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Potencial da aplicacao de ferramentas bioquimicas e moleculares na
investigacao em aquacultura: identificacao bacteriana

A ocorréncia de patologias de peixes marinhos de origem bacteriana, requer a sua
identificacdo rapida para um melhor sucesso no tratamento e prevencao e consequente
controlo da mortalidade. O uso de técnicas bioquimicas aliadas as ferramentas
moleculares torna-se uma mais valia no controlo deste tipo de patologias

Com esta acao pretende-se dar a conhecer as principais bactérias que afectam os peixes
marinhos produzidos em aquacultura e a forma de fazer a sua identificacao usando
ferramentas convencionais e mais modernas, nomeadamente moleculares. Este curso é
dirigido ao pessoal do sector da aquacultura que faca diagndstico de patologias, técnicos
de laboratdrio, estudantes de mestrado, entre outros.
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Il ACCAO DE INTERACGAO - 23 e 24 de Agosto de 2018 Il ACCAO DE INTERACCAO -
Potencial da aplicacdo de ferramentas bioquimicas e 28 de Fevereiro e 1 de Margo de 2019
moleculares na investigacdo em aquacultura: Potencial da aplicagdo de ferramentas bioquimicas e
identificacdo bacteriana moleculares na investiga¢dao em aquacultura:

identificagdo bacteriana

Local: EPPO - Estagdo Piloto de Piscicultura de Olhdo

Local: EPPO - Estagdo Piloto de Piscicultura de Olhdo

10: 080 -10:15  Rececdo dos participantes - . - ' L ' .\

10:15 - 11:00 Principais bactérias que afetam os peixes em
aquacultura marinha (Tedrica)- Florbela Soares
(IPMA)

Total participantes nas 2 ac¢oes: 24

11;00-11:30 Intervala parg café

11:30-12:30 Isolamento bacteriano em peixes (Pratica)- Marcio
Moreira (IPMA)

Area actividade participantes

12:30-14:00  Intervalo paro almogo m Outros ®Empresa/sector ™ Investigacdo

14:00-17:00  Identificacdo bacteriana por métodos bioquimicos
(Pratica)~- Marcio Moreira (IPMA)

10: 30 -12:30 Analise dos resultados da identificacdo bioquimica
de bactérias (Pratica)- Marcio Moreira (IPMA)

12:30 - 14:00 Intervalo para almogo

14:00 - 16:00  Identificagao molecular de bactérias (Tedrico-
pratica)- Catia Marques (IPMA)

16:00 - 16:30 Intervalo para café

16:30 — 17:00 Discussdo e encerramento — Florbela Soares, Catia

Marques e Marcio Moreira (IPMA)
PORTUGAL
UNIAO EUROPEIA

Fundo Europeu
de Desenvelvimento Regional
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Principais bactérias que afetam os peixes em
aquacultura marinha
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EXAME BACTERIANO
- Amostragem bacterioldgica em meios apropriados

(incubacgao 22°C)

- Tecidos amostrados: Rim anterior, baco e figado
- Isolamento bacteriano

- Identificacao (morfologia, bioguimica, testes
serologicos e moléculares)
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A lista de bacterias isoladas de peixes
doentes é longa.

A maioria dessas bacterias sao
oportunistas.

Algumas sao patogénicas e normalmente
relacionadas com mortalidades na
producao de peixes marinhos.
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Pasteurellosis:

Photobacterium damselae sp. piscida
Vibriosis:

V. anguillarum,

V. algynoliticus

V. harveyi

V. fischeri

V. vulnificus

Flexibacteriosis — Myxobacteriosis
Tenacibaculum maritimus (Tenacibaculosis)

Flexibacter spp.




PASTEURELLOSIS ~IPMA

Patogeno obrigatorio

Transmissao vertical (sémen, fluido
ovarico, ovos, etc) e horizontal

Ampla dispersao geografica (Portugal,
Espanha, Italia, Franca, Grécia, Israel,
Turquia, Malta etc)

A patologia ocorre quando a temperatura
esta acima dos 20° C

18-20 °C: os peixes podem ser infectados

16 - 17 °C: mortalidade de peixe nas
hatcherys
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1963 Roccus americanus, Chesapeake
Bay, USA

1969 Seriola quinqueradiata, Japao
1990 Mediterraneo

1991 Espanha

1995 Portugal



PASTEURELLOSIS > PMA

cAnorexia
Pele escura

Internamente:
baco escuro, maior
e com nodulos
brancos
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PASTEURELLOSIS §

Nodulos brancos no baco
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Prevencao

- Vacinacao dos reprodutores e
juvenis

« O uso de imunoestimulantes e
vitaminas é recomendado

- Boas praticas de higiene e
desinfeccao



PASTEURELLOSIS ~IPMA

Tratamento

- O tratamento com antibioticos deve ser

escolhido com base nos resultados do
antibiograma

Tratamentos sistematicos
de prevencao com
antibioticos nao sao
recomendados




. ~ [PMA
Vibriosis

Vibrio spp. tém sido isolados frequentemente
de peixes doentes em varias pisciculturas na
bacia Mediterranica.

