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RESUMO 

 

A intensificação da carcinicultura tem contribuído para o aumento da ocorrência de 

enfermidades bacterianas, especialmente as causadas por bactérias do gênero Vibrio. Dentre 

essas, Vibrio parahaemolyticus destaca-se por ser o agente etiológico da Doença da Necrose 

Hepatopancreática Aguda (AHPND), responsável por elevadas taxas de mortalidade em 

Penaeus vannamei. Diante da necessidade de métodos diagnósticos rápidos e sensíveis, este 

trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um protocolo de PCR em tempo real 

(qPCR) para a detecção e quantificação de Vibrio sp. e V. parahaemolyticus. Foram 

selecionados primers com base em análises in silico, utilizando a ferramenta Primer-BLAST, e 

validados por meio de alinhamento de sequências no software MEGA. A análise revelou que 

os primers para V. parahaemolyticus apresentaram elevada especificidade, amplificando 229 

sequências exclusivamente da espécie-alvo. Ensaios in vitro foram conduzidos com diferentes 

concentrações bacterianas, misturadas ao tecido de P. vannamei, para extração de DNA e 

posterior análise por qPCR. Os resultados demonstraram curvas de amplificação e melting 

consistentes, com alta reprodutibilidade e sensibilidade. A análise estatística evidenciou 

diferenças significativas entre os grupos, confirmando a capacidade do protocolo em 

quantificar variações na carga bacteriana. Dessa forma, o protocolo desenvolvido mostrou-se 

eficiente para o diagnóstico molecular de Vibrio sp. e V. parahaemolyticus, representando uma 

ferramenta promissora para o monitoramento sanitário na carcinicultura. 

 

Palavras - chave: carcinicultura, diagnóstico molecular, patógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 

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 protocol9s 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 INTRODUÇÃO 
 

A aquicultura, consolidou-se como o setor produtivo de alimentos que mais cresce 

no mundo, fornecendo proteínas essenciais e gerando fontes de renda. Em  2022, a produção 

aquícola global alcançou 130,9 milhões de toneladas, com valor estimado em 312,8 bilhões de 

dólares, representando 59% da produção total combinada da pesca e da aquicultura, onde a 

continental foi responsável por 62,6% da produção de organismos aquáticos, enquanto a 

marinha e costeira representaram 37,4% (FAO, 2024). Essa atividade é caracterizada pelo 

cultivo controlado de organismos aquáticos, como peixes, crustáceos, moluscos, algas e outras 

formas de vida aquática de relevância econômica (VIEIRA FILHO et al., 2017).  

Dentre suas diferentes modalidades, a carcinicultura, que se dedica à criação de 

crustáceos, destaca-se como um dos setores da aquicultura que mais cresce, sendo uma 

importante fonte de proteína animal de qualidade e contribuindo de forma significativa para a 

segurança alimentar mundial (FAO, 2022). Globalmente, a principal espécie de camarão 

cultivada é o Penaeus vannamei (BOONE 1931), seguindo na liderança do cultivo mundial de 

crustáceos, representando 6,8 milhões de 94 milhões de toneladas da produção na aquicultura 

em 2022. (FAO, 2024). A crescente demanda global pelo camarão-branco-do-Pacífico 

impulsionou o desenvolvimento da indústria deste. No entanto, a intensificação do cultivo tem 

enfrentado grandes desafios com doenças, especialmente bacterianas, causadas por diversas 

espécies de Vibrio (LIAN GAN et al., 2022). 

As bactérias do gênero Vibrio são Gram-negativas, com morfologia de bastonetes 

curtos, curvados ou em forma de vírgula, amplamente distribuídas em ambientes aquáticos, 

inclusive em sistemas de produção aquícola, podendo compor a microbiota natural de 

crustáceos saudáveis. Contudo, cepas oportunistas estão associadas à vibriose, enfermidade 

infecciosa que compromete a saúde dos organismos cultivados, gerando elevadas taxas de 

mortalidade e prejuízos econômicos na carcinicultura, o que reforça a importância de 

estratégias de profilaxia e prevenção (VALENTE; WAN, 2021).  

A vibriose representa um desafio crescente à saúde pública global, com aumento 

na sua incidência relacionado às mudanças climáticas e ao aquecimento das águas, fatores que 

favorecem a proliferação de Vibrio sp. em ecossistemas aquáticos. Dentre as espécies 

patogênicas, destacam-se V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus, reconhecidas por 

sua relevância clínica em infecções humanas (BAKER-AUSTIN et al., 2018; BRUMFIELD 

et al., 2021). 
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Vibrio parahaemolyticus é o patógeno responsável pela Doença da Necrose 

Hepatopancreática Aguda - AHPND em camarões, associada a altas taxas de mortalidade e 

grandes prejuízos econômicos na carcinicultura. Essa patogenicidade está relacionada à 

presença do plasmídeo pVA1, que codifica as toxinas PirAVP e PirBVP, principais fatores de 

virulência. A dinâmica da AHPND pode ser influenciada por interações com outras espécies 

de Vibrio, apresentando efeitos sinérgicos ou antagônicos (TRAN et al., 2020). A 

disseminação da doença envolve a propagação transregional de cepas e a transferência 

horizontal do plasmídeo, facilitadas por práticas intensivas de cultivo, o que favorece o 

surgimento de variantes mais virulentas (FU et al., 2020). Tais evidências reforçam a 

importância de medidas de biossegurança para mitigar o avanço da AHPND na carcinicultura. 

