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A aqüicultura é o setor da agropecuária brasileira 

com maior expansão nos últimos anos, que segundo 
dados do último levantamento da Food and Agriculture 
Organization (FAO, 2006) o crescimento da atividade 
no Brasil superou a média mundial. Essa é apontada 
como um mercado estratégico para o desenvolvimento 
sustentável, produção de alimentos e ampliação de 
fronteiras inesploradas no país. Apesar da importância 
do setor, as atividades de aqüicultura ainda não foram 
incluídas no censo agropecuário brasileiro. Em face à 
necessidade premente de informações estatísticas sobre 
a aqüicultura no país, o Ministério da Ciência e 
Tecnologia e o Conselho Nacional de Desenvolvimento 
Científico e Tecnológico articularam um levantamento 
em âmbito nacional das características, perspectivas e 
limitações da atividade aquícola (Valenti et al, 2000). 
Os resultados desse estudo mostraram as aptidões atuais 
e perspectivas de cada região do país, bem como os 
entraves para o aumento da produção e da 
produtividade dos plantéis. Dentre os entraves 
apontados, os aspectos sanitários da produção e a falta 
de estrutura para o diagnóstico das principais 
enfermidades infecciosas foram considerados de grande 
relevância. 

Dentre as bactérias potencialmente patogênicas 
para peixes destacam-se as Aeromonas móveis, 
Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae. 
Em Minas Gerais e no Brasil o controle dessas doenças 
têm sido feito somente pelo uso de antibióticos 
incorporados à ração (para animais em engorda), ou 
administrados diretamente na água de cultivo para 
tratamento de alevinos. Em ambientes aquáticos, essas 
drogas ocasionam grande impacto no ambiente, 
associado a resíduos químicos na água, bem como a 
seleção de bactérias resistentes. Ainda, nos últimos 
anos, os resíduos de antibióticos em carcaças de peixes 
têm sido uma barreira ao comércio internacional, 

principalmente o destinado à exportação para os 
Estados Unidos e Comunidade Européia.  

Avanços cientificos recentes, principalmente no 
campo da biotecnológica, tem auxiliado no 
esclarecimento e controle dos processos patogênicos em 
peixes. Ferramentas e técnicas de biologia molecular 
têm sido desenvolvidas e utilizadas para o diagnóstico 
das principais doenças, identificação de fatores de 
virulencia, caracterização molecular de isolados e  
desenvolvimento de vacinas. A seguir serão discutidos 
as principais tecnologias e avanços nesses campos. 
  

Patógenos Emergentes na 
Piscicultura  

 
As infecções por Aeromonas móveis são de 

ocorrência mundial e provavelmente a doença 
bacteriana mais comum em peixes de água doce (Noga, 
1996).  Essas possuem como fatores predisponentes 
diversas condições de estresse as quais podem ser 
submetidas as populações de peixes, como o excesso de 
matéria orgânica na água, oxigênio dissolvido abaixo 
das concentrações adequadas e alta densidade animal, 
no entanto. Descrição mais antigas consideram esses 
patógenos como oportunistas, atualmente essas 
bactérias foram relatadas como emergentes agentes 
primários, possuindo mecanismos altamente específicos 
para promoção de doenças (Chacon et al., 2004; Vilches 
et al., 2004; Sha et al., 2005; Yu et al., 2005)O gênero 
Aeromonas compreende um grupo de organismos que 
têm amplamente distribuidas em ambientes aquáticos. 
Adaptadas ao crescimento em temperaturas que variam 
de 5°C a 37°C, essas são bastonetes Gram-negativos, 
oxidase positivos, anaeróbicos facultativos  e estão 
presentes na superfície e brânquias dos peixes 
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(Kozinska, 2007). A taxonomia deste grupo sofreu 
muitas alterações nas últimas décadas e até o presente 
momento a caracterização das especies por testes 
bioquímicos e métodos moleculares não está totalmente 
padronizada, havendo ainda muitas controversias 
(Saadreva et al., 2006). Aeromonas caviae, Aeromonas 
sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas bestiarum e 
Aeromonas veronii são as principais causadoras de   
doenças em peixes, que em conjunto são denominadas 
de “septicemia por aeromonas moveis”. Essas são 
chamadas de móveis pois apresentam motilidade por 
flagelos polares e laterais. Os sinais clínicos de infecção 
podem variar de lesões de pele, superficiais ou 
profundas, a quadros típicos de septicemia. As lesões de 
pele podem se apresentar como áreas de hemorragia e 
necrose de extensão variada, que podem progredir para 
úlceras que acometem geralmente o tecido muscular. 
Nos quadros de infecção sistêmica são observados a 
exoftalmia, abdômen distendido contendo líquido 
serosanguinolento e presença de petéquias hemorrágicas 
nas vísceras (Pavanelli et al, 2002).  