Mortalidades em dourada de aquacultura tém
estado associadas com:

V. alginolyticus,

V. parahaemolyticus,

V. vulnificus,

V. harveyi,

V. ordalii,

V. salmonicida, and V. anguillarum



. ~ [PMA
Vibriosis

As Vibrioses sao caracterizadas por uma septicemia
hemorragica causando: Letargia, pele escura,
exoftalmia, branquias anémicas, inflamacao e
ulceras sao sinais externos tipicos.

Internamente, derrames viscerais, hemorragias
intestinais, e acumulacao de fluido ascitico na
cavidade abdominal sao os sinais mais comuns da
vibriose.

Factores tais como stress associado ao transporte,
alteracoes na temperatura da agua, maneio, e
oxigenio baixo podem causar vibriose em S. aurata
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Vibriosis

O tratamento das vibrioses com alimento medicado
pode ser efectivo se for feito na fase inicial da
doenca, enquanto os peixes ainda estao a comer.

O tratamento tem de ser feito com base num
antibiograma: Flumequina, oxitetraciclina,
sulfonamidas (+ trimethoprim) and florfenicol sao os
antibioticos mais comuns usados para o tratamento
da vibriose.

A vacinacao é a melhor opcao como medida
preventive uma vez que a sua eficencia ronda os
100% durante o period de protecao usando quer o
procedimento de imersao quer de injecao.



. ~ [PMA
Vibriosis

Boas praticas de maneio e nutricao
adequada sao essenciais para prevenir o
desenvolvimento da doenca e
consequentemente o uso de antibioticos.

A emergente crise de resisténcia aos
antibioticos tem levado ao uso de
probioticos em cultivos de peixe.



. ~ [PMA
Vibriosis

- Muitas espécies de Vibrionaceas
tém sido descritas como
patogénicas para dourada e robalo

- A estirpe mais frequentemente

V 4

isolada dos peixes moribundos e
Vibrio anguillarum.



Vibrio anguillarum N lPMA

A doenca ocorre
quando a temperatura
esta entre os 15 e
20°C.

* No inverno com
temperaturas baixas é
observada a forma
cronica da doenca.




Vibrio anguillarum

Patéogeno obrigatorio mais comum

Afecta apenas juvenis e adultos de robalo, mas
ainda nao foi descrito para dourada

Sintomas clinicos externos: boca vermelha,
exoftalmia, barbatanas e area peri-anal
hemorragica

Internamente: septicemia hemorragica, bago
inchado
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Vibrio anguillarum

hemorragias na pele
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Vibrio anguillarum
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Vibrio anguillarum

Prevencao

« Minimizar situacoes de stress
reduzira o risco da ocorrécia de
patologias

« O uso de vacinas e recomendado

- Boas praticas de higiene com
disinfeccao sempre que necessario



VIBRIOSIS causadas por outras
Vibrionacea

V. alginolyticus, V. harvey,
V. vulnificus, V. splendidus

- Oportunistas (patogenos secundarios)
- Fazem parte da flora normal da agua

- Ocorrem com temperaturas diversas

- Associados com manipulacoes

(lesbes mecanicas na pele), stress,
qualidade da agua , parasitas

- Sintomas: inespecificos




Flexibacteriosis — Myxobacteriosis

- Ocorre durante todo
o ano (qualquer
temperatura)

- Mortalidade por
vezes superior a
20%

- Necrose e ulceras
na pele

- Excesso de
producao de muco




Flexibacter

- Problema comum em robalo,
dourada e linguado

- A sua identificacao nao é facil

tttttttttttttttt



Flexibacter ~ lPMA

Prevencao

- Evitar situacoes de stress e que
causem lesdes mecanicas, reduz o
risco de infecao

- Boas praticas de desinfecao
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Ocorre durante a engorda e esta associada com a deficiencia em
vitaminas na dieta, nomeadamente vitamina C e B.

Granulomas, localizam-se sobretudo na zona perivascular em
varios orgaos (rim, baco, figado e coracao) e esta associado com
reacoes inflamatorias e hemorragias.

Actualmente na Grécia, a granulomatose afecta 100% das
corvinas produzidas.