Formas de diagnóstico eficientes, rápidas e robustas são essenciais para a detecção 

de Vibrio em camarões. Nesse contexto, a PCR em tempo real (qPCR) destaca-se como uma 

ferramenta molecular altamente sensível e específica, amplamente utilizada para o diagnóstico 

rápido e preciso de patógenos. Essa técnica permite a detecção e quantificação de DNA 

bacteriano em amostras biológicas em tempo real, reduzindo significativamente o tempo 

necessário para o diagnóstico em comparação aos métodos tradicionais, como o cultivo 

microbiológico (SÁNCHEZ-CARVAJAL et al., 2021; SILVA et al., 2023; TORRES - 

CORRAL; SANTOS, 2020). Essa agilidade é fundamental para implementar medidas de 

controle e manejo, mitigando perdas econômicas e promovendo a sustentabilidade da 

produção aquícola. 

Dessa forma, o presente estudo foi delineado com o objetivo geral de Avaliar a 

eficiência do uso da técnica de PCR em tempo real para o diagnóstico de Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio sp. no camarão Penaeus vannamei. Como objetivos específicos, 

estabeleceu-se: (1) Verificar a eficiência dos primers desenhados para a identificação de 

Vibrio parahaemolyticus e Vibrio sp; (2) Analisar se a progressão da carga bacteriana resulta 

em diferenças estatisticamente significativas entre os grupos experimentais e (3) Validar a 

aplicação da PCR em tempo real como ferramenta para a detecção e quantificação de Vibrio 

parahaemolyticus e Vibrio sp. em diferentes concentrações. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Carcinicultura 
 

A carcinicultura, ramo da aquicultura dedicado à criação de camarões, tem se 

destacado por seus benefícios econômicos e por sua contribuição à segurança alimentar 

global. Esse segmento apresenta crescimento expressivo, sendo o Penaeus vannamei, 

conhecido como camarão-branco-do-pacifico, a espécie mais cultivada, com cerca de 6,8 

milhões de toneladas produzidas em 2022 (FAO, 2024). Essa espécie é valorizada por sua 

adaptabilidade a diferentes ambientes e pelo rápido crescimento em sistemas de alta 

densidade (BARDERA et al., 2018). 

A produção de camarões tem desempenhado papel relevante na oferta global de 

alimentos e no desenvolvimento socioeconômico, especialmente em países do Sudeste 

Asiático e da América Latina (PEREIRA et al., 2021). Atualmente, os camarões estão entre 

os produtos aquícolas mais comercializados, com uma produção que ultrapassa 8 milhões de 

toneladas de alto valor comercial (KUMAR et al., 2021). Esse crescimento é impulsionado 

pela crescente demanda por proteína animal, especialmente diante da projeção de que a 

população mundial ultrapassará 8 bilhões de pessoas até 2030 (KUMAR et al., 2022). 

Conforme dados do Censo Agropecuário de 2023 do IBGE, a carcinicultura no 

Brasil alcançou uma produção total de 127.466,349 toneladas, resultando em um valor de 

produção estimado em R$ 2.626.316,00 A atividade foi desenvolvida em 2.834 unidades 

produtivas distribuídas pelo território nacional, com destaque para o estado do Ceará, na 

região Nordeste, que se consolidou como o principal produtor do país. O estado foi 

responsável por 72.688,51 toneladas, distribuídas em 653 unidades produtivas, sendo o 

município de Aracati o maior produtor em âmbito estadual. 

Apesar do crescimento, o setor enfrenta desafios significativos relacionados à 

incidência de enfermidades, aos elevados custos de produção, com ênfase nos gastos com 

alimentação, à limitação na qualidade e disponibilidade de reprodutores, bem como à 

dificuldade de acesso a estoques isentos de patógenos, sobretudo relacionados a surtos de 

doenças bacterianas e virais (VALDERRAMA et al., 2016). Essas enfermidades representam 

a principal causa de perdas na produção, com agentes como a Síndrome da Mancha Branca e 

a Doença da Necrose Hepatopancreática Aguda (AHPND) gerando impactos econômicos 

significativos e ameaçando a sustentabilidade das criações. (KUMAR et al., 2021; KUMAR 

et al., 2022). 
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2.2 Penaeus vannamei 
 

A espécie de camarão Penaeus vannamei (Figura 1), também conhecida como 

camarão-branco-do-Pacífico, é um crustáceo marinho classificado taxonomicamente na ordem 

Decapoda, pertencente à família Penaeidae, que inclui outras espécies de importância 

comercial, como Fenneropenaeus chinensis, Penaeus monodon e Marsupenaeus japonicus 

(PEREZ et al., 2024). Trata-se da espécie de peneídeo mais amplamente cultivada no mundo, 

com uma produção global superior a 3 milhões de toneladas anuais (JONES et al., 2017). 

