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A aqiiicultura € o setor da agropecuaria brasileira
com maior expansdo nos ultimos anos, que segundo
dados do ultimo levantamento da Food and Agriculture
Organization (FAO, 2006) o crescimento da atividade
no Brasil superou a média mundial. Essa ¢ apontada
como um mercado estratégico para o desenvolvimento
sustentavel, produgdo de alimentos e ampliagdo de
fronteiras inesploradas no pais. Apesar da importancia
do setor, as atividades de aqiiicultura ainda ndo foram
incluidas no censo agropecuario brasileiro. Em face a
necessidade premente de informagdes estatisticas sobre
a aqiicultura no pais, o Ministério da Ciéncia e
Tecnologia e o Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnologico articularam um levantamento
em ambito nacional das caracteristicas, perspectivas e
limitagcdes da atividade aquicola (Valenti et al, 2000).
Os resultados desse estudo mostraram as aptiddes atuais
e perspectivas de cada regido do pais, bem como os
entraves para o aumento da producdo e da
produtividade dos plantéis. Dentre os entraves
apontados, os aspectos sanitarios da produgdo e a falta
de estrutura para o diagndstico das principais
enfermidades infecciosas foram considerados de grande
relevancia.

Dentre as bactérias potencialmente patogénicas
para peixes destacam-se as Aeromonas moveis,
Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae.
Em Minas Gerais e no Brasil o controle dessas doengas
ttm sido feito somente pelo uso de antibidticos
incorporados a ragdo (para animais em engorda), ou
administrados diretamente na &gua de cultivo para
tratamento de alevinos. Em ambientes aquaticos, essas
drogas ocasionam grande impacto no ambiente,
associado a residuos quimicos na agua, bem como a
selegdo de bactérias resistentes. Ainda, nos ultimos
anos, os residuos de antibidticos em carcacas de peixes
tém sido uma barreira ao comércio internacional,
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principalmente o destinado a exportagdo para os
Estados Unidos e Comunidade Européia.

Avangos cientificos recentes, principalmente no
campo da biotecnoldgica, tem auxiliado no
esclarecimento e controle dos processos patogénicos em
peixes. Ferramentas e técnicas de biologia molecular
tém sido desenvolvidas e utilizadas para o diagnostico
das principais doengas, identificacdo de fatores de
virulencia, caracterizagdo molecular de isolados e
desenvolvimento de vacinas. A seguir serdo discutidos
as principais tecnologias e avangos nesses campos.

Patdgenos Emergentes na
Piscicultura

As infecgdes por Aeromonas moveis sdo de
ocorréncia mundial e provavelmente a doenca
bacteriana mais comum em peixes de agua doce (Noga,
1996). Essas possuem como fatores predisponentes
diversas condi¢Ges de estresse as quais podem ser
submetidas as populagdes de peixes, como o excesso de
matéria orgdnica na agua, oxigénio dissolvido abaixo
das concentracdes adequadas e alta densidade animal,
no entanto. Descricdo mais antigas consideram esses
patbgenos como oportunistas, atualmente essas
bactérias foram relatadas como emergentes agentes
primarios, possuindo mecanismos altamente especificos
para promogao de doengas (Chacon et al., 2004; Vilches
et al., 2004; Sha et al., 2005; Yu et al., 2005)O género
Aeromonas compreende um grupo de organismos que
tém amplamente distribuidas em ambientes aquaticos.
Adaptadas ao crescimento em temperaturas que variam
de 5°C a 37°C, essas sdo bastonetes Gram-negativos,
oxidase positivos, anaerdbicos facultativos e estdo
presentes na superficie e branquias dos peixes
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(Kozinska, 2007). A taxonomia deste grupo sofreu
muitas alteragdes nas ultimas décadas e até o presente
momento a caracterizagdo das especies por testes
bioquimicos e métodos moleculares ndo esta totalmente
padronizada, havendo ainda muitas controversias
(Saadreva et al., 2006). Aeromonas caviae, Aeromonas
sobria, Aeromonas hydrophila, Aeromonas bestiarum e
Aeromonas veronii sdo as principais causadoras de
doengas em peixes, que em conjunto sdo denominadas
de “septicemia por aeromonas moveis”. Essas sdo
chamadas de moveis pois apresentam motilidade por
flagelos polares e laterais. Os sinais clinicos de infecg@o
podem variar de lesdes de pele, superficiais ou
profundas, a quadros tipicos de septicemia. As lesdes de
pele podem se apresentar como areas de hemorragia e
necrose de extensdo variada, que podem progredir para
ulceras que acometem geralmente o tecido muscular.
Nos quadros de infecg@o sistémica sdo observados a
exoftalmia, abdomen distendido contendo liquido
serosanguinolento e presenca de petéquias hemorragicas
nas visceras (Pavanelli et al, 2002).