Os fatores de virulência da bactéria estão 
relacionados com a invasão, replicação e evasão do 
sistema imune hospedeiros, alem de provocarem as 
lesões durante a patogênese da doença (Vilches et al., 
2004). Vários fatores de virulência têm sido descritos 
em Aeromonas hydrophila. Dentre eles antígeno O, 
cápsulas, a camada S, exotoxinas como hemolisinas e 
enterotoxinas, exoenzimas como lipases, amilases e 
proteases e mais recentemente o sistema de secreção 
tipo III (SSTT) (Yu et al., 2004).  

A columnariose é uma doença de distribuição 
mundial que acomete a maioria das espécies de peixes 
de água doce. Altamente impactante, é a segunda 
enfermidade que mais causa prejuízos à indústria 
americana do “catfish” (Arias, et al., 2004). No Brasil 
não existem dados sobre seu impacto na produção de 
peixes, porém, surtos da doença são frequentemente 
observados nas pisciculturas nacionais, principalmente 
nas larviculturas. Flavobacterium columnare é o agente 
etiológico dessa doença. Fenotipicamente essa bactéria 
é caracterizada como um bastonete longo, Gram 
negativo, móvel, forma colônias filamentosas de 
coloração amarelada (produz um pigmento denominado 
flexirubina) e não cresce em meios de cultura 
convencionais. A sintomatologia clinica da doença é 
caracterizada pela erosão da pele e nadadeiras. Com a 

evolução do quadro (24-48 horas após) ocorre o 
acometimento de tecidos adjacentes, causando necrose 
muscular e destruição total das nadadeiras (Decostere, 
et al, 1999). 

A ocorrência dessa doença está associada a 
fatores predisponentes que aumentam a susceptibilidade 
dos animais ao agente etiológico. Amostras com alta 
virulência podem infectar peixes sadios, porém, o 
estresse oriundo da manipulação grosseira, transporte 
prolongado, baixa qualidade de água, lesões mecânicas 
etc. colaboram e propiciam o desencadeamento de 
surtos (Suomalainen et al., 2005a). Adesinas e a enzima 
condroitina AC-liase são os principais fatores de 
virulência associados às infecções por F. columnare. A 
aderência às superfícies corpóreas (pele, brânquias e 
nadadeiras) é uma etapa fundamental na patogênese da 
doença. A virulência das amostras está diretamente 
relacionada à sua capacidade de aderir à superfície 
corporal do hospedeiro (Decostere, et al, 1999).  Uma 
correlação entre a de infestações parasitarias na pele e 
brânquias e o aumento na infectividade das amostras F. 
columnare tem sido observado na prática.  Trutas arco-
íris parasitadas por digenéticos são mais susceptíveis a 
columnariose quando infectadas experimentalmente 
(Suomalainen et al., 2005b).  