 

Figura 1- Classificação taxonômica do camarão Penaeus vannamei 

 

Reino Animalia 

   Filo Arthropoda 

     Subfilo Crustacea 

       Superclasse Multicrustacea 

         Classe Malacostraca 

           Subclasse Eumalacostraca 

             Superordem Eucarida 

               Ordem Decapoda 

                  Subordem Dendrobranchiata 

                    Superfamília Penaeoidea 

                      Família Penaeidae 

                        Gênero Penaeus 

                          Espécie Penaeus vannamei 
Fonte: Aquaculture Magazine, 2023. 

 

Nativa da costa oeste do Pacífico da América Latina, entre o Peru e o México, 

essa espécie encontra condições ideais em águas com temperaturas superiores a 20)°C ao 

longo de todo o ano (LIAO; CHIEN, 2011). Atualmente, P. vannamei é a espécie dominante 

na carcinicultura mundial, respondendo por cerca de 80% da produção global, o que 

representa o cultivo anual de aproximadamente 383 a 977 bilhões de indivíduos (ALBALAT 

et al., 2022; PEDRAZZANI et al., 2024). 

Essa espécie apresenta características zootécnicas superiores quando comparada a 

outros peneídeos, como Penaeus monodon (ASMILD et al., 2023). Entre essas vantagens 
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destacam-se: maior disponibilidade de reprodutores domesticados livres de patógenos virais e 

com seleção genética avançada, elevada taxa de sobrevivência larval, rápido crescimento, 

maior tolerância a altas densidades de estocagem, menor exigência proteica na dieta e elevada 

adaptabilidade a ambientes de baixa salinidade (LIAO; CHIEN, 2011). 

O genoma de P. vannamei já foi sequenciado, o que representa um marco 

significativo para a pesquisa genética, a reprodução seletiva e a melhoria de características 

produtivas na aquicultura (PENG et al., 2023). Esses dados genômicos possibilitaram o 

desenvolvimento de ferramentas moleculares, como marcadores SNP e mapas genéticos, 

essenciais para a identificação de regiões associadas a traços de interesse e para estudos de 

genômica comparativa (DU et al., 2010; JONES et al., 2017). Tais avanços têm contribuído 

diretamente para o aprimoramento do desempenho zootécnico e da resistência a doenças, 

favorecendo o sucesso contínuo da espécie na aquicultura global. 

 

2.3 Enfermidades bacterianas na carcinicultura 
 

Doenças bacterianas representam um dos principais desafios sanitários da 

carcinicultura, provocando perdas econômicas expressivas e ameaçando a sustentabilidade da 

produção aquícola e a segurança alimentar global. Dentre essas enfermidades, as causadas por 

espécies do gênero Vibrio se destacam pela ubiquidade dessas bactérias em ambientes 

aquáticos e por sua capacidade de provocar diversas formas de vibriose em crustáceos 

cultivados (VALENTE; WAN, 2021). Essas infecções podem resultar em surtos com altas 

taxas de mortalidade entre camarões, caranguejos e lagostas em cultivo intensivo. A 

Organização Mundial para a Saúde Animal (WOAH) reconhece duas doenças bacterianas de 

notificação obrigatória: a hepatopancreatite necrosante (NHP) e a necrose hepatopancreática 

aguda (AHPND). 

A NHP é uma enfermidade grave que acomete principalmente o camarão Penaeus 

vannamei, causando mortalidades que podem variar de 20% a 95% (LOY et al., 1996). Seu 

agente etiológico é uma bactéria Gram-negativa, pleomórfica e intracelular, denominada 

Candidatus Hepatobacter penaei (FREILER et al., 1992; NUNAN et al., 2012). Essa bactéria 

apresenta semelhança morfológica com o gênero Rickettsia e foi posicionada 

filogeneticamente, por meio de técnicas moleculares, como pertencente à subclasse das 

Proteobacteria, com estreita relação a endossimbiontes bacterianos de protozoários (LOY et 

al., 1996). 
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A AHPND, por sua vez, é causada principalmente por cepas de Vibrio 

parahaemolyticus que adquiriram um plasmídeo codificador das toxinas binárias PirA e PirB 

(LEE et al., 2015; SANTOS et al., 2019). Essas toxinas têm como alvo as células do 

hepatopâncreas, provocando necrose aguda e morte rápida dos camarões infectados (WANG 

et al., 2020). Apesar de V. parahaemolyticus ser o principal agente associado, há registros de 

casos ocasionais da doença causados por outras espécies do gênero Vibrio (DONG et al., 

2017). 