Os fatores de viruléncia da bactéria estdo
relacionados com a invasdo, replicacdo e evasdo do
sistema imune hospedeiros, alem de provocarem as
lesGes durante a patogénese da doenga (Vilches et al.,
2004). Varios fatores de viruléncia tém sido descritos
em Aeromonas hydrophila. Dentre eles antigeno O,
capsulas, a camada S, exotoxinas como hemolisinas e
enterotoxinas, exoenzimas como lipases, amilases e
proteases € mais recentemente o sistema de secrecdao
tipo III (SSTT) (Yu et al., 2004).

A columnariose é uma doenga de distribuigdo
mundial que acomete a maioria das espécies de peixes
de agua doce. Altamente impactante, ¢ a segunda
enfermidade que mais causa prejuizos a industria
americana do “catfish” (Arias, et al., 2004). No Brasil
ndo existem dados sobre seu impacto na producdo de
peixes, porém, surtos da doenga sdo frequentemente
observados nas pisciculturas nacionais, principalmente
nas larviculturas. Flavobacterium columnare é o agente
etiologico dessa doenca. Fenotipicamente essa bactéria
¢ caracterizada como um bastonete longo, Gram
negativo, movel, forma colonias filamentosas de
colorag@o amarelada (produz um pigmento denominado
flexirubina) e ndo cresce em meios de cultura
convencionais. A sintomatologia clinica da doenca €
caracterizada pela erosdo da pele e nadadeiras. Com a

evolugdo do quadro (24-48 horas ap6s) ocorre o
acometimento de tecidos adjacentes, causando necrose
muscular e destruicdo total das nadadeiras (Decostere,
et al, 1999).

A ocorréncia dessa doenga esta associada a
fatores predisponentes que aumentam a susceptibilidade
dos animais ao agente etioldogico. Amostras com alta
viruléncia podem infectar peixes sadios, porém, o
estresse oriundo da manipulagdo grosseira, transporte
prolongado, baixa qualidade de 4agua, lesGes mecanicas
etc. colaboram e propiciam o desencadeamento de
surtos (Suomalainen et al., 2005a). Adesinas e a enzima
condroitina AC-liase sdo os principais fatores de
viruléncia associados as infec¢des por F. columnare. A
aderéncia as superficies corporeas (pele, branquias e
nadadeiras) ¢ uma etapa fundamental na patogénese da
doenca. A viruléncia das amostras estd diretamente
relacionada a sua capacidade de aderir a superficie
corporal do hospedeiro (Decostere, et al, 1999). Uma
correlag@o entre a de infestagdes parasitarias na pele e
branquias e o aumento na infectividade das amostras F.
columnare tem sido observado na pratica. Trutas arco-
iris parasitadas por digenéticos sdo mais susceptiveis a
columnariose quando infectadas experimentalmente
(Suomalainen et al., 2005b).

