativo. Não houve controlo positivo. 
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