O aumento da incidência de doenças bacterianas oportunistas e de etiologia 

sindrômica tem resultado no uso intensivo de antibióticos e em elevadas taxas de mortalidade 

nas fazendas de cultivo (SAMSING; BARNES, 2024). Além disso, fatores ambientais como 

mudanças climáticas, eutrofização costeira e poluição contribuem para o comprometimento da 

integridade epitelial dos camarões, aumentando sua suscetibilidade a infecções bacterianas. 

Frente a esse cenário, diversas estratégias vêm sendo desenvolvidas com foco na 

prevenção e no controle das doenças bacterianas. Entre elas, destacam-se os planos de gestão 

sanitária, o uso de medidas profiláticas, terapias alternativas e o reforço da imunidade dos 

animais por meio da nutrição (VALENTE; WAN, 2021). Adicionalmente, o uso de 

probióticos, prebióticos, simbióticos, água verde, sistemas de bioflocos, bacteriófagos e 

imunomoduladores naturais tem mostrado potencial na prevenção de surtos. Pesquisas 

recentes também identificaram cepas bacterianas com propriedades probióticas que exibem 

forte atividade inibitória contra patógenos, oferecendo alternativas promissoras ao uso de 

antibióticos convencionais (ALI et al., 2022). 

 

2.4 Gênero Vibrio 
 

O gênero Vibrio pertence ao filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria e 

família Vibrionaceae, a qual passou por uma significativa expansão e revisão taxonômica nos 

últimos anos (JIANG et al., 2021). Até 2025, a Coleção Alemã de Microrganismos e Culturas 

Celulares (DSMZ 3 German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) reconhece 

oficialmente 174 espécies do gênero Vibrio, validadas segundo o Código Internacional de 

Nomenclatura de Procariontes. Esse número evidencia o avanço acelerado no conhecimento 

da diversidade taxonômica do gênero Vibrio. 

A classificação e identificação das espécies da família Vibrionaceae são realizadas 

com base em sequências de nucleotídeos de oito genes de manutenção (8-HKGs), obtidas a 
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partir de genomas completos. Essa abordagem filogenética revelou a existência de 51 clados 

distintos, dos quais 21 foram descritos (JIANG et al., 2021). 

Vibrios são bactérias halofílicas Gram-negativas autóctones de águas estuarinas e 

marinhas. Surtos de enfermidades causadas por esses patógenos ocorrem quando condições 

ambientais favorecem a rápida reprodução dessas bactérias que já estão presentes em baixas 

concentrações no ambiente e na microbiota do Penaeus vannamei (BAKER-AUSTIN et al., 

2018; LEE E RAGHUNATH, 2018). Além disso, a versatilidade metabólica e resistência a 

fatores de estresse se deve, na maioria, à plasticidade genômica, facilitada pela transferência 

horizontal de genes e altas taxas de mutação (JOHNSON, 2013).  

As bactérias do gênero Vibrio são Gram-negativas e apresentam morfologia de 

bastonetes curtos, geralmente curvados ou em forma de vírgula. Estão amplamente 

distribuídas em ambientes aquáticos, incluindo sistemas de produção aquícola, e podem ser 

isoladas da microbiota natural de crustáceos saudáveis. No entanto, diversas cepas 

oportunistas estão associadas a diferentes formas de vibriose, enfermidades infecciosas que 

comprometem a saúde de organismos cultivados. Espécies patogênicas de Vibrio podem 

causar elevadas taxas de mortalidade e prejuízos econômicos expressivos na carcinicultura, o 

que torna indispensáveis as estratégias de profilaxia e prevenção para o controle dessas 

doenças (VALENTE; WAN, 2021). 

Estudos identificaram uma grande diversidade de espécies do gênero Vibrio em 

ecossistemas aquáticos variados, incluindo águas recreativas e produtos de origem marinha. 

Na Baía de Guanabara, Brasil, foram isoladas 20 espécies de Vibrio, incluindo várias com 

potencial patogênico (CANELLAS et al., 2021). De forma semelhante, uma investigação no 

Reino Unido identificou ampla diversidade dessas bactérias em camarões comercializados no 

varejo, com destaque para V. parahaemolyticus, V. cholerae e V. vulnificus como espécies de 

maior preocupação (JANECKO et al., 2021). No México, foram detectadas V. alginolyticus, 

V. mimicus, V. parahaemolyticus e V. vulnificus em amostras de pescado 

(ÁLVAREZ-CONTRERAS et al., 2021). 