As bactérias do género Streptococcus sao
patogénicas para uma ampla gama de hospedeiros,
dentre eles seres humanos, peixes de agua doce e
marinhos. As infec¢cdes causadas por esses
microrganismos sdo impactantes para diversos
segmentos da producdo animal, incluindo a aqiiicultura.
Duas espécies tém sido descritas como os principais
agentes etiologicos causadores de infec¢des nervosas
em peixes: Streptococcus agalactiae e Streptococcus
iniae.  Esses  ocasionam  enormes  prejuizos
principalmente para a tilapicultura mundial (Evans et
al., 2000; Agnew e Barnes, 2007; Mian et al., in press).
Infec¢des causadas Streptococcus agalactiae vem sendo
descritas na literatura desde meados do século 30.
Também conhecido com Streptococcus do Grupo B,
essa bactéria ¢ um importante patdogeno para seres
humanos  estando  associada a  casos de
meningoencefalites em recém-nascidos (Maione et al.,
2005). Em bovinos, esse microrganismo ¢ responsavel
por quadros de mamite clinica e subclinica (Keefe,

1997). Nas ultimas décadas essa bactéria tem se
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destacado como patégeno emergente na piscicultura.
Casos de infeccdo por essa bactéria foram descritas em
mais de 20 espécies de peixes (Olivares-Fuster et al.,
2008). No Brasil, o primeiro relato de infec¢do por S.
agalactiae em peixes foi realizada no ano de 2006 por
Figueiredo et al.

Streptococcus iniae ¢ um patdgeno que acomete
diversas espécies de peixes e atualmente t€ém sido descrito
como zoondtico para humanos. O primeiro isolamento
dessa bactéria ocorreu na década de 70, a partir de
abscessos subcutidneos de um golfinho. Desde entdo,
surtos de doencas em piscicultura, causadas por esse
microrganismo, foram observadas na maioria dos
continentes. Atualmente, essa bactéria ¢ um dos patdgenos
de maior relevancia para a producdo de peixes,
principalmente na Asia (Agnew e Barnes, 2007). No Brasil
até o presente momento nao existem relatos do isolamento
e identificagdo dessa bactéria.

A introdugdo desses agentes em uma propriedade
livre ocasiona um impacto devastador na criagdo, com
morbidade e mortalidade elevadas, que pode dizimar o
plantel (Panisk et al, 2005). Os fatores predisponentes
sdo os mesmos das demais doengas bacterianas em
peixes (estresse, variacdo brusca na temperatura da agua,
excesso de amonia, alta densidade de estocagem, baixa
qualidade de agua etc.) (Panisk et al., 2005). As infec¢des
por S. agalactiae em peixes sdo caracterizadas por
quadros de septicemia e meningoencefalite. Ja as
causadas por S. iniae manifestam-se de forma diferente
de acordo com o sorotipo envolvido. A doenga pode
ocorrer na forma de abscessos multifocais na musculatura
dos animais, denominada de “gulf ball disease” ou de
maneira classica (septicémicos e meningoencefalites).
Os principais sinais clinicos s3o abscessos multifocais
(“gulf ball disease"), natacdo erratica e em rodopios,
exoftalmia unilateral ou bilateral, perda de escamas,
escurecimento do tegumento, anorexia, excitabilidade e
morte. Apoés alta mortalidade inicial, a doenga atinge um
quadro endémico no plantel. Caso o tratamento ndo seja
realizado essa pode persistir na propriedade através dos
sucessivos ciclos de producao (Agnew e Barnes, 2007).

Diagndstico, Fatores Viruléncia e
Caracterizacdo Molecular dos Isolados

As técnicas de biologia molecular propiciaram
uma melhora significativa na eficiéncia e qualidade do
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diagnostico de enfermidades de peixes. Isso ocorreu
principalmente para doengas causadas por virus e
bactérias de dificil isolamento e cultivo em laboratorio.
Inicialmente técnicas de hibridizagdo eram utilizadas
para detectar e comparar por¢des do genoma dos
microrganismos. Porém, na década de 80 foi
desenvolvida a reacdo em cadeia da polimerase (PCR
sigla em inglés). Essa técnica permite a clonagem “in
vitro” de segmentos especificos do DNA patdgenos,
detectados por meio de pequenas sondas chamadas de
primers. Esses ligam-se a seqiiéncias especifica e sdo
reconhecidas pela enzima DNA polimerase que inicia a
producdo de uma seqiiéncia complementar a fita molde.
Posteriormente os produtos sdo visualizados por
eletroforese em gel de agarose. Devido a especificidade
dos primers e agilidade a PCR ¢ ferramenta molecular
(sem sombra de duvida) mais utilizada para o
diagnoéstico de doengas em animais, seres humanos e
plantas. Outra aplicagdo importante dessa técnica e para
a detecgdo de genes de viruléncia nos isolados,
permitindo inferéncia sobre a patogenicidade das
diferentes amostras.

