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RESUMO

A intensificagdo da carcinicultura tem contribuido para o aumento da ocorréncia de
enfermidades bacterianas, especialmente as causadas por bactérias do género Vibrio. Dentre
essas, Vibrio parahaemolyticus destaca-se por ser o agente etioldgico da Doenca da Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), responsavel por elevadas taxas de mortalidade em
Penaeus vannamei. Diante da necessidade de métodos diagnosticos rapidos e sensiveis, este
trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um protocolo de PCR em tempo real
(qPCR) para a detec¢do e quantificacdo de Vibrio sp. e V. parahaemolyticus. Foram
selecionados primers com base em analises in silico, utilizando a ferramenta Primer-BLAST, ¢
validados por meio de alinhamento de sequéncias no software MEGA. A andlise revelou que
os primers para V. parahaemolyticus apresentaram elevada especificidade, amplificando 229
sequéncias exclusivamente da espécie-alvo. Ensaios in vitro foram conduzidos com diferentes
concentragdes bacterianas, misturadas ao tecido de P. vannamei, para extracdo de DNA e
posterior analise por qPCR. Os resultados demonstraram curvas de amplificacdo e melting
consistentes, com alta reprodutibilidade e sensibilidade. A analise estatistica evidenciou
diferencas significativas entre os grupos, confirmando a capacidade do protocolo em
quantificar variagdes na carga bacteriana. Dessa forma, o protocolo desenvolvido mostrou-se
eficiente para o diagndstico molecular de Vibrio sp. e V. parahaemolyticus, representando uma

ferramenta promissora para 0 monitoramento sanitario na carcinicultura.

Palavras - chave: carcinicultura, diagndstico molecular, patogeno.



ABSTRACT

The intensification of shrimp farming has led to a rise in bacterial diseases, particularly those
caused by the Vibrio genus. Among them, Vibrio parahaemolyticus stands out as the
etiological agent of Acute Hepatopancreatic Necrosis Disease (AHPND), responsible for high
mortality rates in Penaeus vannamei. Given the need for rapid and sensitive diagnostic
methods, this study aimed to develop and validate a real-time PCR (qPCR) protocol for the
detection and quantification of Vibrio sp. and V. parahaemolyticus. Primers were selected
through in silico analysis using the Primer-BLAST tool and validated through sequence
alignment with MEGA software. The analysis showed that the primers for V.
parahaemolyticus exhibited high specificity, amplifying 229 sequences exclusively from the
target species. In vitro assays were conducted with different bacterial concentrations mixed
with P. vannamei tissue for DNA extraction and subsequent qPCR analysis. The results
demonstrated consistent amplification and melting curves, with high reproducibility and
sensitivity. Statistical analysis revealed significant differences between experimental groups,
confirming the protocol’s ability to quantify bacterial load variation. Thus, the developed
protocol proved to be efficient for the molecular diagnosis of Vibrio sp. and V.

parahaemolyticus, representing a promising tool for health monitoring in aquaculture.

Keywords: shrimp aquaculture, molecular diagnosis, pathogen.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura, consolidou-se como o setor produtivo de alimentos que mais cresce
no mundo, fornecendo proteinas essenciais e gerando fontes de renda. Em 2022, a produgao
aquicola global alcangou 130,9 milhdes de toneladas, com valor estimado em 312,8 bilhdes de
dolares, representando 59% da produc¢do total combinada da pesca e da aquicultura, onde a
continental foi responsavel por 62,6% da producdo de organismos aquaticos, enquanto a
marinha e costeira representaram 37,4% (FAO, 2024). Essa atividade ¢ caracterizada pelo
cultivo controlado de organismos aquaticos, como peixes, crustdceos, moluscos, algas e outras
formas de vida aquatica de relevancia econdmica (VIEIRA FILHO et al., 2017).

Dentre suas diferentes modalidades, a carcinicultura, que se dedica a criacdo de
crustaceos, destaca-se como um dos setores da aquicultura que mais cresce, sendo uma
importante fonte de proteina animal de qualidade e contribuindo de forma significativa para a
seguranca alimentar mundial (FAO, 2022). Globalmente, a principal espécie de camarao
cultivada € o Penaeus vannamei (BOONE 1931), seguindo na lideranca do cultivo mundial de
crustaceos, representando 6,8 milhdes de 94 milhdes de toneladas da producdo na aquicultura
em 2022. (FAO, 2024). A crescente demanda global pelo camardo-branco-do-Pacifico
impulsionou o desenvolvimento da industria deste. No entanto, a intensificagao do cultivo tem
enfrentado grandes desafios com doencas, especialmente bacterianas, causadas por diversas
espécies de Vibrio (LIAN GAN et al., 2022).

As bactérias do género Vibrio sdo Gram-negativas, com morfologia de bastonetes
curtos, curvados ou em forma de virgula, amplamente distribuidas em ambientes aquaticos,
inclusive em sistemas de produgdo aquicola, podendo compor a microbiota natural de
crustaceos saudaveis. Contudo, cepas oportunistas estdo associadas a vibriose, enfermidade
infecciosa que compromete a saude dos organismos cultivados, gerando elevadas taxas de
mortalidade e prejuizos econdmicos na carcinicultura, o que reforca a importancia de
estratégias de profilaxia e prevencao (VALENTE; WAN, 2021).

A vibriose representa um desafio crescente a satide publica global, com aumento
na sua incidéncia relacionado as mudangas climaticas e ao aquecimento das adguas, fatores que
favorecem a proliferacdo de Vibrio sp. em ecossistemas aquaticos. Dentre as espécies
patogénicas, destacam-se V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus, reconhecidas por
sua relevancia clinica em infecgoes humanas (BAKER-AUSTIN et al., 2018; BRUMFIELD
etal., 2021).
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Vibrio parahaemolyticus é o patégeno responsavel pela Doenca da Necrose
Hepatopancreatica Aguda - AHPND em camardes, associada a altas taxas de mortalidade e
grandes prejuizos econdmicos na carcinicultura. Essa patogenicidade estd relacionada a
presenca do plasmideo pVALl, que codifica as toxinas PirAVP e PirBVP, principais fatores de
viruléncia. A dindmica da AHPND pode ser influenciada por interagdes com outras espécies
de Vibrio, apresentando efeitos sinérgicos ou antagonicos (TRAN et al, 2020). A
disseminagdo da doenga envolve a propagacdo transregional de cepas e a transferéncia
horizontal do plasmideo, facilitadas por praticas intensivas de cultivo, o que favorece o
surgimento de variantes mais virulentas (FU et al.,, 2020). Tais evidéncias reforcam a
importancia de medidas de biosseguranca para mitigar o avanco da AHPND na carcinicultura.

Formas de diagndstico eficientes, rapidas e robustas sao essenciais para a detec¢ao
de Vibrio em camardes. Nesse contexto, a PCR em tempo real (QPCR) destaca-se como uma
ferramenta molecular altamente sensivel e especifica, amplamente utilizada para o diagnostico
rapido e preciso de patogenos. Essa técnica permite a detecgdo e quantificacio de DNA
bacteriano em amostras bioldgicas em tempo real, reduzindo significativamente o tempo
necessario para o diagnostico em comparagao aos métodos tradicionais, como o cultivo
microbiologico (SANCHEZ-CARVAJAL et al., 2021; SILVA et al., 2023; TORRES -
CORRAL; SANTOS, 2020). Essa agilidade ¢ fundamental para implementar medidas de
controle e manejo, mitigando perdas econdmicas e promovendo a sustentabilidade da
producao aquicola.

Dessa forma, o presente estudo foi delineado com o objetivo geral de Avaliar a
eficiéncia do uso da técnica de PCR em tempo real para o diagnéstico de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio sp. no camarao Penaeus vannamei. Como objetivos especificos,
estabeleceu-se: (1) Verificar a eficiéncia dos primers desenhados para a identificacdo de
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio sp; (2) Analisar se a progressao da carga bacteriana resulta
em diferencas estatisticamente significativas entre os grupos experimentais e (3) Validar a
aplicacdo da PCR em tempo real como ferramenta para a detec¢do e quantificagao de Vibrio

parahaemolyticus e Vibrio sp. em diferentes concentragoes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Carcinicultura

A carcinicultura, ramo da aquicultura dedicado a criagdo de camardes, tem se
destacado por seus beneficios econdmicos ¢ por sua contribuicdo a seguranga alimentar
global. Esse segmento apresenta crescimento expressivo, sendo o Penaeus vannamei,
conhecido como camardo-branco-do-pacifico, a espécie mais cultivada, com cerca de 6,8
milhdes de toneladas produzidas em 2022 (FAO, 2024). Essa espécie ¢ valorizada por sua
adaptabilidade a diferentes ambientes e pelo rapido crescimento em sistemas de alta
densidade (BARDERA et al., 2018).

A produgdo de camardes tem desempenhado papel relevante na oferta global de
alimentos e no desenvolvimento socioeconOmico, especialmente em paises do Sudeste
Asiatico e da América Latina (PEREIRA et al., 2021). Atualmente, os camardes estdo entre
os produtos aquicolas mais comercializados, com uma produgdo que ultrapassa 8 milhdes de
toneladas de alto valor comercial (KUMAR et al., 2021). Esse crescimento ¢ impulsionado
pela crescente demanda por proteina animal, especialmente diante da projecdo de que a
populagdo mundial ultrapassara 8 bilhdes de pessoas até¢ 2030 (KUMAR et al., 2022).

Conforme dados do Censo Agropecuario de 2023 do IBGE, a carcinicultura no
Brasil alcangou uma producdo total de 127.466,349 toneladas, resultando em um valor de
produgdo estimado em RS 2.626.316,00 A atividade foi desenvolvida em 2.834 unidades
produtivas distribuidas pelo territério nacional, com destaque para o estado do Ceard, na
regido Nordeste, que se consolidou como o principal produtor do pais. O estado foi
responsavel por 72.688,51 toneladas, distribuidas em 653 unidades produtivas, sendo o
municipio de Aracati o maior produtor em ambito estadual.

Apesar do crescimento, o setor enfrenta desafios significativos relacionados a
incidéncia de enfermidades, aos elevados custos de producdo, com énfase nos gastos com
alimentacdo, a limitagdo na qualidade e disponibilidade de reprodutores, bem como a
dificuldade de acesso a estoques isentos de patdgenos, sobretudo relacionados a surtos de
doengas bacterianas e virais (VALDERRAMA et al., 2016). Essas enfermidades representam
a principal causa de perdas na producao, com agentes como a Sindrome da Mancha Branca e
a Doenca da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND) gerando impactos econdmicos
significativos e ameagando a sustentabilidade das criagdes. (KUMAR et al., 2021; KUMAR
etal., 2022).
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2.2 Penaeus vannamei

A espécie de camardo Penaeus vannamei (Figura 1), também conhecida como
camarao-branco-do-Pacifico, € um crustaceo marinho classificado taxonomicamente na ordem
Decapoda, pertencente a familia Penaeidae, que inclui outras espécies de importancia
comercial, como Fenneropenaeus chinensis, Penaeus monodon e Marsupenaeus japonicus
(PEREZ et al., 2024). Trata-se da espécie de peneideo mais amplamente cultivada no mundo,

com uma produg¢ao global superior a 3 milhdes de toneladas anuais (JONES et al., 2017).