As bactérias do gênero Streptococcus são 
patogênicas para uma ampla gama de hospedeiros, 
dentre eles seres humanos, peixes de água doce e 
marinhos. As infecções causadas por esses 
microrganismos são impactantes para diversos 
segmentos da produção animal, incluindo a aqüicultura. 
Duas espécies têm sido descritas como os principais 
agentes etiológicos causadores de infecções nervosas 
em peixes: Streptococcus agalactiae e Streptococcus 
iniae. Esses ocasionam enormes prejuízos 
principalmente para a tilapicultura mundial (Evans et 
al., 2000; Agnew e Barnes, 2007; Mian et al., in press). 
Infecções causadas Streptococcus agalactiae vem sendo 
descritas na literatura desde meados do século 30. 
Também conhecido com Streptococcus do Grupo B, 
essa bactéria é um importante patógeno para seres 
humanos estando associada a casos de 
meningoencefalites em recém-nascidos (Maione et al., 
2005). Em bovinos, esse microrganismo é responsável 
por quadros de mamite clínica e subclínica (Keefe, 
1997). Nas ultimas décadas essa bactéria tem se 
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destacado como patógeno emergente na piscicultura. 
Casos de infecção por essa bactéria foram descritas em 
mais de 20 espécies de peixes (Olivares-Fuster et al., 
2008). No Brasil, o primeiro relato de infecção por S. 
agalactiae em peixes foi realizada no ano de 2006 por 
Figueiredo et al.  

Streptococcus iniae é um patógeno que acomete 
diversas espécies de peixes e atualmente têm sido descrito 
como zoonótico para humanos. O primeiro isolamento 
dessa bactéria ocorreu na década de 70, a partir de 
abscessos subcutâneos de um golfinho. Desde então, 
surtos de doenças em piscicultura, causadas por esse 
microrganismo, foram observadas na maioria dos 
continentes. Atualmente, essa bactéria é um dos patógenos 
de maior relevância para a produção de peixes, 
principalmente na Ásia (Agnew e Barnes, 2007). No Brasil 
até o presente momento não existem relatos do isolamento 
e identificação dessa bactéria. 

A introdução desses agentes em uma propriedade 
livre ocasiona um impacto devastador na criação, com 
morbidade e mortalidade elevadas, que pode dizimar o 
plantel (Panisk et al, 2005).  Os fatores predisponentes 
são os mesmos das demais doenças bacterianas em 
peixes (estresse, variação brusca na temperatura da água, 
excesso de amônia, alta densidade de estocagem, baixa 
qualidade de água etc.) (Panisk et al., 2005). As infecções 
por S. agalactiae em peixes são caracterizadas por 
quadros de septicemia e meningoencefalite.  Já as 
causadas por S. iniae manifestam-se de forma diferente 
de acordo com o sorotipo envolvido. A doença pode 
ocorrer na forma de abscessos multifocais na musculatura 
dos animais, denominada de “gulf ball disease” ou de 
maneira clássica (septicêmicos e meningoencefalites).  
Os principais sinais clínicos são abscessos multifocais 
(“gulf ball disease"), natação errática e em rodopios, 
exoftalmia unilateral ou bilateral, perda de escamas, 
escurecimento do tegumento, anorexia, excitabilidade e 
morte. Após alta mortalidade inicial, a doença atinge um 
quadro endêmico no plantel. Caso o tratamento não seja 
realizado essa pode persistir na propriedade através dos 
sucessivos ciclos de produção (Agnew e Barnes, 2007). 

 

Diagnóstico, Fatores Virulência e 
Caracterização Molecular dos Isolados 

 

As técnicas de biologia molecular propiciaram 
uma melhora significativa na eficiência e qualidade do 

diagnóstico de enfermidades de peixes. Isso ocorreu 
principalmente para doenças causadas por vírus e 
bactérias de difícil isolamento e cultivo em laboratório. 
Inicialmente técnicas de hibridização eram utilizadas 
para detectar e comparar porções do genoma dos 
microrganismos. Porém, na década de 80 foi 
desenvolvida a reação em cadeia da polimerase (PCR 
sigla em inglês). Essa técnica permite a clonagem “in 
vitro” de segmentos específicos do DNA patógenos, 
detectados por meio de pequenas sondas chamadas de 
primers. Esses ligam-se a seqüências especifica  e são 
reconhecidas pela enzima DNA polimerase que inicia a 
produção de uma seqüência complementar a fita molde. 
Posteriormente os produtos são visualizados por 
eletroforese em gel de agarose. Devido à especificidade 
dos primers e agilidade a PCR é ferramenta molecular 
(sem sombra de dúvida) mais utilizada para o 
diagnóstico de doenças em animais, seres humanos e 
plantas. Outra aplicação importante dessa técnica e para 
a detecção de genes de virulência nos isolados, 
permitindo inferência sobre a patogenicidade das 
diferentes amostras.   