O SSTT ¢ um importante fator de viruléncia para
diversas espécies de bactérias Gram negativas e
positivas (Cornelis et al., 2000). O estudo desse fator de
viruléncia pela técnica de PCR tem um interesse
especial devido a intrinseca relagdo que promove entre
as células da bactéria e do hospedeiro. Esse sistema ¢é
composto por uma nano-maquinaria microscopica em
formato de agulha e proteinas efetoras da bactéria que
sdo injetadas diretamente na célula hospedeira,
alterando fung¢des fisiologicas e a homeostasia (Coburn
et al., 2007). Grande parte da viruléncia de amostras de
Aeromonas hydrophila tem sido atribuida a presenca do
SSTT, visto a disparidade na viruléncia de isolados
positivos e negativos para esses fator de viruléncia,
sendo os isolados negativos significativamente menos
patogénicos que 0s positivos.

Devido a ampla distribuicdo mundial da F.
columnare, a variabilidade genética e fenotipica entre
amostras de diferentes origens geograficas t€m sido
descritas na literatura. Isolados brasileiros de F.
columnare analisados pela técnica de FAME
mostraram-se  diferentes de norte-americanos e
israclenses, com possivel implicagdo no padrio
antigénico das diferentes amostras (Figueiredo et al.,
2005). O diagnostico ¢ realizado pelo isolamento da
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bactéria em meios de cultura especiais e posteriormente
a identificacdo por técnicas bioquimicas ou moleculares
(Bader e Shotts, 1998; Bader et al., 2003; Darwish et
al., 2004). Dentre as técnicas moleculares PCR ¢ sem
duvida a ferramenta mais eficiente e utilizada para o
diagnostico da columnariose. Diversos protocolos sdo
utilizados, geralmente com primers especificos para
regides conservadas do genoma das bactérias (Bader et
al., 2003; Darwish et al, 2004). Vacinas sintetizadas
com isolados especificos tém sido utilizadas para a
prevengdo da columnariose (Bader et al., 1997,
Grabowski et al, 2002), contudo, a existéncia de
protecdo cruzada entre amostras de diferentes regides
ndo foi determinada.

Diversas técnicas moleculares tem sido utilizados
para a caracteriza¢ao molecular de S. agalactiae, dentre
elas a eletroforese em campo pulsado (PFGE) e o
sistema de tipificagdo de multi locus (MLST). A PFGE
requer a utilizacdo de uma Unica enzima de restricdo
que possua sitio pouco freqiiente no DNA, o que resulta
em um numero reduzido de fragmentos grandes,
facilitando  sua
reprodutibilidade. Portanto, os perfis eletroforéticos
obtidos para as diferentes cepas sdo mais facilmente
comparados em relagdo aos obtidos com técnicas de
eletroforese convencionais (Fasola, Livdahl e Ferrieri,
1993). A técnica de MLST ¢ baseada na amplificacdo e
sequenciamento de no minimo trés genes conservados,
o que permite realizar inferéncias sobre proximidade
evolutiva dos diferentes isolados. Essa técnica tem sido
para diversos estudos em GBS isolados de seres
humanos, principalmente para determinacdo de
diferentes sorotipos (Martins et al., 2007).