Embora muitas espécies de Vibrio estejam tradicionalmente associadas a 

ambientes marinhos, estudos demonstram sua presença também em águas doces. Na África do 

Sul, foram identificadas V. harveyi, V. parahaemolyticus, V. cholerae, V. mimicus e V. 

vulnificus em amostras provenientes de torneiras, poços artesianos e represas (MAJE et al., 

2020). Esses achados reforçam a notável adaptabilidade do gênero Vibrio a diferentes 

ambientes aquáticos. 
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2.5 Vibrioses 
 

As vibrioses (Quadro 1) são infecções causadas por bactérias do gênero Vibrio, 

amplamente prevalentes em sistemas de carcinicultura. Os impactos mais significativos dessas 

enfermidades são observados em camarões peneídeos cultivados, especialmente na forma 

luminescente, que pode levar a taxas de mortalidade de até 100% durante os estágios iniciais 

de mysis e pós-larvas (KUMAR et al., 2021). Entre as principais espécies patogênicas 

destacam-se Vibrio parahaemolyticus, agente etiológico da Doença da Necrose 

Hepatopancreática Aguda (AHPND), e Vibrio harveyi (MA et al., 2020; WANG et al., 2022). 

A AHPND, anteriormente denominada Síndrome da Mortalidade Precoce (EMS), apresenta 

elevada gravidade e acomete principalmente as espécies Penaeus vannamei e Penaeus 

monodon (LI et al., 2022). 

 

Quadro 1 - Espécies de Vibrio associadas a infecções em Penaeus vannamei e suas rotas de 

infecção 

 
Fonte: Adaptado de Rebouças, 2017. 

 

Os sinais clínicos associados à infecção por bactérias do gênero Vibrio incluem 

hepatopâncreas pálido, fraqueza do telson, coloração escura e avermelhada da região bucal, 

além de manchas vermelhas na carapaça, periópodes, pleópodos e telson (SARJITO et al., 

2018). O Vibrio harveyi está particularmente relacionado à vibriose luminosa, na qual os 

animais afetados emitem brilho no escuro. Outra condição patológica, denominada Bolitas 

negricans, caracteriza-se pelo acúmulo 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 e 

camarões. Nos camarões, destaca-se a ação de lipopolissacarídeos endotóxicos e proteases 

extracelulares; já nos peixes, o principal fator de virulência é a hemolisina extracelular 

(ZHANG et al., 2020). Além disso, fatores ambientais como pH alcalino, alta salinidade e 

níveis elevados de amônia favorecem a proliferação dessas bactérias (HEENATIGALA; 

FERNANDO, 2016). O uso de antibióticos, por sua vez, tem demonstrado eficácia limitada, 
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principalmente devido ao surgimento de cepas multirresistentes (HAIFA-HARYANI et al., 

2022; HEENATIGALA; FERNANDO, 2016). 

Diversas estratégias estão sendo investigadas para o controle e prevenção das 

vibrioses. Entre elas, destaca-se o desenvolvimento de linhagens de camarões geneticamente 

tolerantes à AHPND (MAI et al., 2021), a suplementação dietética com óleos essenciais 

(HOA et al., 2023) e frutooligossacarídeos (BARRIOS et al., 2023). Adicionalmente, estudos 

metabolômicos têm contribuído para a compreensão das alterações metabólicas provocadas 

pela infecção em diferentes tecidos dos camarões (MA et al., 2020; WANG et al., 2022). A 

análise integrada do microbioma e do perfil metabólico dos animais durante os episódios de 

infecção representa uma abordagem promissora para o desenvolvimento de estratégias mais 

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

 

2.5.1 Doença de Necrose Hepatopancreática Aguda - AHPND 

 

A Doença da Necrose Hepatopancreática Aguda (AHPND), anteriormente 

conhecida como síndrome da mortalidade precoce (EMS), é causada por cepas de Vibrio 

parahaemolyticus portadoras dos genes da toxina PirAB, provoca perdas econômicas 

significativas na aquicultura, afetando especialmente o cultivo do camarão-branco-do-Pacífico 

(Penaeus vannamei) (WANG et al., 2020; XU et al., 2023; MAI et al., 2021; REYES et al., 

2022).  

Essa enfermidade afeta severamente larvas e pós-larvas, podendo levar à 

mortalidade de 40 a 100% nos camarões, geralmente ocorrendo nos primeiros 30 dias após o 

povoamento dos viveiros (PEÑA et al., 2015), com impacto direto sobre a produtividade e a 

lucratividade das fazendas aquícolas. Os sintomas clínicos podem ser observados em 

populações afetadas, incluem danos rápidos e graves ao hepatopâncreas (SANTOS et al., 

2019), sinais de letargia, alimentação reduzida e coloração pálida do hepatopâncreas e o 

exame histopatológico geralmente revela descamação de células indiferenciadas no epitélio 

do túbulo hepatopancreático (PEÑA et al., 2015). 