O SSTT é um importante fator de virulência para 
diversas espécies de bactérias Gram negativas e 
positivas (Cornelis et al., 2000). O estudo desse fator de 
virulência pela técnica de PCR tem um interesse 
especial devido à intrínseca relação que promove entre 
as células da bactéria e do hospedeiro. Esse sistema é 
composto por uma nano-maquinária microscópica em 
formato de agulha e proteínas efetoras da bactéria que 
são injetadas diretamente na célula hospedeira, 
alterando funções fisiológicas e a homeostasia (Coburn 
et al., 2007). Grande parte da virulência de amostras de 
Aeromonas hydrophila tem sido atribuída à presença do 
SSTT, visto a disparidade na virulência de isolados 
positivos e negativos para esses fator de virulência, 
sendo os isolados negativos significativamente menos 
patogênicos que os positivos. 

Devido à ampla distribuição mundial da F. 
columnare, a variabilidade genética e fenotipica entre 
amostras de diferentes origens geográficas têm sido 
descritas na literatura. Isolados brasileiros de F. 
columnare analisados pela técnica de FAME 
mostraram-se diferentes de norte-americanos e 
israelenses, com possível implicação no padrão 
antigênico das diferentes amostras (Figueiredo et al., 
2005).  O diagnóstico é realizado pelo isolamento da 
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bactéria em meios de cultura especiais e posteriormente 
a identificação por técnicas bioquímicas ou moleculares 
(Bader e Shotts, 1998; Bader et al., 2003; Darwish et 
al., 2004). Dentre as técnicas moleculares PCR é sem 
duvida a ferramenta mais eficiente e utilizada para o 
diagnóstico da columnariose. Diversos protocolos são 
utilizados, geralmente com primers específicos para 
regiões conservadas do genoma das bactérias (Bader et 
al., 2003; Darwish et al, 2004). Vacinas sintetizadas 
com isolados específicos têm sido utilizadas para a 
prevenção da columnariose (Bader et al., 1997; 
Grabowski et al, 2002), contudo, a existência de 
proteção cruzada entre amostras de diferentes regiões 
não foi determinada. 

Diversas técnicas moleculares tem sido utilizados 
para a caracterização molecular de S. agalactiae, dentre 
elas a eletroforese em campo pulsado  (PFGE) e o 
sistema de tipificação de multi lócus (MLST). A PFGE 
requer a utilização de uma única enzima de restrição 
que possua sítio pouco freqüente no DNA, o que resulta 
em um número reduzido de fragmentos grandes, 
facilitando sua visualização, e tem boa 
reprodutibilidade.  Portanto, os perfis eletroforéticos 
obtidos para as diferentes cepas são mais facilmente 
comparados em relação aos obtidos com técnicas de 
eletroforese convencionais (Fasola, Livdahl e Ferrieri, 
1993). A técnica de MLST é baseada na amplificação e 
sequenciamento de no mínimo três genes conservados, 
o que permite realizar inferências sobre proximidade 
evolutiva dos diferentes isolados. Essa técnica tem sido 
para diversos estudos em GBS isolados de seres 
humanos, principalmente para determinação de 
diferentes sorotipos (Martins et al., 2007). 