Figura 1- Classificagao taxonomica do camarao Penaeus vannamei

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Subfilo Crustacea
Superclasse Multicrustacea
Classe Malacostraca
Subclasse Eumalacostraca
Superordem Eucarida
Ordem Decapoda
Subordem Dendrobranchiata
Superfamilia Penaeoidea
Familia Penaeidae

Género Penaeus

Espécie Penaeus vannamei

Fonte: Aquaculture Magazine, 2023.

Nativa da costa oeste do Pacifico da América Latina, entre o Peru e o México,
essa espécie encontra condigdes ideais em aguas com temperaturas superiores a 20 °C ao
longo de todo o ano (LIAO; CHIEN, 2011). Atualmente, P. vannamei ¢ a espécie dominante
na carcinicultura mundial, respondendo por cerca de 80% da produgdo global, o que
representa o cultivo anual de aproximadamente 383 a 977 bilhdes de individuos (ALBALAT
etal.,2022; PEDRAZZANI et al., 2024).

Essa espécie apresenta caracteristicas zootécnicas superiores quando comparada a

outros peneideos, como Penaeus monodon (ASMILD et al., 2023). Entre essas vantagens



21

destacam-se: maior disponibilidade de reprodutores domesticados livres de patdégenos virais e
com selecdo genética avangada, elevada taxa de sobrevivéncia larval, rapido crescimento,
maior tolerancia a altas densidades de estocagem, menor exigéncia proteica na dieta e elevada
adaptabilidade a ambientes de baixa salinidade (LIAO; CHIEN, 2011).

O genoma de P. vannamei ja foi sequenciado, o que representa um marco
significativo para a pesquisa genética, a reprodu¢do seletiva e a melhoria de caracteristicas
produtivas na aquicultura (PENG et al., 2023). Esses dados gendmicos possibilitaram o
desenvolvimento de ferramentas moleculares, como marcadores SNP e mapas genéticos,
essenciais para a identificacdo de regides associadas a tragos de interesse e para estudos de
gendmica comparativa (DU et al., 2010; JONES et al., 2017). Tais avangos tém contribuido
diretamente para o aprimoramento do desempenho zootécnico e da resisténcia a doengas,

favorecendo o sucesso continuo da espécie na aquicultura global.

2.3 Enfermidades bacterianas na carcinicultura

Doengas bacterianas representam um dos principais desafios sanitarios da
carcinicultura, provocando perdas econdmicas expressivas e ameagando a sustentabilidade da
producao aquicola e a seguranca alimentar global. Dentre essas enfermidades, as causadas por
espécies do género Vibrio se destacam pela ubiquidade dessas bactérias em ambientes
aquaticos e por sua capacidade de provocar diversas formas de vibriose em crusticeos
cultivados (VALENTE; WAN, 2021). Essas infec¢des podem resultar em surtos com altas
taxas de mortalidade entre camardes, caranguejos e lagostas em cultivo intensivo. A
Organiza¢do Mundial para a Satde Animal (WOAH) reconhece duas doengas bacterianas de
notificacdo obrigatoria: a hepatopancreatite necrosante (NHP) e a necrose hepatopancreatica
aguda (AHPND).

A NHP ¢ uma enfermidade grave que acomete principalmente o camarao Penaeus
vannamei, causando mortalidades que podem variar de 20% a 95% (LOY et al., 1996). Seu
agente etiologico ¢ uma bactéria Gram-negativa, pleomorfica e intracelular, denominada
Candidatus Hepatobacter penaei (FREILER et al., 1992; NUNAN et al., 2012). Essa bactéria
apresenta semelhanca morfologica com o género Rickettsia e foi posicionada
filogeneticamente, por meio de técnicas moleculares, como pertencente a subclasse das
Proteobacteria, com estreita relacdo a endossimbiontes bacterianos de protozoarios (LOY et

al., 1996).
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A AHPND, por sua vez, é causada principalmente por cepas de Vibrio
parahaemolyticus que adquiriram um plasmideo codificador das toxinas binarias Pir4 e PirB
(LEE et al., 2015; SANTOS et al., 2019). Essas toxinas tém como alvo as células do
hepatopancreas, provocando necrose aguda e morte rapida dos camardes infectados (WANG
et al., 2020). Apesar de V. parahaemolyticus ser o principal agente associado, ha registros de
casos ocasionais da doenga causados por outras espécies do género Vibrio (DONG et al.,
2017).

O aumento da incidéncia de doengas bacterianas oportunistas e de etiologia
sindromica tem resultado no uso intensivo de antibioticos e em elevadas taxas de mortalidade
nas fazendas de cultivo (SAMSING; BARNES, 2024). Além disso, fatores ambientais como
mudancas climaticas, eutrofizagdo costeira e poluicao contribuem para o comprometimento da
integridade epitelial dos camardes, aumentando sua suscetibilidade a infec¢des bacterianas.

Frente a esse cendrio, diversas estratégias vém sendo desenvolvidas com foco na
prevencao e no controle das doengas bacterianas. Entre elas, destacam-se os planos de gestao
sanitaria, o uso de medidas profilaticas, terapias alternativas e o reforco da imunidade dos
animais por meio da nutricdo (VALENTE; WAN, 2021). Adicionalmente, o uso de
probidticos, prebiodticos, simbidticos, dgua verde, sistemas de bioflocos, bacteriéfagos e
imunomoduladores naturais tem mostrado potencial na prevencdo de surtos. Pesquisas
recentes também identificaram cepas bacterianas com propriedades probioticas que exibem
forte atividade inibitoria contra patdogenos, oferecendo alternativas promissoras ao uso de

antibioticos convencionais (ALI ef al., 2022).

2.4 Género Vibrio

O género Vibrio pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria e
familia Vibrionaceae, a qual passou por uma significativa expansao e revisao taxondmica nos
ultimos anos (JIANG ef al., 2021). Até 2025, a Colegao Alema de Microrganismos e Culturas
Celulares (DSMZ — German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) reconhece
oficialmente 174 espécies do género Vibrio, validadas segundo o Cddigo Internacional de
Nomenclatura de Procariontes. Esse nimero evidencia o avango acelerado no conhecimento
da diversidade taxondmica do género Vibrio.

A classificagdo e identificacdo das espécies da familia Vibrionaceae sdo realizadas

com base em sequéncias de nucleotideos de oito genes de manutencao (8-HKGs), obtidas a
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partir de genomas completos. Essa abordagem filogenética revelou a existéncia de 51 clados
distintos, dos quais 21 foram descritos (JIANG et al., 2021).

Vibrios sao bactérias halofilicas Gram-negativas autoctones de dguas estuarinas e
marinhas. Surtos de enfermidades causadas por esses patdogenos ocorrem quando condi¢des
ambientais favorecem a rdpida reproducdo dessas bactérias que ja estdo presentes em baixas
concentragdes no ambiente € na microbiota do Penaeus vannamei (BAKER-AUSTIN et al.,
2018; LEE E RAGHUNATH, 2018). Além disso, a versatilidade metaboélica e resisténcia a
fatores de estresse se deve, na maioria, a plasticidade genomica, facilitada pela transferéncia
horizontal de genes e altas taxas de mutagao (JOHNSON, 2013).

As bactérias do género Vibrio sdo Gram-negativas e apresentam morfologia de
bastonetes curtos, geralmente curvados ou em forma de virgula. Estdo amplamente
distribuidas em ambientes aquaticos, incluindo sistemas de produgdo aquicola, e podem ser
isoladas da microbiota natural de crusticeos sauddveis. No entanto, diversas cepas
oportunistas estdo associadas a diferentes formas de vibriose, enfermidades infecciosas que
comprometem a saude de organismos cultivados. Espécies patogénicas de Vibrio podem
causar elevadas taxas de mortalidade e prejuizos econdmicos expressivos na carcinicultura, o
que torna indispensdveis as estratégias de profilaxia e prevencdo para o controle dessas
doencas (VALENTE; WAN, 2021).

Estudos identificaram uma grande diversidade de espécies do género Vibrio em
ecossistemas aquaticos variados, incluindo dguas recreativas e produtos de origem marinha.
Na Baia de Guanabara, Brasil, foram isoladas 20 espécies de Vibrio, incluindo varias com
potencial patogénico (CANELLAS et al., 2021). De forma semelhante, uma investigacdo no
Reino Unido identificou ampla diversidade dessas bactérias em camardes comercializados no
varejo, com destaque para V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus como espécies de
maior preocupacdo (JANECKO et al., 2021). No México, foram detectadas V. alginolyticus,
V. mimicus, V. parahaemolyticus e V. wvulnificus em amostras de pescado
(ALVAREZ-CONTRERAS et al., 2021).

Embora muitas espécies de Vibrio estejam tradicionalmente associadas a
ambientes marinhos, estudos demonstram sua presenca também em aguas doces. Na Africa do
Sul, foram identificadas V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. mimicus e V.
vulnificus em amostras provenientes de torneiras, pocos artesianos e represas (MAJE et al.,
2020). Esses achados refor¢gam a notavel adaptabilidade do género Vibrio a diferentes

ambientes aquaticos.
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2.5 Vibrioses

As vibrioses (Quadro 1) sdo infeccdes causadas por bactérias do género Vibrio,
amplamente prevalentes em sistemas de carcinicultura. Os impactos mais significativos dessas
enfermidades sdo observados em camardes peneideos cultivados, especialmente na forma
luminescente, que pode levar a taxas de mortalidade de até 100% durante os estdgios iniciais
de mysis e pos-larvas (KUMAR et al., 2021). Entre as principais espécies patogénicas
destacam-se Vibrio parahaemolyticus, agente etiolégico da Doenga da Necrose
Hepatopancreatica Aguda (AHPND), e Vibrio harveyi (MA et al., 2020; WANG et al., 2022).
A AHPND, anteriormente denominada Sindrome da Mortalidade Precoce (EMS), apresenta
elevada gravidade e acomete principalmente as espécies Penaeus vannamei e Penaeus

monodon (L1 et al., 2022).

Quadro 1 - Espécies de Vibrio associadas a infecgdes em Penaeus vannamei € suas rotas de

infeccao
Bactéria Hospedeiro  Doenca Local de infeccio Pais Referéncia
V. alginolyticus P. vannamei  Vibriose Musculo Taiwan LIU et al ., 2004
V. campbellii P. vannamei - Orgdo linfoide; coragdo; hemolinfa; branquias; hepatopancreas - BURGENS et al ., 2005

V. parahaemolyticus  P. vannamei - Brénquias; hepatopéancreas - AGUIRRE-GUZMAN et al., 2010
V. parahaemolyticus P. vannamei ~ AHPND Hemolinfa India KUMAR et al ., 2014

V. parahaemolyticus P. vannamei ~ Vibriose Camario Tailandia  YINGKAJORN et al ., 2014

V. parahaemolyticus P. vannamei  AHPND Hepatopancreas México SOTO-RODRIGUEZ et al ., 2015

Fonte: Adaptado de Rebougas, 2017.