visualizagao, e tem boa

Desenvolvimento de Vacinas

Em todo mundo o uso de vacinas como método
imunoprofilatico na aqiicultura tem aumentado
significativamente, seguindo a tendéncia de expansdo
da atividade. Porem, a vacinologia em peixes ¢ ainda
uma 4area prematura, tanto cientificamente como na
capacidade de transferéncia de tecnologia para as
indistrias (Gudding et al., 1999). Vacinas contra os
principais  patéogenos para peixes tém  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
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por via injetavel, preferencialmente por injecdo intra-
peritonial (i.p.); por imersdo, onde os animais sdo
imersos em solu¢do aquosa contendo os antigenos
vacinais; ou pela administragdo oral das vacinas. Esses
métodos  apresentam  diferentes  vantagens e
desvantagens quanto a eficiéncia da imunizagao,
praticidade, efeitos colaterais e custo — beneficio
(Gudding et al., 1999). O método de administragdo afeta
diretamente a imunidade protetora induzida pela
vacinag@o. As vacinas injetaveis sdo as que induzem
respostas inatas e adaptativas em maior intensidade e
mais duradouras, em comparagdo as demais vias.
Porem, na pratica vacinas de baixo custo e que ndo
demandem manejo intenso dos animais durante a
vacinagdo sdo as que apresentam melhores resultados
em pisciculturas tropicais. Métodos ndo injetaveis,
como a imersdo, permitem a imunizagdo de milhares de
peixes em um periodo reduzido de tempo (Klesius et al.,
2004), contudo, grandes quantidades de vacina sdo
necessarias (Vanderberg, 2004). Em virtude da
praticidade do processo ¢ auséncia de estresse, as
vacinas orais t€ém se tornado uma alternativa vidvel para
imunizagdo dos peixes. Apesar disso, os niveis de
resposta atingidos por essa via quando utilizada como
Unica forma de imunizagdo sdo baixos (Romalde et al.,
2004) e até casos de imunossupressio podem ser
observados (Vanderberg, 2004). Resultados positivos
tém sido obtidos com o uso de veiculos orais a re-
imunizagao dos peixes. Romalde et al. (2004) avaliaram
o uso de microparticulas de alginato como veiculo oral
para a imunizagdo de peixes, verificando seu efeito
como método Unico de vacinagdo e como reforgo
(“booster”) para doses primarias via i.p. ou imersdo. A
revacinacdo com esse modelo de vacina foi eficiente
contra infecgdes causadas pela bactéria Lactococcus
garviaea, sendo uma alternativa viavel para a
imunizacdo de espécies de peixes com ciclos de
producdo longos.

Vacinas vivas, inativadas ¢ de DNA (menor
frequéncia) sdo os principais tipos utilizados. Diversas
metodologias sdo utilizadas para o desenvolvimento
dessas vacinas, porem para a obtencdo de produtos
eficientes a identificacdo dos principais fatores de
viruléncia dos microrganismos deve ser o ponto de
partida. Esses sdo utilizados posteriormente como
antigenos vacinais para a imuniza¢do dos animais.
Porem, apesar de tal premissa, a maioria das vacinas
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utilizadas na aqiiicultura tem sido desenvolvidas de
forma empirica, 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
imunizagdo de Ictalurus punctatus via imersdo com
vacina viva modificada contra F. columnare mostrou-se
eficiente na indugdo de resposta imune, conferindo
protecao aos animais quando
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 conteudo citoplasmatico)
(Chu et al., 2008) contra Aeromonas hydrophila
promoveram incremento na imunidade das espécies
testadas. Tilapias imunizadas com bacterina mais
produto extracelular concentrado de S. agalactiae
apresentaram prote¢do significativa a infeccdo quando
comparadas aos grupos controle ndo vacinados (Evans
et al., 2004; Pasnik et al., 2005a; Pasnisk et al., 2005b).