 
Desenvolvimento de Vacinas 

 
Em todo mundo o uso de vacinas como método 

imunoprofilático na aqüicultura tem aumentado 
significativamente, seguindo a tendência de expansão 
da atividade. Porem, a vacinologia em peixes é ainda 
uma área prematura, tanto cientificamente como na 
capacidade de transferência de tecnologia para as 
indústrias (Gudding et al., 1999). Vacinas contra os 
principais patógenos para peixes têm sido 
desenvolvidas (Gudding et al., 1999; Klesius et al., 
2004; Vanderberg, 2004; Agnew e Barnes, 2007; 
Tonheim et al., 2008). Os peixes podem ser imunizados 

por via injetável, preferencialmente por injeção intra-
peritonial (i.p.); por imersão, onde os animais são 
imersos em solução aquosa contendo os antígenos 
vacinais; ou pela administração oral das vacinas. Esses 
métodos apresentam diferentes vantagens e 
desvantagens quanto à eficiência da imunização, 
praticidade, efeitos colaterais e custo – benefício 
(Gudding et al., 1999). O método de administração afeta 
diretamente a imunidade protetora induzida pela 
vacinação. As vacinas injetáveis são as que induzem 
respostas inatas e adaptativas em maior intensidade e 
mais duradouras, em comparação as demais vias. 
Porem, na prática vacinas de baixo custo e que não 
demandem manejo intenso dos animais durante a 
vacinação são as que apresentam melhores resultados 
em pisciculturas tropicais. Métodos não injetáveis, 
como a imersão, permitem a imunização de milhares de 
peixes em um período reduzido de tempo (Klesius et al., 
2004), contudo, grandes quantidades de vacina são 
necessárias (Vanderberg, 2004). Em virtude da 
praticidade do processo e ausência de estresse, as 
vacinas orais têm se tornado uma alternativa viável para 
imunização dos peixes. Apesar disso, os níveis de 
resposta atingidos por essa via quando utilizada como 
única forma de imunização são baixos (Romalde et al., 
2004) e até casos de imunossupressão podem ser 
observados (Vanderberg, 2004). Resultados positivos 
têm sido obtidos com o uso de veículos orais a re-
imunização dos peixes. Romalde et al. (2004) avaliaram 
o uso de micropartículas de alginato como veiculo oral 
para a imunização de peixes, verificando seu efeito 
como método único de vacinação e como reforço 
(“booster”) para doses primárias via i.p. ou imersão. A 
revacinação com esse modelo de vacina foi eficiente 
contra infecções causadas pela bactéria Lactococcus 
garviaea, sendo uma alternativa viável para a 
imunização de espécies de peixes com ciclos de 
produção longos. 

Vacinas vivas, inativadas e de DNA (menor 
frequência) são os principais tipos utilizados. Diversas 
metodologias são utilizadas para o desenvolvimento 
dessas vacinas, porem para a obtenção de produtos 
eficientes à identificação dos principais fatores de 
virulência dos microrganismos deve ser o ponto de 
partida. Esses são utilizados posteriormente como 
antígenos vacinais para a imunização dos animais. 
Porem, apesar de tal premissa, a maioria das vacinas 
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utilizadas na aqüicultura tem sido desenvolvidas de 
forma empírica, muitas vezes por tentativa e erro. 
(Gudding et al., 1999).  

Vacinas contra F. columnare, A. hydrophila e S. 
agalactiae tem sido descritas na literatura. A 
imunização de Ictalurus punctatus via imersão com 
vacina viva modificada contra F. columnare mostrou-se 
eficiente na indução de resposta imune, conferindo 
proteção aos animais quando desafiados 
experimentalmente (Shoemaker et al., 2007). De 
maneira similar, vacina viva atenuada (Vivas et al., 
2004; Vivas et al., 2005) e fantasmas bacterianos 
(envelope celular ausente de conteúdo citoplasmático) 
(Chu et al., 2008) contra Aeromonas hydrophila 
promoveram incremento na imunidade das espécies 
testadas. Tilápias imunizadas com bacterina mais 
produto extracelular concentrado de S. agalactiae 
apresentaram proteção significativa à infecção quando 
comparadas aos grupos controle não vacinados (Evans 
et al., 2004; Pasnik et al., 2005a; Pasnisk et al., 2005b). 