Os sinais clinicos associados a infec¢do por bactérias do género Vibrio incluem
hepatopancreas palido, fraqueza do telson, colora¢do escura e avermelhada da regido bucal,
além de manchas vermelhas na carapaca, peridpodes, pledpodos e telson (SARIJITO et al.,
2018). O Vibrio harveyi estd particularmente relacionado a vibriose luminosa, na qual os
animais afetados emitem brilho no escuro. Outra condigdo patoldgica, denominada Bolitas
negricans, caracteriza-se pelo acumulo de esferas de tecido descamado no trato digestivo
(AUSTIN; ZHANG, 2006; ZHANG et al., 2020).

Os mecanismos de patogenicidade das espécies de Vibrio variam entre peixes €
camardes. Nos camardes, destaca-se a acao de lipopolissacarideos endotdxicos e proteases
extracelulares; j4 nos peixes, o principal fator de viruléncia ¢ a hemolisina extracelular
(ZHANG et al., 2020). Além disso, fatores ambientais como pH alcalino, alta salinidade e
niveis elevados de amodnia favorecem a proliferagdo dessas bactérias (HEENATIGALA;

FERNANDO, 2016). O uso de antibioticos, por sua vez, tem demonstrado eficacia limitada,
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principalmente devido ao surgimento de cepas multirresistentes (HAIFA-HARYANI et al.,
2022; HEENATIGALA; FERNANDO, 2016).

Diversas estratégias estdo sendo investigadas para o controle e prevencao das
vibrioses. Entre elas, destaca-se o desenvolvimento de linhagens de camardes geneticamente
tolerantes a AHPND (MALI et al., 2021), a suplementacdo dietética com 6leos essenciais
(HOA et al., 2023) e frutooligossacarideos (BARRIOS et al., 2023). Adicionalmente, estudos
metabolomicos tém contribuido para a compreensdo das alteragdes metabodlicas provocadas
pela infeccdo em diferentes tecidos dos camardes (MA et al., 2020; WANG et al., 2022). A
andlise integrada do microbioma e do perfil metabolico dos animais durante os episodios de
infeccdo representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento de estratégias mais

eficazes de prevencao e tratamento (REYES et al., 2022).

2.5.1 Doencga de Necrose Hepatopancredtica Aguda - AHPND

A Doenga da Necrose Hepatopancreatica Aguda (AHPND), anteriormente
conhecida como sindrome da mortalidade precoce (EMS), ¢ causada por cepas de Vibrio
parahaemolyticus portadoras dos genes da toxina Pir4B, provoca perdas econdmicas
significativas na aquicultura, afetando especialmente o cultivo do camarao-branco-do-Pacifico
(Penaeus vannamei) (WANG et al., 2020; XU et al., 2023; MAI et al., 2021; REYES et al.,
2022).

Essa enfermidade afeta severamente larvas e pds-larvas, podendo levar a
mortalidade de 40 a 100% nos camardes, geralmente ocorrendo nos primeiros 30 dias apds o
povoamento dos viveiros (PENA et al., 2015), com impacto direto sobre a produtividade e a
lucratividade das fazendas aquicolas. Os sintomas clinicos podem ser observados em
populagdes afetadas, incluem danos rapidos e graves ao hepatopancreas (SANTOS et al.,
2019), sinais de letargia, alimentacdo reduzida e coloracdo palida do hepatopancreas e o
exame histopatologico geralmente revela descamacao de células indiferenciadas no epitélio
do tibulo hepatopancreatico (PENA et al., 2015).

Camardes infectados pela AHPND apresentam diversos sinais clinicos
caracteristicos, tais como letargia, carapagca amolecida, musculatura esbranquigada, estdmago
e intestino médio vazios, crescimento retardado e hepatopancreas palido e atrofiado,
frequentemente com presencga de estrias escuras (CHU et al., 2016). O manejo da enfermidade

¢ agravado pela ocorréncia de cepas bacterianas resistentes a antibioticos, o que reduz a
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eficacia dos tratamentos convencionais e reforca a necessidade de estratégias alternativas de
controle (PRAJA, 2018; SIDDIQUE et al., 2021).

De acordo com Soler et al. (2025), a progressao da AHPND pode ser observada
histologicamente em diferentes estagios da infec¢do no hepatopancreas dos camardes. Em
animais ndo infectados, no estdgio inicial da infeccdo, sdo evidentes sinais de hiperemia e o
acimulo de células basofilicas. A medida que a infecgdo progride, o tecido apresenta
formacdo de granulomas e inflamacao hemocitica intratubular. Na fase aguda, observa-se
necrose quase total do tecido pancreatico, descamacgdo epitelial e areas multifocais de

melanizagdo, essas fases podem ser observadas na figura 2.

Figura 2 - Fotomicrografia de uma sec¢do longitudinal do hepatopancreas de Penaeus
vannamei infectados por Vibrio parahaemolyticus (AHPND). Legenda: (a) Amostra controle.
(b) Estagio inicial da infec¢do. (c) Estagio avancado da AHPND. (d) Fase aguda da infeccao.
60 um.
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Fonte: Adaptado de Soler et al., 2025

Diante da gravidade do problema, pesquisadores tém explorado diversas
estratégias de mitigacdo, incluindo a utilizacdo de probidticos (AMIIN et al., 2023;
THOMPSON et al., 2022) e compostos naturais, como extrato de moringa, que demonstraram
potencial imunomodulador e capacidade de aumentar a resisténcia dos camardes as infecgoes

por Vibrio (ABIDIN et al., 2021). Essas abordagens buscam promover o aumento das taxas de



27

sobrevivéncia e da produtividade, contribuindo para a reducdo dos prejuizos associados a
AHPND na carcinicultura. Adicionalmente, avangos na area de diagnostico vém permitindo a
deteccdo precoce da doenca. Um exemplo ¢ o desenvolvimento do ensaio
RPA-CRISPR/Casl2a, que possibilita a identificacdo rapida e especifica dos genes de
viruléncia associados ao AHPND (LI et al., 2022).

2.5.2 Impacto Economico das vibrioses

Surtos de vibriose representam um Onus econdmico significativo para a
carcinicultura em todo o mundo, espécies como V. parahaemolyticus, V. harveyi e V.
alginolyticus, sao os principais patdgenos que afetam camardes e outros crustdceos na
aquicultura, causando alta mortalidade e graves perdas econdmicas em todo o mundo (S et al.,
2021; VALENTE; WAN, 2021).

O impacto econdmico se estende além das perdas diretas na producdo de camarao.
Um estudo sobre infeccao por Vibrio alginolyticus em caranguejos de lama (Scylla serrata)
relatou até 70% de mortalidade durante surtos de verao em fazendas de aquicultura de Hong
Kong (KWOK et al., 2024) . Isso destaca que a vibriose pode afetar significativamente
diversas espécies de crustaceos na aquicultura, ndo apenas o camarao.

Espera-se que o 6nus econdmico da vibriose na aquicultura aumente devido as
mudancgas climaticas. Proje¢oes indicam que, até 2090, o aumento da temperatura da
superficie do mar podera levar a um aumento de 51% a 108% nos casos de vibriose
anualmente, somente nos Estados Unidos, com custos associados que podem chegar a bilhdes
de dolares (SHEAHAN et al., 2022) . Embora este estudo tenha se concentrado em casos
humanos, ele ressalta a crescente ameaga da vibriose a saude publica e a economia da
aquicultura, a medida que as condi¢des ambientais se tornam mais favoraveis ao crescimento

do Vibrio.

2.6 Reacio em Cadeia da Polimerase - PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Kary Mullis em 1983,
consiste em uma técnica in vitro de amplificacdo de DNA fundamental para a biologia
molecular e o diagndstico clinico (SCHOCHETMAN et al., 1988). Sua capacidade de

detectar e amplificar sequéncias especificas de DNA com alta sensibilidade e especificidade a
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torna uma ferramenta indispensavel em diversas aplicagdes, desde a pesquisa basica até o
monitoramento de doencas infecciosas (OLIVE, 1989; ZAZZI et al., 1993).

Esse método consiste numa série de ciclos que se repetem sucessivamente:
desnaturagdo, anelamento e extensao. Na primeira etapa, denominada desnaturacdo, o DNA
molde ¢ aquecido a cerca de 95 °C, promovendo a separacao das fitas da dupla-hélice, o que
permite a exposi¢ao das sequéncias-alvo para a ligagao dos primers (GAVRILOV et al., 2022;
JIE et al., 2020). Em seguida, ocorre o anelamento, no qual a temperatura ¢ reduzida,
geralmente para a faixa de 50 °C a 65 °C, possibilitando que os primers se liguem de forma
especifica as suas sequéncias complementares nas fitas simples de DNA. A temperatura exata
dessa etapa varia conforme as caracteristicas dos primers utilizados (JIE et al., 2020;
SREEJITH et al., 2019). Por fim, na etapa de extensdo, a temperatura ¢ ajustada para
aproximadamente 72 °C, condi¢do ideal para a atuagdo da DNA polimerase, que estende os
primers sintetizando novas fitas complementares, resultando na formagdo de moléculas de
DNA de fita dupla recém-amplificadas (GAVRILOV et al., 2022; JIE et al., 2020).

A Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser aplicada tanto a moldes de
DNA quanto de RNA, embora existam diferengas fundamentais entre os dois processos. A
PCR utilizada para amplificagdo de um desoxirribonucleotideo, emprega diretamente a agao
de uma polimerase termoestavel para sintetizar copias da sequéncia-alvo. Por outro lado, a
amplificacdo de ribonucleotideos exige uma etapa adicional: a conversao prévia em DNA
complementar (cDNA) mediada pela transcriptase reversa, uma vez que O Processo
subsequente depende exclusivamente da duplicacdo de fitas de DNA e caracteriza a técnica
conhecida como PCR com transcri¢do reversa - RT-PCR (BRIDGE, 2016). A RT-PCR ¢
amplamente utilizada para detectar e quantificar alvos de RNA, como em estudos de
expressao génica e no diagnostico de infecgdes virais, € consiste em duas etapas principais: a
sintese de cDNA a partir do RNA molde, seguida pela amplificagdo desse cDNA via PCR
(NAVECA et al., 2017; TSUGANE; SUZUKI, 2018).

As técnicas de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) tornaram-se ferramentas
essenciais para a detecgdo e identificacao de bactérias em diversas aplicagdes. Esses métodos
destacam-se por sua rapidez, sensibilidade e especificidade, superando as abordagens
tradicionais baseadas em cultivo (CHEN et al., 2022; KAKIZAKI et al., 2023). Ensaios de
PCR multiplex, por exemplo, permitem a deteccdo simultdnea de multiplos patdogenos
bacterianos, aumentando significativamente a eficiéncia em testes diagndsticos e de seguranga

alimentar (KAKIZAKI et al., 2023; LI et al., 2022). Ademais, métodos baseados em PCR sao
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capazes de distinguir entre bactérias vidveis e ndo viaveis, superando uma das principais

limitacdes das técnicas convencionais de detec¢ao baseadas em DNA (CHEN et al., 2022).

2.6.1 PCR em tempo real

A Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) ¢ uma variacio
avangada da técnica de PCR convencional que permite o monitoramento do progresso da
amplificacdo do DNA ao longo dos ciclos de reag¢do. Trata-se de uma metodologia molecular
amplamente utilizada, destacando-se por sua capacidade de quantificacdo, elevada
sensibilidade, especificidade e rapidez (ARTIKA et al., 2022).