Atualmente, ja existem vacinas comerciais

desafiados

contra alguns desses patdgenos, porem, nenhuma delas
estd licenciada para uso no Brasil. Alem disso, ndo
existem estudos da eficiéncia desses produtos frente a
desafios com as amostras isoladas no pais.
Variabilidade genética e fenotipica tém sido observadas
quando amostras nacionais s3o comparadas com
amostras de referencia e isoladas de outras localidades,
principalmente para F. columnare (Figueiredo et al.,
2005; Olivares-Fuster et al., 2007a) ¢ S. agalactiae
(Olivares-Fuster et al., 2008). Para F. columnare tais
variagdes se refletem na viruléncia e predilecdo por
hospedeiro (Olivares-Fuster et al., 2007b; Shoemaker et
al., 2008). Nao existem dados, porem, é provavel que as
amostras de S. agalactiae e A. hydrophila apresentem
comportamento similar. Tais indicios embasam a
necessidade por informagdes sobre o perfil antigénico
dos patogenos isolados no pais.

O desenvolvimento de vacinas € um processo
baseado na identificacdo de estruturas Unicas presentes
nas células de um determinado microrganismo, gerando
imunidade quando administrada como vacina.
Caracteristicas como ser conservado entre diferentes
isolados, induzir a formagdo e anticorpos especificos,
conferir protecdo, seguranga e ser eficiente para o
hospedeiro imunizado sdo caracteristicas fundamentais
para um candidato a antigeno vacinal (Chakravarti et
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al., 2001). A parede celular (Gram positivas) e
membrana externa (Gram negativas) sdo as interfaces
da célula bacteriana com o ambiente ou hospedeiro, no
caso de bactérias patogénicas. Essas estruturas ancoram
proteinas e outras substancias esséncias para adesdo,
invasdo, imunoevasdo, resisténcia a fagocitose etc.
durante os processos patogénicos, alem disso, auxiliam
na manuten¢do da integridade celular e adaptagdo ao
ambiente. Devido ao contato direto dessas com as
células do sistema durante as infec¢des essas sdao os
principais  candidatos ~a  antigenos
principalmente as proteinas (Cordwell, 2007; Harding et
al., 2007). Trés métodos principais sdo utilizados
rotineiramente para identificacdo de antigenos na
superficie das células bacterianas. O primeiro é baseado
na predi¢do “in silico” da proteinas a partir do genoma
do microrganismos, com o uso de algoritmos como o
PSORT. Esse método é rapido, porem, necessita do
genoma completo da bactéria estudada e ndo estima a
concentragdo na célula. O segundo ¢é realizado através
da separagdo das substancias presentes no citoplasma

vacinais,

dos constituintes da membrana celular por eletroforese
em duas dimensdes (2D) ou cromatografia 2D seguida
de determinagdo espectrometria de massa. O terceiro
método utiliza um dos supracitados para definicdo das
proteinas encontradas na superficie celular sdo
posteriormente avaliadas por ensaios imunoldgicos
(anticorpos marcados ou immunoblotting) (Rodriguez-
Ortega et al., 2006).

A eletroforese 2D € o método mais utilizado para
determinagdo do perfil protéico de células bacterianas e
produtos extracelulares de patdgenos classicos com
Escherichia coli (Han e Lee, 2006). Essa técnica tem
sido usada em analises imunoprotedmicas para
caracterizagdo  antigénica  de Flavobacterium
psychrophilum (Crump et al., 2001;) e identificagdo de
potenciais antigenos vacinais para S. iniae (Shin et al.,
2007) e F. psychrophilum (Sudheesh et al., 2007),
patégenos importantes para a tilapicultura e
salmonicultura mundial, respectivamente.

A partir do mapa protedmico obtido na
eletroforese 2D, comparagdes do perfil imunogénico de
diferentes isolados podem ser avaliados
computacionalmente. Esse tipo metodologia tem sido
aplicada para comparagdo de diferentes amostras e
espécies bacterianas de importancia médica como
Burkholderia pseudomallei e Burkholderia thailandensis
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(Wongtrakoongate et al., 2007) e veterinaria com S.
aureus isolados de casos de mastite bovina (Taverna et
al., 2007). A deteccdo de antigenos comuns em
diferente  isolados  bacterianos  possibilita o
desenvolvimento de vacinas eficientes contra um maior
numero de amostras.
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