Camarões infectados pela AHPND apresentam diversos sinais clínicos 

característicos, tais como letargia, carapaça amolecida, musculatura esbranquiçada, estômago 

e intestino médio vazios, crescimento retardado e hepatopâncreas pálido e atrofiado, 

frequentemente com presença de estrias escuras (CHU et al., 2016). O manejo da enfermidade 

é agravado pela ocorrência de cepas bacterianas resistentes a antibióticos, o que reduz a 
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eficácia dos tratamentos convencionais e reforça a necessidade de estratégias alternativas de 

controle (PRAJA, 2018; SIDDIQUE et al., 2021). 

De acordo com Soler et al. (2025), a progressão da AHPND pode ser observada 

histologicamente em diferentes estágios da infecção no hepatopâncreas dos camarões. Em 

animais não infectados, no estágio inicial da infecção, são evidentes sinais de hiperemia e o 

acúmulo de células basofílicas. À medida que a infecção progride, o tecido apresenta 

formação de granulomas e inflamação hemocítica intratubular. Na fase aguda, observa-se 

necrose quase total do tecido pancreático, descamação epitelial e áreas multifocais de 

melanização, essas fases podem ser observadas na figura 2.  

 

Figura 2 - Fotomicrografia de uma secção longitudinal do hepatopâncreas de Penaeus 

vannamei infectados por Vibrio parahaemolyticus (AHPND). Legenda: (a) Amostra controle. 

(b) Estágio inicial da infecção. (c) Estágio avançado da AHPND. (d) Fase aguda da infecção. 

Barras de escala: (a) 50 µm, (b) 100 µm, (c) 100 µm, (d) 60 µm. 

 
Fonte: Adaptado de Soler et al., 2025 

 

Diante da gravidade do problema, pesquisadores têm explorado diversas 

estratégias de mitigação, incluindo a utilização de probióticos (AMIIN et al., 2023; 

THOMPSON et al., 2022) e compostos naturais, como extrato de moringa, que demonstraram 

potencial imunomodulador e capacidade de aumentar a resistência dos camarões às infecções 

por Vibrio (ABIDIN et al., 2021). Essas abordagens buscam promover o aumento das taxas de 
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sobrevivência e da produtividade, contribuindo para a redução dos prejuízos associados à 

AHPND na carcinicultura. Adicionalmente, avanços na área de diagnóstico vêm permitindo a 

detecção precoce da doença. Um exemplo é o desenvolvimento do ensaio 

RPA-CRISPR/Cas12a, que possibilita a identificação rápida e específica dos genes de 

virulência associados ao AHPND (LI et al., 2022). 

 

2.5.2 Impacto Econômico das vibrioses 

 
Surtos de vibriose representam um ônus econômico significativo para a 

carcinicultura em todo o mundo, espécies como V. parahaemolyticus, V. harveyi e V. 

alginolyticus, são os principais patógenos que afetam camarões e outros crustáceos na 

aquicultura, causando alta mortalidade e graves perdas econômicas em todo o mundo (S et al., 

2021; VALENTE; WAN, 2021).  

O impacto econômico se estende além das perdas diretas na produção de camarão. 

Um estudo sobre infecção por Vibrio alginolyticus em caranguejos de lama (Scylla serrata) 

relatou até 70% de mortalidade durante surtos de verão em fazendas de aquicultura de Hong 

Kong (KWOK et al., 2024) . Isso destaca que a vibriose pode afetar significativamente 

diversas espécies de crustáceos na aquicultura, não apenas o camarão. 

Espera-se que o ônus econômico da vibriose na aquicultura aumente devido às 

mudanças climáticas. Projeções indicam que, até 2090, o aumento da temperatura da 

superfície do mar poderá levar a um aumento de 51% a 108% nos casos de vibriose 

anualmente, somente nos Estados Unidos, com custos associados que podem chegar a bilhões 

de dólares (SHEAHAN et al., 2022) . Embora este estudo tenha se concentrado em casos 

humanos, ele ressalta a crescente ameaça da vibriose à saúde pública e à economia da 

aquicultura, à medida que as condições ambientais se tornam mais favoráveis   ao crescimento 

do Vibrio. 

 
2.6 Reação em Cadeia da Polimerase - PCR 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Kary Mullis em 1983, 

consiste em uma técnica in vitro de amplificação de DNA fundamental para a biologia 

molecular e o diagnóstico clínico (SCHOCHETMAN et al., 1988). Sua capacidade de 

detectar e amplificar sequências específicas de DNA com alta sensibilidade e especificidade a 
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torna uma ferramenta indispensável em diversas aplicações, desde a pesquisa básica até o 

monitoramento de doenças infecciosas (OLIVE, 1989; ZAZZI et al., 1993). 