A qPCR utiliza sistemas de detec¢ao baseados em fluorescéncia para acompanhar
a amplificacdo do DNA alvo durante os ciclos de temperatura. Isso pode ser realizado por
meio de sondas fluorescentes especificas, como as do tipo TagMan, ou por corantes
intercalantes ndo especificos, como o SYBR Green, que se ligam ao DNA fita dupla. Essa
abordagem permite ndo apenas a detec¢ao, mas também a quantificagdo precisa de acidos
nucleicos, incluindo DNA e RNA, presentes nas amostras analisadas (ZHANG et al., 2021).

A escolha criteriosa de primers ¢ um dos principais fatores que determinam o
sucesso e a especificidade das reagdes de PCR em tempo real. Segundo Chen et al. (2023), os
primers 1deais devem possuir temperatura de Melting (Tm) proxima de 60 °C, e o amplicon
resultante deve ter comprimento preferencial entre 75 a 150 pares de bases (podendo chegar
at¢é 250 pb, dependendo da aplicagdo), com regides de anelamento preferencialmente
flanqueando introns, a fim de evitar amplificagdo de DNA gendmico em analises de expressao
génica.

Singh e Pandey (2015) complementam que, para garantir quantificacdo precisa, a
Tm entre 58 °C e 65 °C, e ndo devem formar estruturas secundarias ou dimeros de primers.
Além disso, recomenda-se que os Tm dos primers F (Forward primer) e R (Reverse primer)
sejam similares para manter a eficiéncia de amplificagdo (MITSUHASHI, 1996). De acordo
com Rodriguez ef al. (2015), € essencial observar critérios como a relagcdo entre guanina (G) e
citosina (C) ¢ importante na PCR porque afeta a estabilidade dos primers. Um conteudo de
GC muito alto (>60%) pode dificultar a desnaturacdo do DNA e favorecer a formacao de
estruturas secundarias, enquanto um conteudo baixo (<40%) pode levar a ligacdes instaveis e
inespecificas. Por isso, recomenda-se que os primers tenham entre 40% e 60% de GC,

minimizando a formagdo de dimeros de primers. Esses parametros sdo fundamentais para
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assegurar a especificidade, sensibilidade e eficiéncia da PCR em tempo real, contribuindo
para a confiabilidade dos dados obtidos.

Por ser um método altamente sensivel, rapido e versatil, a PCR em tempo real
desempenha um papel fundamental em diversas aplicagdes, como a analise de expressao
génica, deteccdo de mutagdes, quantificagcdo de patdogenos e diagndstico molecular de doengas
(AN et al., 2020; ARTIKA et al., 2022). Sua capacidade de fornecer resultados precisos em
tempo reduzido consolida sua relevancia tanto na pesquisa cientifica quanto no diagndstico

clinico.

2.6.2 PCR em Bactérias do género Vibrio

As técnicas baseadas em PCR tornaram-se ferramentas indispensaveis para a
detec¢do rapida, sensivel e precisa de espécies patogénicas do género Vibrio, sobretudo, V.
parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus (BONNY et al., 2020). Esses métodos oferecem
vantagens significativas sobre as abordagens tradicionais dependentes de cultura,
destacando-se pela maior confiabilidade, consisténcia e agilidade nos resultados.

Diversos protocolos moleculares foram desenvolvidos e aprimorados para a
detec¢do de Vibrio, cada um com caracteristicas especificas que otimizam sua aplicagdo. De
acordo com Saetang et al. (2023), a PCR multiplex combinada com ensaio de vareta de fluxo
lateral (LFD) demonstrou alta sensibilidade e especificidade para V. parahaemolyticus
patogénico, sendo capaz de detectar até 10 unidades formadoras de colonia (UFC) por 10 g de
amostra de camardo apoés apenas 4 horas de enriquecimento. De forma semelhante, a
amplificacdo por recombinase (RPA) associada a tiras de fluxo lateral (LFS) apresentou
excelente desempenho, detectando até 1 UFC por reagdo sem a necessidade de purificagao do
DNA, ou 10 UFC/10 g em alimentos apos apenas 2 horas de enriquecimento (YANG et al.,
2020).

No contexto da Doenga de Necrose Hepatopancreatica Aguda - AHPND, causada
por cepas especificas de V. parahaemolyticus, métodos de PCR direcionados aos genes das
toxinas pirA e pirB se mostraram eficazes na detec¢do do patogeno (HOSSAIN et al., 2020;
LI et al., 2022). Especificamente, técnicas baseadas em PCR com marcadores genéticos
demonstraram alta especificidade na identificagdo do agente em Penaeus monodon infectado
por AHPND, sendo também aplicaveis ao P. vannamei (HOSSAIN et al., 2020).

Os métodos baseados em PCR revolucionaram a detec¢do de espécies de Vibrio,

oferecendo alternativas rapidas, precisas e convenientes as técnicas tradicionais. Esses
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métodos sdo particularmente relevantes para deteccdo no local em condigdes de recursos
limitados, tornando-os ferramentas cruciais para gestao de seguranga alimentar, maricultura e
vigilancia em satde publica (PARK; ZHANG, 2024; YANG et al., 2020). Considerando que
as mudancas climaticas aumentam potencialmente a prevaléncia de infec¢des por Vibrio em
regides temperadas, a relevancia e a demanda por essas tecnologias diagnosticas tendem a

crescer significativamente nos proximos anos (FORD et al., 2020).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem da cepa de Vibrio parahaemolyticus

A cepa de Vibrio parahaemolyticus utilizada neste estudo foi obtida da colecdo
microbiologica de Regine Vieira, no Laboratério de Microbiologia Ambiental e do Pescado
(LAMAP), vinculado ao Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR/UFC). Essa cepa foi
previamente isolada de um ambiente de carcinicultura e apresenta diversos fatores de
viruléncia, sendo, portanto, potencialmente patogénica. As cepas foram empregadas nos
ensaios voltados a deteccdo de V. parahaemolyticus, bem como a deteccao de Vibrio sp., com
o objetivo de validar a metodologia proposta em nivel de género.

As cepas, inicialmente, foram crescidas em meio de caldo de soja triptica acrescido de
1% (p/v) de NaCl (TSB 1%) e incubadas a 35 °C por 24 h. Apds, as cepas foram repicadas em
agar de soja triptica acrescido de 1% (p/v) de NaCl (TSA 1%) e a pureza verificada através da
coloragdo morfotintorial de Gram. Por fim, as cepas foram crescidas em é4gar Tiossulfato
Citrato Bile e Sacarose (Agar TCBS) para verificagdo de aspectos morfocoloniais e resposta
a fermentagdo da sacarose.

A sequéncia de DNA da bactéria utilizada no estudo foi devidamente registrada no
repositorio gendmico National Center for Biotechnology Information (NCBI), assegurando
sua rastreabilidade e disponibilidade publica. O processo de submissdo foi realizado sob o
codigo de identificagdo SUB14941907, sendo atribuido o numero de acesso PQ783156 para a
sequéncia de Vibrio parahaemolyticus, contribuindo para a validagdo experimental da

metodologia proposta.
3.2 Selecao dos primers para estudo

Foi realizada uma revisdao bibliografica criteriosa na literatura, com o intuito de
identificar primers previamente descritos para a deteccdo molecular de Vibrio
parahaemolyticus e, de forma mais ampla, do género Vibrio. A busca foi conduzida por meio
de plataformas cientificas, como Science Direct, Google Académico e o portal Periddicos
CAPES, com foco em artigos revisados por pares, protocolos validados e estudos recentes que
abordassem o desenvolvimento ou a aplicagao de oligonucleotideos especificos para esses
microrganismos.

Durante essa etapa, foram coletadas informacdes detalhadas sobre os primers

utilizados em diferentes contextos diagnosticos, levando em consideracdo caracteristicas
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como a regido-alvo do genoma, o tamanho esperado do amplicon, a sensibilidade do método,
a especificidade entre espécies do género Vibrio e a frequéncia de uso em estudos
semelhantes. Além disso, foi considerado que os primers seriam aplicados em qPCR, uma

técnica que impde restri¢des quanto a quantidade de oligonucleotideos utilizados.

3.3 Analise de bioinformatica para validacao dos primers

As sequéncias genéticas alvo para o diagnostico de Vibrio foram obtidas a partir
do banco de dados genomico publico National Center for Biotechnology Information (NCBI),
Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), no qual, contém uma vasto acervo de
sequéncias genéticas ja depositadas para diferentes espécies de Vibrio.

A avaliagdo da especificidade dos primers e das sondas foi realizada por meio de
analise in silico utilizando a ferramenta Primer-BLAST (NCBI), com o intuito de assegurar a
auséncia de amplificacdo cruzada com outras espécies bacterianas. Essa ferramenta permitiu
simular o anelamento dos primers frente ao conjunto de sequéncias previamente selecionadas,
encontradas no GenBank, possibilitando a validagdo tedrica das regides-alvo por meio de PCR
in silico. Além disso, as sequéncias genéticas obtidas na triagem foram exportadas em
formato FASTA e alinhadas manualmente utilizando o Software Molecular Evolutionary

Genetics Analysis (MEGA).

3.4 Ensaio in vitro

Os ensaios in vitro (Figura 3) foram realizados a partir da mistura dos inoculos de
Vibrio (em concentragdes pré-estabelecidas) com musculo de amostras do camardo Penaeus
vannamei, livres de infec¢des prévias, a partir de um sistema de cultivo controlado. O tecido
muscular foi escolhido em detrimento de outros 6rgaos por ser considerado indcuo, além de
apresentar composi¢cao uniforme, facilitar o manuseio laboratorial e permitir resultados mais
confidveis nos ensaios de detecgdo. Para isso, o indculo bacteriano foi padronizado para 108
UFC/mL e diluido, seriadamente, at¢ 10* UFC/mL, resultando em 5 tratamentos com
concentragdes de indculo distintas. Apds, 1 mL de cada indculo foi adicionado em 10 g de
musculo, misturado, em triplicata para cada tratamento. Um tratamento controle foi
considerado, utilizando-se solucdo salina 1% (p/v) de NaCl. Posteriormente, de cada

repeticao/tratamento, foram retirados 50 mg, dos quais foi extraido o DNA, utilizando-se o


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

34

protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Os cinco tratamentos com indculo resultaram
em concentragdes finais de 5 x 10° UFC/g até 5 x 10' UFC/g. Ap0s a extragdo, foi realizada
PCR em tempo real para a V. parahaemolyticus e Vibrio sp, utilizando-se o reagente SYBR

QGreen.

Figura 3 - Fluxograma do ensaio in vitro
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Fonte: A autora, 2025.