A sua etiologia é desconhecida estando associado a baixas
mortalidades.




(Ghittino et al. 2004) MA

Portugués

da Atmosfera
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Ghittino et al. 2004)
Ghittino et al. (2004) em Italia relata a presenca de Nocardia
like em corvina como agente causador da granulomatosis.

-
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Aeromonas veronii
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Bactéria associada com elevada
morbilidade e mortalidade em robalo

(Grécia).

A) Robalo afectado.

B) Plasma de cor amarela indicador
de problemas no figado.

C) Robalo com uilceras na epiderme.
D) Ulceras na epiderme com
granulomatomas visiveis.

E) Esplenomegalia.

F) Numerosos nodulos
esbranquicados no baco.

G) Rim inflamado com necrose
focal.

H) Focos necréticos no figado.

(Smyrli et al, 2017)


https://www.researchgate.net/profile/Maria_Smyrli?_sg=MBlHc822RMzq2gaM9FwZTUYz_te4e8Rg1bDGelCx3A9P9rOWXaEkrq3Ih2csDMPQA1tN7UU.u-XuhCfYINLv-7WKTOdkbSfH7OQ20C0KfTPsImzGmktpLvc9NLMQutfNwg7KqD1Recjma7pKed1zBGk4DqMH0g
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Identificacao molecular de bactérias
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As técnicas de biologia molecular
como complemento a
identificacao convencional
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Identificacao de microrganismos

Pode ser feita de varias formas:

* Fenotipica-morfoldgica (analise micro

e macroscopica)

* Imunolodgica (andlise seroldgica)

 @Genotipica (técnicas moleculares)

A escolha do método de identificacao devera

depender do grau de detalhe que se pretende
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Meétodos genotipicos

Envolve a analise do material genético
do microrganismo em causa

\ 4

Revolucionou o campo da identificacao

microbioldgica (permitindo uma melhor
classificacao filogenética)

Tém-se tornado um método preferencial para

identificacdo microbioldgica devido a sua
fiabilidade e rapidez




> PMA
Ferramentas moleculares

Avanco de técnicas moleculares permitiu o

desenvolvimento de varias ferramentas

Detecao de variacoes muito
pequenas entre microrganismaos

K(mesmo dentro da mesma estirpe)/

\ 4

Novas perspetivas



Métodos genotipicos

Incluem:

e Sondas de acidos nucleicos
* PCR (Real time-PCR, RAPD-PCR)
 Sequenciacao de acidos nucleicos

*  RFLP

|”

* “impressao digital” dos plasmideos

Instituto Portugués
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Sondas de acidos nucleicos

Hibridacao de sondas especificas que

reconhecem uma determinada regiao
(normalmente o 16S rRNA)

 (Cadeias simples de acidos nucleicos;
* Marcadas molecularmente para permitir
identificacao (fluorescéncia)

 Altamente especificas para as sequencias alvo
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Principio basico da técnica:

30 - 40 cycles of 3 steps

1‘0*0““% Step 1 : denaturation

| minut 94 °C

Step 2 : annealing J
45 seconds 54 °C

forward and reverse

primers !!!

Ll T Y Step 3 ¢ extension
g 87> > i Chttas 3

~ | R (% / .
i 'S . > T 2 minutes 72 °C

§ anprr (1 DT | ! \ »
W'l (o™ : only ANTP's
T AT A - Al ol




Real time PCR

* Envolve o uso primers especificos;

* Equipamento monitoriza a amplificacao e
apresenta um grafico da abundancia ao
longo do tempo;

e Resultados imediatos

2000

RFU

Cycles



RAPD-PCR (Random Amplified 7"MA
Polymorphic DNA)

primers “random” (cerca de 10 monémeros) que

geram um perfil de DNA

¥

ldentificacao de microrganismos

* Nao é necessario purificar o DNA;
e Pouco trabalhoso;

* Nao é necessario o conhecimento prévio do genoma;
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Sequenciacao de acidos nucleicos

e Pode amplificar-se uma regiao especifica
(hormalmente o 16s rRNA) ou todo o0 genoma;

 Apresenta uma boa reprodutibilidade e é
altamente eficaz;

e S30 necessarios 2 a 3 dias;

e Meétodo dispendioso;
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RFLP

 Recolha das amostras microbiologicas
 Extracao de DNA total;

 Amplificacao do fragmento de interesse;

* Digestao com enzimas de restricao;
 Separacao por eletroforese;

e Analise e comparacao dos padroes de

restricao;