Esse método consiste numa série de ciclos que se repetem sucessivamente: 

desnaturação, anelamento e extensão. Na primeira etapa, denominada desnaturação, o DNA 

molde é aquecido a cerca de 95)°C, promovendo a separação das fitas da dupla-hélice, o que 

permite a exposição das sequências-alvo para a ligação dos primers (GAVRILOV et al., 2022; 

JIE et al., 2020). Em seguida, ocorre o anelamento, no qual a temperatura é reduzida, 

geralmente para a faixa de 50)°C a 65)°C, possibilitando que os primers se liguem de forma 

específica às suas sequências complementares nas fitas simples de DNA. A temperatura exata 

dessa etapa varia conforme as características dos primers utilizados (JIE et al., 2020; 

SREEJITH et al., 2019). Por fim, na etapa de extensão, a temperatura é ajustada para 

aproximadamente 72)°C, condição ideal para a atuação da DNA polimerase, que estende os 

primers sintetizando novas fitas complementares, resultando na formação de moléculas de 

DNA de fita dupla recém-amplificadas (GAVRILOV et al., 2022; JIE et al., 2020). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) pode ser aplicada tanto a moldes de 

DNA quanto de RNA, embora existam diferenças fundamentais entre os dois processos. A 

PCR utilizada para amplificação de um desoxirribonucleotídeo, emprega diretamente a ação 

de uma polimerase termoestável para sintetizar cópias da sequência-alvo. Por outro lado, a 

amplificação de ribonucleotídeos exige uma etapa adicional: a conversão prévia em DNA 

complementar (cDNA) mediada pela transcriptase reversa, uma vez que o processo 

subsequente depende exclusivamente da duplicação de fitas de DNA e caracteriza a técnica 

conhecida como PCR com transcrição reversa - RT-PCR (BRIDGE, 2016). A RT-PCR é 

amplamente utilizada para detectar e quantificar alvos de RNA, como em estudos de 

expressão gênica e no diagnóstico de infecções virais, e consiste em duas etapas principais: a 

síntese de cDNA a partir do RNA molde, seguida pela amplificação desse cDNA via PCR 

(NAVECA et al., 2017; TSUGANE; SUZUKI, 2018). 

As técnicas de reação em cadeia de polimerase (PCR) tornaram-se ferramentas 

essenciais para a detecção e identificação de bactérias em diversas aplicações. 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 detecção simultânea de múltiplos patógenos 

bacterianos, aumentando significativamente a eficiência em testes diagnósticos e de segurança 

alimentar (KAKIZAKI et al., 2023; LI et al., 2022). Ademais, métodos baseados em PCR são 
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capazes de distinguir entre bactérias viáveis e não viáveis, superando uma das principais 

limitações das técnicas convencionais de detecção baseadas em DNA (CHEN et al., 2022). 

 

2.6.1 PCR em tempo real 

 

A Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR) é uma variação 

avançada da técnica de PCR convencional que permite o monitoramento do progresso da 

amplificação do DNA ao longo dos ciclos de reação. Trata-se de uma metodologia molecular 

amplamente utilizada, destacando-se por sua capacidade de quantificação, elevada 

sensibilidade, especificidade e rapidez (ARTIKA et al., 2022). 

A qPCR utiliza sistemas de detecção baseados em fluorescência para acompanhar 

a amplificação do DNA alvo durante os ciclos de temperatura. Isso pode ser realizado por 

meio de sondas fluorescentes específicas, como as do tipo TaqMan, ou por corantes 

intercalantes não específicos, como o SYBR Green, que se ligam ao DNA fita dupla. Essa 

abordagem permite não apenas a detecção, mas também a quantificação precisa de ácidos 

nucleicos, incluindo DNA e RNA, presentes nas amostras analisadas (ZHANG et al., 2021). 

A escolha criteriosa de primers é um dos principais fatores que determinam o 

sucesso e a especificidade das reações de PCR em tempo real. Segundo Chen et al. (2023), os 

primers ideais devem possuir temperatura de Melting (Tm) próxima de 60)°C, e o amplicon 

resultante deve ter comprimento preferencial entre 75 a 150 pares de bases (podendo chegar 

até 250 pb, dependendo da aplicação), com regiões de anelamento preferencialmente 

flanqueando íntrons, a fim de evitar amplificação de DNA genômico em análises de expressão 

gênica.  

Singh e Pandey (2015) complementam que, para garantir quantificação precisa, a 

Tm entre 58)°C e 65)°C, e não devem formar estruturas secundárias ou dímeros de primers. 