3.5 Extracio e quantificacdo de DNA

3.5.1 Das Amostras

O DNA total foi extraido a partir de amostras de tecido muscular do camarao
Penaeus vannamei, utilizando o protocolo classico de digestdo com Proteinase K seguido por
extracdo com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, conforme descrito por Sambrook et al.
(1989), com adaptacdes. Inicialmente, microtubos e ponteiras foram expostos a radiagao UV
por 15 minutos para garantir a esterilidade do material. De cada tratamento, foram retirados
150 mg de tecido muscular, os quais foram divididos em trés microtubos estéreis contendo 50
mg cada.
As amostras foram lavadas com tampao Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) por 5 minutos.
Apds a remocdo do excesso de tampao com auxilio de ponteiras estéreis, o tecido foi
macerado e transferido para microtubos contendo 700 pL de tampao de extracdo e 20 puL de
Proteinase K (20 pg/mL). A mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada em
banho-maria a 56 °C por 15 horas, para promover a digestao do tecido e liberagao do material
genético. Em seguida, foram adicionados 350 pL de fenol e 350 uL da solucdo 24:1 de

cloroférmio:alcool isoamilico. A mistura foi agitada por inversao durante 5 minutos e
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centrifugada a 7.000 x g por 5 minutos. A fase aquosa (superior) foi coletada e transferida
para um novo microtubo estéril, evitando a contamina¢do com a fase organica inferior.
Posteriormente, foram adicionados 650 pL da solug¢ao 24:1 de cloroférmio:alcool isoamilico a
fase aquosa, repetindo-se o processo de inversdo e centrifugagcdo. Apods essa etapa, 500 pL do
sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo, procedendo-se a precipitacdo do
DNA com a adig@o de 1 mL de etanol absoluto (2 da fase aquosa) e 50 uL de acetato de sodio
3M (0,1 da fase aquosa). A mistura foi incubada em freezer por 15 minutos. O DNA
precipitado foi recuperado por centrifugagdo a 10.000 x g por 15 minutos, seguida do descarte
do sobrenadante.

O pellet obtido foi lavado com 500 pL de etanol 70% (v/v) gelado e centrifugado
novamente a 10.000 x g por 5 minutos. O etanol residual foi removido e foram colocados
invertidos sobre papel absorvente por 30 minutos para secagem parcial. Em seguida, os tubos
foram incubados em hot-block a 70 °C por 10 minutos para completar a secagem do DNA.
Por fim, o DNA foi ressuspenso em 50 pL de tampdo de eluicdo e armazenado sob
refrigeragdo até sua utilizacdo nas analises moleculares. Ao final da extracdo, as amostras
foram quantificadas por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop®, para
determinar a concentragdo e a pureza do DNA. Cada amostra, apos a etapa de quantificagdo,
recebeu um coédigo especifico, utilizado como referéncia para sua identificagcdo e organizagao,

conforme apresentado no Tabela 1.

Tabela 1 - Codigos das amostras do experimento

Codigo Descricao
g Controle
IVP1 100 ng DNA Tecido + 1 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus
VP2 100 ng DNA Tecido + 5 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus
IVP3 100 ng DNA Tecido + 10 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus
VP4 100 ng DNA Tecido + 20 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus
IVPS 100 ng DNA Tecido + 25 ng de DNA Vibrio parahaemolvticus
vl 100 ng DNA Tecido + 1 ng de DNA Vibrio sp
w2 100 ng DNA Tecido + 5 ng de DNA FVibrio sp
V3 100 ng DNA Tecido + 10 ng de DNA Vibrio sp
v4 100 ng DNA Tecido + 20 ng de DNA Vibrio sp
Vs 100 ng DNA Tecido + 25 ng de DNA Vibrio sp
VPl Vibrio parahaemolyticus - 104
VP2 Vibrio parahaemolyticus - 10°
VP3 Vibrio parahaemolyticus - 106
VP4 Vibrio parahaemolyticus - 107
VP3 Vibrio parahaemolvticus - 108
Vi Vibrio sp - 104
V2 Vibrio sp - 107
V3 Vibrio sp - 106
V4 Vibrio sp - 107
V5 Vibrio sp - 108

Fonte: A autora, 2025.
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3.5.2 Das Cepas de Vibrio parahaemolyticus

A fim de possibilitar a detec¢do molecular de Vibrio parahaemolyticus por PCR
em tempo real, bem como a construcao da curva padrdo para quantificagdo absoluta, foi
realizada a extragdo e quantificagdo do DNA gendmico a partir de isolados bacterianos. A
extragdo de DNA das colonias de V. parahaemolyticus foi realizada utilizando o reagente
DNAzol® (Invitrogen), conforme as instrugdes do fabricante, com adaptacdes para amostras
bacterianas.

Foram utilizadas seis amostras de Vibrio parahaemolyticus independentes,
isoladas previamente em meio seletivo TCBS. Aproximadamente 500 pL do material foram
transferidos para microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 500 pL. de DNAzol. As
amostras foram homogeneizadas suavemente e colocadas em repouso a temperatura ambiente
por 30 minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos.
O sobrenadante (500 pL) foi cuidadosamente transferido para um novo tubo, ao qual se
adicionou igual volume de etanol absoluto (100%). A solugcdo foi homogeneizada por
inversao e incubada a temperatura ambiente por 3 minutos, favorecendo a precipitagao do
DNA, visivel como uma nuvem branca em suspensdo.As amostras foram entdo centrifugadas
novamente a 13.000 rpm por 5 minutos, com descarte do sobrenadante. O pellet resultante foi
ressuspenso com 500 pL de etanol a 95%, homogeneizado suavemente por inversao de 3 a 6
vezes e incubado por mais 1 minuto. Nova centrifugacao foi realizada nas mesmas condigoes,
com posterior descarte do sobrenadante.O DNA precipitado foi deixado em secagem a
temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos. Para a solubilizagdo do DNA, foram
adicionados 200 pL de NaOH a 8 mM, seguidos de 20 puL de tampao HEPES a 0,1 M, com
posterior homogeneizagao da solugao.

Ao término do processo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
utilizando o equipamento NanoDrop®, a fim de determinar a concentragdo e a pureza do
DNA. As duas amostras que apresentaram maior concentragcdo e razao 260/280 entre 1,8 e
1,9, indicativas de boa pureza, foram selecionadas para os ensaios de PCR em tempo real,

sendo uma identificada como Vibrio parahaemolyticus e a outra como Vibrio spp.

3.5 PCR em tempo real

As reagdes em PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o reagente

SYBR Green. Para isso, as reacdoes de PCR foram realizadas em 10 pL de volume final
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contendo 5 pL de Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 pL de cada
primer, 0,1 uL de ROX, 1 pL (10-25 ng) de DNA e 3,3 uL de 4gua ultrapura (Invitrogen®).
As condi¢des de ciclagem foram as seguintes: incubacdo a 50°C por 2 min, seguido da
ativacdo da Platinum®Taq DNA polimerase a 95°C por 2 min, e 40 ciclos de 15 s a 95°C e 30
s a 60°C. Os dados foram coletados durante a etapa de extensdo final (60°C). Apds, a reagdo
de amplificacdo, as amostras foram submetidas a analise da Temperatura de Melting, a fim de
se verificar a curva de especificidade dos amplificados gerados. Na tabela 2, estdo detalhados

os primers € as respectivas regidoes-alvo utilizados no ensaio de PCR em tempo real.

Tabela 2 - Descrigao dos primers utilizados para PCR em tempo real

Espécie Gene Nome do primer Primer Referéncia
Vibrio mreB mreBF GGGTCGTACACCTGGTAACATT 1
. Chiu et al.. 2008
parahaemolyticus mreBR GAACTTCATCACCTGGGTAAGC
165 IRNA 567F GGCGTAAAGCGCATGCAGGT
Vibrio sp. Thompson et al., 2004
680R GAAATTCTACCCCCCTCTACAG

Fonte: A autora, 2025

3.6 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas considerando dois grupos experimentais
principais: Grupo 1, referente a extracdo unica (DNA bacteriano ¢ DNA do tecido em um
unico procedimento), e Grupo 2, correspondente a extracdo separada do DNA bacteriano e do
DNA do tecido. Para cada grupo, foram obtidos dados de contagem padronizada em triplicata
para cada tratamento, totalizando 15 observagdes por grupo.

A comparagdo entre os tratamentos dentro de cada grupo foi realizada por meio de
analise de variancia unifatorial (ANOVA de fator inico: contagem padronizada). O nivel de
significancia adotado foi de a = 0,05. Todas as andlises estatisticas, bem como a geracao dos
respectivos graficos, foram realizadas na plataforma estatistica R (versao 4.2.1). Todos os

comandos foram detalhados no Apéndice A.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Bioinformatica

4.1.1 Escolha de primers, PCR in silico e alinhamento de sequéncias de Vibrio sp.

Com base na analise dos primers selecionados para Vibrio sp., por meio da
plataforma Primer-BLAST, foram identificadas 107 sequéncias compativeis com diferentes
espécies do género Vibrio. Dentre essas, 21 espécies distintas foram detectadas: V.
alginolyticus (7), V. astriarenae (1), V. cholerae (33), V. cidicii (1), V. cincinnatiensis (2), V.
diabolicus (1), V. europaeus (1), V. fluvialis (12), V. furnissii (4), V. harveyi (1), V. metoecus
(1), V. metschnikovii (2), V. mimicus (3), V. navarrensis (3), V. panuliri (1), V.
parahaemolyticus (22), V. ponticus (1), V. taketomensis (2), V. vulnificus (4), V. zhuhaiensis (1)
e V. ziniensis (1).

Dentre essas espécies, algumas possuem importancia reconhecida na
carcinicultura por sua capacidade patogénica. V. alginolyticus e V. parahaemolyticus
destacam-se pelo potencial de causar vibriose em camardes, sendo associados a infecgdes
transmitidas por organismos filtradores e amplamente distribuidos em ambientes marinhos
(MATAMP & BHAT, 2019; PRUZZO et al., 2016). V. harveyi é outro patdogeno relevante em
fazendas de cultivo, frequentemente relacionado a surtos de mortalidade e a formacao de
biofilmes, o que dificulta seu controle (PETIT et al., 2024). Embora V. cholerae seja mais
conhecido por sua importancia em saude publica, cepas ndo epidémicas podem causar
septicemia em organismos aquaticos (PRUZZO et al., 2016). Ja V. fluvialis e V. vulnificus sdo
encontrados como patégenos oportunistas em sistemas de cultivo, sendo este tltimo também
associado a infecgdes humanas graves (HALDAR, 2012; MANILAL et al., 2010).

O alinhamento realizado no software Molecular Evolutionary Genetics Analysis
(MEGA) revelou alta conservagdo entre as sequéncias analisadas, especialmente nas regides
de anelamento dos primers, indicando que os mesmos sdo adequados para a detecgdo ampla
de espécies pertencentes ao género Vibrio e ndo foram observadas substituicoes nucleotidicas
significativas nas posicoes de ligagdo dos primers. Além disso, as regides conservadas
abrangem a maior parte do amplicon (113 pb), e a selecdo dos primers considerou critérios
como o conteido de Guanina e Citosina (GC%) e a temperatura de anelamento, conforme

demonstrado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Caracteristicas dos primers utilizados para deteccao de Vibrio parahaemolyticus e

Vibrio sp. por PCR.

Espéci Pri Conteindo Comprimento do Temperatura de Referénci
hpet THRer Guanina/Citosina (%) produto (bp) anelamento (°C) SRerenea
Vibri mreBF 50% 60,03 °C .
o _° 506 bp 3 Chiu et al., 2008
parahaemolyticus mreBR 50% 58,99 °C
567F 55% 64,34 °C Thompson et al.
Vibrio spp. 113 b i
i 680R 45.45% P 57:31°C 2004

Fonte: A autora, 2025.