RFLP

Environmental
microbe sample
(single community)

fluorescence intensity

Extract
total DNA

Laser
detection

fragment length
Electropherogram

PCR amplify
gene of interest

I

Add fluorescent
primer

—

f+1

\

+

Electrophoresis

—

> PMA
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lcopy & label

®
®

Restriction
digest

l

®
®

Different sizes of
labeled fragments



“Impressao digital” dos

plasmideos

Crescimento das varias
estirpes, lise e recolha do
material genético;
Separacao dos plasmideos
por eletroforese;
Analise e comparacao dos

padroes obtidos;

uuuuuuuu




lrao as técnicas moleculares
substituir por completo os
meéetodos convencionais?
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Técnicas moleculares
Vantagens gerais:

 Grande especificidade e sensibilidade;

e Tempo de resposta rapido;

e Meétodo de confirmacao;

* Permite a identificacao de organismos nao
viaveis ou dificeis de cultivar in vitro;

* Necessita de uma reduzida quantidade de

amostra;
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aplicacao

Cultura em meios
(sélido/liquido),

Convencional (base

Microrganismos tém que

microscopia, Boa/Excelente Boa Barato, qu.allt'atwo € crescer in vitro, trabalhoso,
celular) - guantitativo
coloragao, mMOoroso
bioquimicos
Alto rendimento, Baixo limite de detecao
ELISA, ensaios rapido, relativamente para microrganismos
Imunoldgicos serolégicos, Moderada/Boa Moderada/Boa barato, facil de usar, pouco abundantes,
microarrays guantitativo e dificuldade na obtencdo de
qualitativo anticorpos especificos

Baixo limite de detegao
para organismos pouco
Hibridagao Moderada/Boa Excelente Rapido e facil de usar abund?r?tes,Npr?-cultu,ra
necessaria, ndo é possivel
a detegdo de organismos
desconhecidos

<, . Rapido, facil de usar
Acidos nucleicos pido, p

baixa quantidade de

PCR Excelente Excelente q .
amostra, qualitativo

e quantitativo

Ndo é possivel a detegdo
de organismos
desconhecidos

Informacgao Baixo limite de detecao
. detalhada, permite ara organismos pouco
Sequencia¢ao Boa/Excelente Excelente P P & P
detetar novos abundantes, caro e

organismos moroso
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Que método escolher?
Depende sempre do objetivo final

 Nivel de especializacao necessario;
* Quanto tempo temos para a obtencao de resultados?
e Sensibilidade necessaria;

e (Custo;
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Identificacao bacteriana atraveés de testes
bioquimicos

e

'J'l ~—|
) 'f’ VV ’ ‘

Marcio Moreira- marcio.moreira@ipma.pt

AQUATRANSFER Zare #2020
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Analises bacterlanas na EPPO-IPMA

Sistemas de
esterilizagao

Deteccdo de o o]
agentes o sistemas de [+~ 7 da comunidade &

o nw

esterlllzagao microbiana




[ Andlises bacterianas na EPPO-IPMA J/ﬁ\\ PMA
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Analises bacterianas

Deteccao de
agentes
patogénicos

¥

Crescimento bacteriano

A 4

Verificacao de
sistemas de
esterilizacao

Caracterizacao
da comunidade
microbiana

Isolamento de

Antibiograma

coldnias

T Tratamento.

Identificacao
agente
patogénico

¥
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[ Analises bacterianas na EPPO-IPMA Jﬁ “ IPMA
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Deteccao de
agentes
patogénicos

Analises bacterianas

4

Crescimento bacteriano

A 4

Isolamento de
coldnias

¥

Identificacao
agente
patogénico

)

Antibiograma

¥
Tratamento

Verificacao de
sistemas de
esterilizacao

Caracterizacao
da comunidade

microbiana

Crescimento bacteriano

Isolamento de coldnias

=

Identificacao de bactérias
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Identificacao bacteriana }f\\a IPMA

Identificacao bacteriana

- Métodos_7

Imunoloéi‘cos molecular Fes




Identificacao bacteriana

ttttttttttttttt

Identificacao bacteriana

Imunoloéicos

Metodos,- X

:'

.4——‘

moleculares
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Analises a realizar

v Forma e cor da colénia; v" Teste meio TSI (Triple Sugar
v Forma e mobilidade das Iron Agar);
bactérias; v Amilase;

v' Luminescéncia;
v" Teste Gram / Método Levi:

v Oxidase; v Galeria APl 20NE para testes

v’ Catalase; complementares (Urease,

v Oxidacdo/Fermentacéo esculina, gelatinase, ONPG,
(Teste OF); metabolizacdo de diversos

v" Crescimento em TCBS; substratos, por exemplo).

v' Crescimentoa0, 3,5, e
10% sal);
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