 Atualmente, já existem vacinas comerciais 
contra alguns desses patógenos, porem, nenhuma delas 
está licenciada para uso no Brasil. Alem disso, não 
existem estudos da eficiência desses produtos frente a 
desafios com as amostras isoladas no país. 
Variabilidade genética e fenotípica têm sido observadas 
quando amostras nacionais são comparadas com 
amostras de referencia e isoladas de outras localidades, 
principalmente para F. columnare (Figueiredo et al., 
2005; Olivares-Fuster et al., 2007a) e S. agalactiae 
(Olivares-Fuster et al., 2008). Para F. columnare tais 
variações se refletem na virulência e predileção por 
hospedeiro (Olivares-Fuster et al., 2007b; Shoemaker et 
al., 2008). Não existem dados, porem, é provável que as 
amostras de S. agalactiae e A. hydrophila apresentem 
comportamento similar. Tais indícios embasam a 
necessidade por informações sobre o perfil antigênico 
dos patógenos isolados no país. 

O desenvolvimento de vacinas é um processo 
baseado na identificação de estruturas únicas presentes 
nas células de um determinado microrganismo, gerando 
imunidade quando administrada como vacina. 
Características como ser conservado entre diferentes 
isolados, induzir a formação e anticorpos específicos, 
conferir proteção, segurança e ser eficiente para o 
hospedeiro imunizado são características fundamentais 
para um candidato a antígeno vacinal (Chakravarti et 

al., 2001). A parede celular (Gram positivas) e 
membrana externa (Gram negativas) são as interfaces 
da célula bacteriana com o ambiente ou hospedeiro, no 
caso de bactérias patogênicas. Essas estruturas ancoram 
proteínas e outras substâncias essências para adesão, 
invasão, imunoevasão, resistência à fagocitose etc. 
durante os processos patogênicos, alem disso, auxiliam 
na manutenção da integridade celular e adaptação ao 
ambiente.  Devido ao contato direto dessas com as 
células do sistema durante as infecções essas são os 
principais candidatos a antígenos vacinais, 
principalmente as proteínas (Cordwell, 2007; Harding et 
al., 2007). Três métodos principais são utilizados 
rotineiramente para identificação de antígenos na 
superfície das células bacterianas. O primeiro é baseado 
na predição “in silico” da proteínas a partir do genoma 
do microrganismos, com o uso de algoritmos como o 
PSORT. Esse método é rápido, porem, necessita do 
genoma completo da bactéria estudada e não estima a 
concentração na célula. O segundo é realizado através 
da separação das substancias presentes no citoplasma 
dos constituintes da membrana celular por eletroforese 
em duas dimensões (2D) ou cromatografia 2D seguida 
de determinação espectrometria de massa. O terceiro 
método utiliza um dos supracitados para definição das 
proteínas encontradas na superfície celular são 
posteriormente avaliadas por ensaios imunológicos 
(anticorpos marcados ou immunoblotting) (Rodriguez-
Ortega et al., 2006). 

A eletroforese 2D é o método mais utilizado para 
determinação do perfil protéico de células bacterianas e 
produtos extracelulares de patógenos clássicos com 
Escherichia coli (Han e Lee, 2006). Essa técnica tem 
sido usada em analises imunoproteômicas para 
caracterização antigênica de Flavobacterium 
psychrophilum (Crump et al., 2001;) e identificação de 
potenciais antígenos vacinais para S. iniae (Shin et al., 
2007) e F. psychrophilum (Sudheesh et al., 2007), 
patógenos importantes para a tilapicultura e 
salmonicultura mundial, respectivamente. 

A partir do mapa proteômico obtido na 
eletroforese 2D, comparações do perfil imunogênico de 
diferentes isolados podem ser avaliados 
computacionalmente. Esse tipo metodologia tem sido 
aplicada para comparação de diferentes amostras e 
espécies bacterianas de importância médica como 
Burkholderia pseudomallei e Burkholderia thailandensis 
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(Wongtrakoongate et al., 2007) e veterinária com S. 
aureus isolados de casos de mastite bovina (Taverna et 
al., 2007). A detecção de antígenos comuns em 
diferente isolados bacterianos possibilita o 
desenvolvimento de vacinas eficientes contra um maior 
numero de amostras.  
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