4.1.2 Escolha de primers, PCR in silico e alinhamento de sequéncias de Vibrio

parahaemolyticus.

A andlise dos primers selecionados para Vibrio parahaemolyticus, realizada
por meio da ferramenta Primer-BLAST, revelou a amplificacdo de 229 sequéncias
pertencentes exclusivamente a essa espécie, sem deteccdo de qualquer outra espécie do género
Vibrio. Esse resultado evidencia a elevada especificidade dos primers utilizados, condi¢ao
essencial para o diagndstico molecular confiavel.

O alinhamento das sequéncias, conduzido no software Molecular Evolutionary
Genetics Analysis (MEGA), demonstrou alta conservacdo nas regides-alvo, sobretudo nos
sitios de anelamento dos primers forward e reverse, indicando a estabilidade e a eficiéncia
dessas regides para amplificagdo por qPCR. Nao foram identificadas substituigoes
nucleotidicas relevantes nas posicdes de ligacdo, reforgcando a especificidade do par de
primers.

Além disso, as regides conservadas compreendem a maior parte do amplicon (506
pb), e a escolha dos primers levou em consideragao parametros fundamentais como o
contetido de Guanina e Citosina (50%) e as temperaturas de anelamento (Tm de 60,03 °C para

o primer F e 58,99 °C para o R), conforme apresentado na Tabela 1.
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4.2 Analise das curvas de amplificacdo, melting e padrao dos controles positivos por

PCR em tempo real

4.2.1 Vibrio sp.

O grafico de amplificagdo gerado (Grafico 1) demonstrou o comportamento
cinético das amostras positivas para Vibrio sp. ao longo dos 40 ciclos da PCR em tempo real.
Todas as curvas apresentaram o perfil tipico de amplificacdo exponencial, com aumento
progressivo da fluorescéncia (ARn) apos a fase lag (fase inicial). A linha de limiar (threshold),
fixada em ARn = 0,42, permitiu a determinacgdo dos valores de Ct (Cycle threshold), os quais
variaram entre os diferentes controles testados e refletem as distintas concentragdes iniciais de
DNA presentes nas amostras.

O valor de cycle threshold (Ct) é inversamente proporcional a quantidade inicial
de DNA alvo na amostra, ou seja, valores baixos de Ct indicam alta concentra¢do do material
genético, enquanto valores elevados refletem quantidades menores. Na pratica, o Ct serve
como um indicador indireto da carga genética presente, sendo utilizado em contextos clinicos
para avaliar, por exemplo, a carga viral e sua correlagdo com a gravidade da infec¢do,
conforme demonstrado em estudos sobre infecgdes. (FULLER et al., 2013; GREEN &
SAMBROOK, 2018).

Grafico 1 - Grafico de Amplifica¢dao dos controles positivos para Vibrio sp.
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Fonte: A autora, 2025

Complementando essa andlise, o Grafico 2 apresenta a curva de melting dos
controles positivos, permitindo verificar a especificidade dos produtos amplificados.

Observou-se um unico pico de melting para todas as amostras, com valores de temperatura de
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melting (Tm) concentrados entre aproximadamente 83,5 °C e 84,5 °C. A auséncia de picos

adicionais ou alargados indica a ndo formacao de dimeros. Ademais houve sobreposicao dos
picos entre os diferentes controles.

Grafico 2 - Curva de Melting dos controles positivos para Vibrio sp.
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Adicionalmente, o Grafico 3 apresenta a curva padrao obtida a partir de dilui¢cdes
seriadas do controle positivo para Vibrio sp., sendo esta essencial para avaliar a eficiéncia da
reacdo de PCR em tempo real. A curva evidenciou uma relagdo linear entre a quantidade de
DNA (em escala logaritmica) e os valores de Ct, com inclinagdo negativa, como esperado
para uma amplificagdo eficiente. Ainda foi observada linearidade, e distribuicdo uniforme dos

pontos, isto ¢, a reacdo apresentou comportamento consistente em diferentes concentracdes do
alvo.
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Grafico 3 - Curva-padrao dos controles positivos para Vibrio sp.
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4.2.2 Vibrio parahaemolyticus

A curva de amplificagdo (grafico 4) obtida a partir dos controles positivos
demonstraram o comportamento exponencial caracteristico das reagcdes bem sucedidas de
qPCR, com aumento gradual da fluorescéncia (ARn) ao longo dos ciclos. O valor de threshold
foi estabelecido em aproximadamente 0,357, permitindo a determinagdo dos valores de Ct. A
especificidade das reagdes foi avaliada por meio da curva de melting apresentada no grafico 5,
nela observou-se a presenca de um unico pico de dissociacdo para todos os controles
positivos, com temperaturas de melting (Tm) concentradas entre 81 °C e 83 °C e sobreposicao

dos picos entre as amostras.

Grafico 4 - Grafico de Amplificacdo dos controles-positivos para Vibrio parahaemolyticus.
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Fonte: A autora, 2025.
Complementarmente, a curva padrdo representada no Grafico 6 foi construida

com base em diluigdes seriadas do controle positivo. A linearidade entre a quantidade de
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DNA (em escala logaritmica) e os respectivos valores de Ct foi evidente, com inclina¢do
negativa, como esperado para uma reacdo de PCR eficiente. Notou-se também uma
disposi¢do uniforme dos pontos ao longo da linha de regressao.

Grafico 5 - Curva de Melting dos controles positivos para Vibrio parahaemolyticus.
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Fonte: A autora, 2025.

Grafico 6 - Curva-padrdo dos controles positivos para Vibrio parahaemolyticus.
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4.3 Analise estatistica

4.3.1 Vibrio sp.

Os resultados apresentados na Tabela 4 evidenciam uma tendéncia clara de
aumento na média das variaveis analisadas em funcdo da concentracdo do género Vibrio do
DNA obtido de amostras compostas por tecido e indculo de Vibrio sp, que variou de 10* a 10°
UFC/mL entre as amostras. Observa-se que a quantidade média de namero de copias de DNA
do alvo foi significativamente menor no tratamento V1 (2,35 + 0,106) e aumentou
gradativamente até o tratamento V5 (3,98 = 0,039).

Os resultados apresentados na Tabela 5 demonstram uma clara tendéncia de
aumento na média da variavel analisada conforme se eleva a concentracao de DNA de Vibrio
sp. adicionada ao DNA tecidual. A amostra IV1, composta por 100 ng de DNA tecidual e
apenas 1 ng de DNA de Vibrio sp., apresentou a menor média (28,2 + 1,6). A medida que a
concentragdo de DNA de Vibrio sp. aumentou nas amostras subsequentes, observou-se um
crescimento progressivo nos valores médios, sendo a IV5 a amostra que apresentou a menor

média (102 + 6,75).

Tabela 4 - Resultados descritivos por amostra utilizados na andlise de variancia (ANOVA)
entre diferentes diluicdes padrao do DNA total extraido (tecido+inéculo) de Vibrio sp. V1 =
Concentracdo 10*; V2 = Concentragdo 10°; V3 = Concentra¢ao 10° V4 = Concentrac¢do 107;

V5 = Concentragao 10°. F =749,3; p <0,05.

Amostra Média £ Desvio padrao
\Y! 2,35+£0,106
V2 2,89 + 0,025
V3 3,35+ 0,061
V4 3,75+ 0,021
V5 3,98 £0,039

Fonte: A autora, 2025.
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Tabela 5 - Resultados descritivos por amostra utilizados na andlise de variancia (ANOVA)
entre diferentes concentracdes de DNA de Vibrio sp por 100 mg de DNA tecidual. IV1 =1 ng
de DNA Vibrio sp.; IV2 = 5 ng de DNA Vibrio sp.; IV3 =10 ng de DNA Vibrio sp.; IV4 =20
ng de DNA Vibrio sp.; IV5 =25 ng de DNA Vibrio sp. F =356; p < 0,05.

Amostra Média £ Desvio padrao
vl 28,2+ 1,6
Iv2 37,6 £1,6
V3 472 +237
V4 58,3+3,74
I\A) 102 £6,75

Fonte: A autora, 2025

No grafico 7 e 8 ¢ possivel observar essas progressdes sugerindo que ha uma
relagdo direta entre a concentracdo de Vibrio sp inoculada e a quantidade detectada nas
amostras. Esse tipo de evidéncia ¢ essencial para validar a metodologia de diagnostico
quantitativo, como a PCR em tempo real, no contexto da aquicultura e sanidade de
organismos aquaticos. E importante destacar que os desvios padrio foram relativamente
baixos em todos os grupos, o que refor¢a a consisténcia dos dados obtidos e sugere baixa

variabilidade.

Grafico 7 - Andlise da variabilidade do nimero de copias/g entre diferentes diluicdes padrao

do DNA extraido (tecido+inoculo) de Vibrio sp.
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Grafico 8 - Andlise da variabilidade do nimero de copias/g entre diferentes concentragdes de
DNA de Vibrio sp. por 100 mg de DNA tecidual
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Fonte: A autora, 2025.

A andlise de variancia (ANOVA) das amostras compostas por tecido e inoculo de
Vibrio sp, revelou um valor de F extremamente elevado (F = 749,3), o que por si s6 indica
uma diferenga estatisticamente significativa entre as meédias dos grupos. Tal resultado ¢
corroborado pelo valor de p extremamente baixo (p <0,05). Ainda, as andlises de variancia
das amostras com diferentes concentragdes de DNA de Vibrio sp. por 100 mg de DNA
tecidual apresentaram um valor de F = 356, com p < 0,05, refor¢ando que as variagdes
observadas entre os grupos ndo ocorreram ao acaso. Esses dados confirmam com elevado
grau de confiangca que pelo menos um dos grupos difere significativamente dos demais.
Estatisticamente, isso permite rejeitar a hipotese nula de igualdade entre as médias. Esses
dados sustentam a hipotese de que hd um efeito significativo associado ao aumento da carga

bacteriana.

4.3.2 Vibrio parahaemolyticus

Os dados apresentados na Tabela 6 refor¢gam a tendéncia observada anteriormente,
agora para Vibrio parahaemolyticus, indicando um aumento progressivo na quantidade de

copias de DNA detectadas a medida que se eleva a concentracdo das amostras compostas por
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tecido e inoculo bacteriano. Observa-se que a média logaritmica do nimero de copias varia de
4,79 + 0,001 na amostra VP1 até 6,05 £ 0 na VP5. Ja os dados da Tabela 7 confirmam esse
mesmo padrao, evidenciando um incremento gradual nos valores médios conforme se eleva a
concentracdo de DNA bacteriano adicionado as amostras teciduais, passando de 3,53 + 0,024
em IVPI, com 1 ng de DNA, até¢ 4,11 + 0,006 em IVP5, com 25 ng. Esse crescimento
continuo evidencia uma correlacdo direta entre a carga bacteriana inoculada e a quantidade de
DNA detectada por PCR em tempo real.

Os Graficos 9 e 10, ilustram claramente essas progressdes, 0s grupos com maiores
concentragdes de DNA apresentam medianas mais elevadas do logaritmo do nimero de
copias, com intervalos interquartis estreitos. A consisténcia dos dados ¢ confirmada tanto
visualmente pelo grafico, que mostra baixa dispersdo em todos os grupos, quanto
numericamente pelos baixos desvios padrdo. Essa baixa variabilidade intra-grupo sugere alta

precisdo nas medidas.

Tabela 6 - Resultados descritivos por amostra utilizados na analise de variancia (ANOVA)
entre diferentes diluicdes padrdio do DNA total extraido (tecido+inoculo) de Vibrio
parahaemolyticus. VP1 = Concentragdo 10*; VP2 = Concentragdo 10°; VP3 = Concentragdo

10°%; VP4 = Concentrac¢do 107; VP5 = Concentragao 10°. F =2308594; p < 0,05.

Amostra Média = Desvio padrao
VP1 4,79 £ 0,001
VP2 519+0
VP3 542+0
VP4 561+0
VPS5 6,05+ 0

Fonte: A autora, 2025.
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Tabela 7 - Resultados descritivos por amostra utilizados na andlise de variancia (ANOVA)
entre diferentes concentracdes de DNA de Vibrio parahaemolyticus por 100 mg de DNA
tecidual. IVP1 = 1 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus.; IVP2 = 5 ng de DNA Vibrio
parahaemolyticus; IVP3 =10 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus.; IVP4 = 20 ng de DNA
Vibrio parahaemolyticus; IVP5 =25 ng de DNA Vibrio parahaemolyticus. F =1720; p < 0,05.

Amostra Média = Desvio padrao
IVPI 3,53 £ 0,024
IVP2 3,79+£0,013
IVP3 3,94 £+ 0,009
IVP4 4,03 £ 0,007
IVP5 4,11 £ 0,006

Fonte: A autora, 2025

A andlise estatistica das amostras compostas por tecido e indculo bacteriano
revelou um valor de F extremamente elevado (F = 2308594), indicando uma diferenca robusta
entre as médias dos grupos. Esse achado ¢ estatisticamente confirmado pelo valor de p
extremamente baixo (p < 0,05). Ademais, a andlise estatistica das amostras de DNA
bacteriano adicionadas as amostras teciduais apresentou um valor de F = 1720, com p < 0,05,
permitindo rejeitar com alto grau de confianca a hipdtese nula de igualdade entre as médias.
Esses resultados sustentam a hipotese de que o aumento da carga bacteriana tem um efeito

significativo sobre a quantidade de DNA detectavel.

Grafico 9 - Anélise da variabilidade do nimero de copias/g entre diferentes dilui¢des padrao

do DNA extraido (tecido+inoculo) de Vibrio parahaemolyticus.
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Grafico 10 - Analise da variabilidade do numero de cdpias/g entre diferentes concentragdes de

DNA de Vibrio parahaemolyticus por 100 mg de DNA tecidual
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5 DISCUSSAO

5.1 Analise Bioinformatica

Nesse estudo as regides conservadas abrangeram a maioria do amplicon (~113
pb), esse tamanho representa um bom equilibrio entre eficiéncia de amplificagcdo, permitindo
uma amplificagdo rapida e consistente, mantendo boa sensibilidade e especificidade, que sao
caracteristicas cruciais para aplicagdes diagnosticas e quantitativas da qPCR (BANKO et al.,
2021; RUIJTER et al., 2021). sendo que ndo foram observadas substitui¢des nucleotidicas
significativas nas posi¢des de ligagcdo dos primers, o que refor¢a sua robustez e universalidade
dentro do grupo-alvo. A partir do alinhamento, pdde-se confirmar que os primers utilizados
apresentam boa cobertura para Vibrio sp. € Vibrio parahaemolyticus sem indicar anelamento
com espécies nao relacionadas, o que valida sua aplicagdo em protocolos de PCR em tempo
real.

A escolha de primers direcionados a regides conservadas do DNA, ¢ essencial
para garantir uma identificagdo taxonOmica precisa € ampla cobertura da diversidade
microbiana (TENG et al., 2018; WEAR et al., 2018). Nesse contexto, os primers escolhidos
tiveram isso como pré - requisito. A avaliag@o in silico permite prever a cobertura taxonomica
e especificidade dos primers, economizando tempo e recursos para identificar possiveis
problemas antes dos experimentos praticos. Por exemplo, um estudo demonstrou que primers
ndo-metazoanos recuperaram apenas 2,6% das sequéncias de metazoarios, enquanto
amplificaram 80,4% de outros eucariotos (CAMPO et al., 2019). Portanto, essa analise prévia

ajuda a selecionar os primers mais promissores para testes posteriores.

5.2 Analise das curvas de amplificacdo, melting e padrao dos controles positivos por

PCR em tempo real.

As curvas de amplificacdo obtidas neste estudo apresentaram um perfil
exponencial, essencial para a quantificacao precisa de acidos nucleicos em PCR em tempo
real, como demonstrado por Debode ef al. (2017). Esse padrao ¢ influenciado pela eficiéncia e
especificidade dos primers, que, segundo Garafutdinov et al. (2020), o desenho adequado dos
primers ¢ um dos fatores determinantes para o desempenho da reacdo, influenciando
diretamente a forma e a definicdo das curvas de amplificacdo geradas. No presente trabalho,

todas as amostras positivas para Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus mostraram aumento da



51

fluorescéncia apos a fase lag, comportamento tipico de reagdes eficientes, evidenciado pelo
aumento progressivo da fluorescéncia (ARn) logo apos a fase lag.

Durante a fase exponencial da PCR, o crescimento da fluorescéncia ¢
proporcional a quantidade de produto gerado, o que permite estimar a concentracao inicial do
DNA a partir do valor de Ct, conforme Moniri et al. (2019). Observou-se que amostras com
maior carga genética cruzaram o limiar de deteccdo em menos ciclos, resultando em valores
de Ct mais baixos, enquanto concentragdes menores de DNA exigiram mais ciclos,
apresentando valores de Ct mais elevados. Essa relacdo inversa ¢ mencionada por Buchan et
al. (2020) e reforca a sensibilidade do ensaio utilizado. No contexto deste estudo, essa
variagdo entre os controles positivos evidencia a capacidade do método em detectar diferencas
na concentracdo do indculo com precisao, sendo util tanto para analises quantitativas quanto
semiquantitativas.

A andlise da curva de melting foi igualmente importante, especialmente por
envolver o uso do corante SYBR Green, que se liga a qualquer DNA de fita dupla. Essa etapa
permite verificar a especificidade da amplificacdo com base na temperatura de dissociacao
(Tm) dos produtos gerados. Como descrito por Wan et al. (2016), amplicons especificos
tendem a apresentar picos tnicos € bem definidos de fusdo, enquanto dimeros de primers ou
produtos inespecificos fundem em temperaturas mais baixas e geram perfis distintos
(UNTERGASSER et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Quando ocorre a formagao de dimeros
de primers, geralmente devido a primers com regides complementares entre si, isso leva a
amplificacdo de produtos ndo desejados que ndo sdo os alvos especificos pretendidos. Esses
produtos adicionais afetam a andlise da curva de fusdo, introduzindo picos adicionais que nao
envolvem ao produto de interesse. Isso dificulta a distingdo entre o produto correto e os
parceiros, levando a uma possivel interpretacdo errada dos dados (GARAFUTDINOV et al.,
2020).

Neste trabalho, todas as amostras exibiram um tnico pico de fusdo, com Tm entre
83,5°C e 84,5°C, o que indica que apenas produtos especificos foram amplificados. A
auséncia de picos secundarios reforca a eficiéncia dos primers e a consisténcia do protocolo
adotado. Como destacam Shahrajabian e Sun (2024), essa andlise ¢ especialmente til em
reacdes com SYBR Green, ja que permite avaliar a qualidade da amplificacdo sem a
necessidade de sondas ou multiplos canais fluorescentes. Além de confirmar a identidade dos
produtos amplificados, essa verificagdo funciona como um controle de qualidade essencial,
garantindo a confiabilidade dos resultados (ANDERSSON et al., 2015; NAKAGAWA et al.,
2020).
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Embora a qPCR seja muito utilizada para quantificacdo, mas para alcancar uma
quantificagdo confiavel, é preciso construir uma curva padrdo com dilui¢des conhecidas do
DNA-alvo (DRANDI et al., 2018; TANG et al., 2016). Essa curva também ¢ fundamental
para estimar a eficiéncia da reacdo, que idealmente deve estar entre 95% e 105% (JUNG et
al., 2016). No presente estudo, a curva padrdo apresentou linearidade entre a concentragdo de
DNA e os respectivos valores de Ct, com uma inclinagdo negativa caracteristica de
amplificacdes eficientes. A distribui¢ao uniforme dos pontos ao longo da regressao reforca a
sensibilidade do método e a confiabilidade dos dados gerados, validando sua aplicagdo para
quantificagdo do DNA de Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus em diferentes contextos
experimentais.

Em sintese, a andlise conjunta das curvas de amplificacdo, melting e padrao
confirma que o protocolo de qPCR estabelecido ¢ sensivel, especifico e reprodutivel, sendo

adequado para a detec¢d@o molecular de Vibrio parahaemolyticus em diferentes concentragdes.

5.3 Analise estatistica

A aplicagdo da PCR em tempo real (QPCR) se destaca como uma ferramenta
sensivel e especifica para a deteccdo de patdgenos em ambientes aquicolas, principalmente,
quando aliada ao uso de dilui¢cdes controladas para indicar limites de detec¢do. Estudos
mostram a importancia dessa abordagem para a padronizagdo e validagdo de métodos
diagnosticos.

Rasmussen et al. (2018), por exemplo, desenvolveram um ensaio de qPCR
voltado para a detec¢do de Vibrio anguillarum em sistemas de alimenta¢do viva ndo axénicos.
Com base em diluigdes conhecidas do patdégeno, os autores estabeleceram o limite de
detec¢do do ensaio, que se mostrou eficaz mesmo em concentragdes tdo baixas quanto 10*
UFC/mL, quando inoculado em culturas de microcrustaceos, os copépodes, para verificar se o
mesmo era um vetor da doenga. Essa estratégia reforca a aplicabilidade do qPCR em animais
inoculados com bactérias, mesmo em baixas concentracdes do indculo bacteriano.

Da mesma forma, Shahin et al. (2022) validaram um ensaio qPCR TaqMan para
deteccao de cepas de Lactococcus associadas a lactococose em peixes. Utilizando DNA
previamente tipado, os autores alcangaram um limite de detec¢ao de apenas quatro copias do
amplicon, demonstrando elevada sensibilidade tanto em amostras bioldgicas quanto
ambientais. Esses resultados evidenciam o potencial do qPCR como ferramenta confiavel em

protocolos de diagnoéstico de patdogenos emergentes na aquicultura.
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram baixa variabilidade intra-grupo
em todas as concentragdes testadas de Vibrio sp., (Tabela 2 e 3) e Vibrio parahaemolyticus
(Tabela 4 e 5) conforme evidenciado pelos desvios-padrao reduzidos nas médias do nimero
de copias de DNA. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois a consisténcia interna entre
as repeticdes experimentais ¢ um indicativo direto da precisdo analitica da metodologia
aplicada. Em ensaios de qPCR, esse fator tem sido amplamente reconhecido como essencial
para garantir confiabilidade e reprodutibilidade, especialmente em estudos com organismos
aquaticos.

Hu et al. (2018), ao avaliarem genes de referéncia para qPCR em Macrobrachium
nipponense, enfatizam que a baixa variabilidade entre as amostras de um mesmo grupo ¢
condi¢do indispensadvel para a normalizagao adequada dos dados e, consequentemente, para a
interpretacdo precisa de resultados de expressdo génica. Utilizando diferentes algoritmos
estatisticos, os autores confirmaram que a estabilidade intra-grupo ¢ critica para a robustez de
analises moleculares em crustaceos.

De forma semelhante, Xing et al. (2023) desenvolveram um ensaio de qPCR para
deteccao de Metschnikowia bicuspidata em Eriocheir sinensis, reportando coeficientes de
variagdo inferiores a 1% dentro dos grupos avaliados. Tal precisdo foi considerada
fundamental para assegurar a confiabilidade da quantificagdo do patogeno, reforgando a
necessidade de uniformidade nos valores obtidos entre repeticdes técnicas.

No presente estudo, a baixa dispersdao dos dados dentro dos grupos, aliada a
significancia estatistica demonstrada pela ANOVA, corrobora a robustez da metodologia
empregada, ou seja, com a capacidade da metodologia de produzir resultados confiaveis,
consistentes e precisos mesmo diante de pequenas variagdes nas condigdes experimentais.

Esses achados indicam que o sistema de detec¢ao utilizado nao apenas ¢ sensivel
a variacdo nas concentragdes de Vibrio sp., e Vibrio parahaemolyticus como também produz
resultados consistentes dentro de cada condicdo experimental. Tal estabilidade ¢
especialmente valiosa em pesquisas com organismos aquaticos, nos quais fatores ambientais e
biologicos podem introduzir variabilidade significativa caso nao haja um controle rigoroso

das condicoes analiticas.

5.4 Reac¢do em Cadeia da Polimerase em Tempo Real

A PCR em tempo real (qPCR) tem se consolidado como uma ferramenta

essencial no diagnostico molecular de patdogenos em ambientes aquicolas, superando
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significativamente a PCR convencional em diversos aspectos técnicos e aplicados. Em
primeiro lugar, destaca-se a rapidez na obtencdo dos resultados. Enquanto a convencional
exige etapas posteriores de visualizagdo em gel de agarose, a qPCR permite a detec¢dao em
tempo real, sem a necessidade de eletroforese, reduzindo o tempo total da analise para menos
de uma hora (YANG et al., 2020). Essa agilidade ¢ determinante para tomadas de decisdao
imediatas no manejo sanitario, principalmente em cultivos intensivos de camardes e peixes.

Outro diferencial ¢ a capacidade de quantificagdo da carga patogénica, algo que
ndo ¢ possivel com a PCR tradicional, que fornece apenas um resultado qualitativo
(positivo/negativo). A quantificacdo precisa por qPCR permite avaliar a gravidade da
infeccdo, monitorar a progressdo da doenca e até mesmo estimar a eficacia de medidas
terapéuticas ou profilaticas aplicadas no cultivo (NGUYEN et al., 2018; OLVEIRA et al.,
2021; CHIN et al., 2021; SHAHIN et al., 2022). Estudos mostram que a qPCR pode detectar
cargas extremamente baixas de DNA, com limites de detec¢do que chegam a 10 copias por
reacdo (STILWELL et al., 2018).

Além disso, a qPCR apresenta elevada sensibilidade e especificidade analitica, o
que reduz a ocorréncia de falsos positivos e negativos. Isso € possivel, em parte, devido a
analise das curvas de melting e ao uso de sondas especificas, como nos ensaios TagMan,
capazes de detectar e quantificar simultaneamente multiplos alvos em uma unica reagdo com
alta precisao (LIU er al., 2019). No contexto desse estudo, a presenca de picos unicos de
melting para Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus (Gréaficos 2 e 5) reforga a especificidade
dos primers e auséncia de produtos inespecificos, caracteristica desejavel em ensaios
diagnosticos.

Os resultados do presente trabalho demonstraram baixa variabilidade intra-grupo,
tanto para Vibrio sp. quanto para V. parahaemolyticus, com desvios-padrao reduzidos entre as
amostras. Isso reforca a consisténcia dos dados obtidos e estd em consonancia com a
literatura, que reporta coeficientes de variacdo inferiores a 5% em ensaios bem otimizados
(STILWELL et al., 2018).

Do ponto de vista da aplicabilidade em campo, sistemas portateis de qPCR t€m
sido desenvolvidos e ja permitem diagndsticos in loco em menos de 50 minutos, viabilizando
0 monitoramento sanitario em tempo real, inclusive em amostras ambientais e de tecido
animal (NGUYEN et al., 2018). Métodos como o RPA em tempo real também tém sido
explorados para Vibrio vulnificus, com detec¢do em temperaturas baixas (39 °C) e tempo

reduzido de apenas 2 a 14 minutos (YANG ef al., 2020).
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Diversos trabalhos reforcam o uso da qPCR no diagnéstico de espécies do género
Vibrio, frequentemente associadas a surtos em sistemas de cultivo. Métodos multiplex vém
sendo aplicados, como aquele descrito por Xu et al. (2018), que permite detectar
simultaneamente o gene groEL e genes de viruléncia (tdh e trh) de V. parahaemolyticus, com
alta sensibilidade e detec¢do minima de 10* a 10° UFC/mL. Liu et al. (2019) também
desenvolveram um ensaio TagMan de alta capacidade para 12 espécies de Vibrio, com limites
de deteccao entre 56 e 960 UFC/mL, aplicaveis tanto em culturas puras quanto em matrizes
complexas como carne de pescado.

Portanto, a literatura refor¢a que a qPCR ¢ uma ferramenta crucial para garantir a
biosseguranga na aquicultura, permitindo intervenc¢des sanitdrias precoces, controle mais
rigoroso de surtos e maior sustentabilidade na producao (BONNY et al., 2020; PIRES et al.,
2020). Sua aplicacdo contribui diretamente para a seguranga alimentar e para a reducao de
perdas econdmicas associadas a enfermidades infecciosas em organismos aquaticos. Em
sintese, considerando os dados obtidos neste trabalho aliados a literatura, reforga-se que a
PCR em tempo real apresenta vantagens significativas sobre a PCR convencional. Sua
sensibilidade, especificidade, capacidade de quantificacdo e confiabilidade tornam essa
técnica indispensdvel para o diagnostico preciso de patdgenos como Vibrio sp. e V.
parahaemolyticus na aquicultura, permitindo intervengdes sanitarias mais eficazes e

sustentaveis, promovendo a biosseguridade em sistemas de cultivo.
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6 CONCLUSAO

e A analise bioinformatica e experimental confirmou que os primers utilizados sdo

especificos, eficientes e bem ajustados para qPCR.

e A progressdo da carga bacteriana resultou em diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos experimentais, evidenciando a alta sensibilidade do protocolo.

e Portanto, foi possivel desenvolver e padronizar um protocolo de qPCR eficiente para a

deteccao de Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho representa um passo importante na busca por métodos
diagnosticos mais rapidos, sensiveis e especificos para a detec¢do de Vibrio sp. e Vibrio
parahaemolyticus em Penaeus vannamei, utilizando a técnica de PCR em tempo real. No
entanto, para que os resultados obtidos em laboratorio sejam validados e aplicados com
seguranga em ambientes de cultivo, torna-se essencial a realizagdo de ensaios in vivo com 0s
camaroes.

A condugao de experimentos controlados, utilizando animais vivos sob condigdes
similares 4s da produc¢do aquicola, permitira avaliar a eficadcia do método na detecgdo precoce
de infec¢des, bem como sua correlacdo com manifestagoes clinicas e taxas de mortalidade.
Essa etapa ¢ fundamental para comprovar a aplicabilidade pratica do protocolo proposto e

garantir que ele reflita com fidelidade os desafios enfrentados em campo.



APENDICE A - COMANDO UTILIZADO NO SOFTWARE R PARA A ANALISE
ESTATISTICA (ANOVA) DAS AMOSTRAS.

# Carregar pacotes
library(tidyverse)
library (ggpubr)

# Etapa 1: Ler CSV com separador ; (padrdo Brasil)
dados <- read.csv2(file.choose (), header = FALSE, stringsAsFactors =
FALSE)

# Etapa 2: Verificar e renomear colunas
if (ncol (dados) !'= 5) {
stop ("O arquivo CSV precisa ter exatamente 5 colunas.")

}

colnames(dados) <_ c("A", "B", "C", "D", "E")

# Etapa 3: Substituir virgulas por pontos e converter para numérico
dados <- dados %>%

mutate (across (everything (), ~gsub(",", ".", .))) %>%

mutate (across (everything (), ~as.numeric(.)))

# Etapa 4: Remover linhas totalmente vazias
dados <- dados[rowSums (is.na (dados)) < ncol (dados), |

# Etapa 5: Converter para formato longo
dados long <- pivot longer (

dados,

cols = everything(),
names_to = "Grupo",
values to = "Valor"

) %>% filter (!'is.na(Valor))

# Etapa 6: Corrigir niveis do fator com grupos validos
dados long$Grupo <- factor (dados long$Grupo)

# Etapa 7: Verificar nUmero minimo de grupos
if (nlevels(dados long$Grupo) < 2) {
stop ("Erro: A ANOVA requer pelo menos 2 grupos com dados validos.")

# Etapa 8: ANOVA

modelo <- aov (Valor ~ Grupo, data = dados_ long)
cat ("\n--- Resultado da ANOVA ---\n")

print (summary (modelo))

# Etapa 9: Estatisticas descritivas
estatisticas <- dados_long %>%
group_ by (Grupo) %>%
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summarise (
Media = mean (Valor),
Desvio Padrao = sd(Valor),
N = n()
)
cat ("\n--- Estatisticas descritivas por grupo ---\n")
print (estatisticas)

# Etapa 10: Teste de Tukey (comparacdes par a par)

tukey <- TukeyHSD (modelo)

cat ("\n--- Teste de Tukey HSD (comparacdes par a par) ---\n")
print (tukey)

# Etapa 11: Rétulos sobrescritos (Unicode) para eixo X e legenda
rotulos_grupo <-— C("lo4", 11105n, "106", "107||, u108u)
names (rotulos grupo) <- c("aA", "B", "C", "D", "E")

# Etapa 12: Criar grafico com todos os ajustes
grafico <- ggplot(dados long, aes(x = Grupo, y = Valor)) +
geom_boxplot (aes(fill = Grupo), outlier.shape = NA, width

0.5) +
stat summary (fun = mean, geom "point", shape = 21, size = 3, fill =

"white") +

stat summary (fun.data = mean sdl, fun.args = list(mult = 1),
geom = "errorbar", width = 0.2, color = "black") +
scale x discrete(labels = rotulos grupo) +
scale fill discrete(labels = rotulos grupo) +
labs (
x = NULL,
y = expression (bold(Log[10]~"do nUmero de cépias / g")),
fill = NULL
) +
theme minimal () +
theme (
plot.title = element blank(),
axis.title.y = element text(face = "bold"),
axis.title.x = element text(face = "bold"),
axis.text.x = element text(face = "bold")

# Etapa 13: Mostrar e salvar

print (grafico)

ggsave ("anova resultado.jpeg", plot = grafico, width
dpi = 300)

8, height = ¢,
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