Além disso, recomenda-se que os Tm dos primers F (Forward primer) e R (Reverse primer) 

sejam similares para manter a eficiência de amplificação (MITSUHASHI, 1996).  De acordo 

com Rodríguez et al. (2015), é essencial observar critérios como a relação entre guanina (G) e 

citosina (C) é importante na PCR porque afeta a estabilidade dos primers. Um conteúdo de 

GC muito alto (>60%) pode dificultar a desnaturação do DNA e favorecer a formação de 

estruturas secundárias, enquanto um conteúdo baixo (<40%) pode levar a ligações instáveis e 

inespecíficas. Por isso, recomenda-se que os primers tenham entre 40% e 60% de GC, 

minimizando a formação de dímeros de primers. Esses parâmetros são fundamentais para 
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assegurar a especificidade, sensibilidade e eficiência da PCR em tempo real, contribuindo 

para a confiabilidade dos dados obtidos. 

Por ser um método altamente sensível, rápido e versátil, a PCR em tempo real 

desempenha um papel fundamental em diversas aplicações, como a análise de expressão 

gênica, detecção de mutações, quantificação de patógenos e diagnóstico molecular de doenças 

(AN et al., 2020; ARTIKA et al., 2022). Sua capacidade de fornecer resultados precisos em 

tempo reduzido consolida sua relevância tanto na pesquisa científica quanto no diagnóstico 

clínico. 

 

2.6.2 PCR em Bactérias do gênero Vibrio 

 

As técnicas baseadas em PCR tornaram-se ferramentas indispensáveis para a 

detecção rápida, sensível e precisa de espécies patogênicas do gênero 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, consistência e agilidade nos resultados. 

Diversos protocolos moleculares foram desenvolvidos e aprimorados para a 

detecção de Vibrio, cada um com características específicas que otimizam sua aplicação. 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 

patogênico, sendo capaz de detectar até 10 unidades formadoras de colônia (UFC) por 10 g de 

amostra de camarão após apenas 4 horas de enriquecimento. De forma semelhante, a 

amplificação por recombinase (RPA) associada a tiras de fluxo lateral (LFS) apresentou 

excelente desempenho, detectando até 1 UFC por reação sem a necessidade de purificação do 

DNA, ou 10 UFC/10 g em alimentos após apenas 2 horas de enriquecimento (YANG et al., 

2020). 

No contexto da Doença de Necrose Hepatopancreática Aguda - AHPND, causada 

por cepas específicas de V. parahaemolyticus, métodos de PCR direcionados aos genes das 

toxinas pirA e pirB se mostraram eficazes na detecção do patógeno (HOSSAIN et al., 2020; 

LI et al., 2022). Especificamente, técnicas baseadas em PCR com marcadores genéticos 

demonstraram alta especificidade na identificação do agente em Penaeus monodon infectado 

por AHPND, sendo também aplicáveis ao P. vannamei (HOSSAIN et al., 2020). 

Os métodos baseados em PCR revolucionaram a detecção de espécies de Vibrio, 

oferecendo alternativas rápidas, precisas e convenientes às técnicas tradicionais. Esses 
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métodos são particularmente relevantes para detecção no local em condições de recursos 

limitados, tornando-os ferramentas cruciais para gestão de segurança alimentar, maricultura e 

vigilância em saúde pública (PARK;   ZHANG, 2024; YANG et al., 2020). Considerando que 

as mudanças climáticas aumentam potencialmente a prevalência de infecções por Vibrio em 

regiões temperadas, a relevância e a demanda por essas tecnologias diagnósticas tendem a 

crescer significativamente nos próximos anos (FORD et al., 2020). 
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3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

3.1 Origem da cepa de Vibrio parahaemolyticus 
 

A cepa de Vibrio parahaemolyticus utilizada neste estudo foi obtida da coleção 

microbiológica de Regine Vieira, no Laboratório de Microbiologia Ambiental e do Pescado 

(LAMAP), vinculado ao Instituto de Ciências do Mar (LABOMAR/UFC). Essa cepa foi 

previamente isolada de um ambiente de carcinicultura e apresenta diversos fatores de 

virulência, sendo, portanto, potencialmente patogênica. As cepas foram empregadas nos 

ensaios voltados à detecção de V. parahaemolyticus, bem como à detecção de Vibrio sp., com 

o objetivo de validar a metodologia proposta em nível de gênero. 

As cepas, inicialmente, foram crescidas em meio de caldo de soja tríptica acrescido de 

1% (p/v) de NaCl (TSB 1%) e incubadas a 35)°C por 24 h. Após, as cepas foram repicadas em  

ágar de soja tríptica acrescido de 1% (p/v) de NaCl (TSA 1%) e a pureza verificada através da 

coloração morfotintorial de Gram. Por fim, as cepas foram crescidas em ágar Tiossulfato 

Citrato Bile e Sacarose  (Ágar TCBS) para verificação de aspectos morfocoloniais e resposta 

a fermentação da sacarose.  

A sequência de DNA da bactéria utilizada no estudo foi devidamente registrada no 

repositório genômico National Center for Biotechnology Information (NCBI), assegurando 

sua rastreabilidade e disponibilidade pública. O processo de submissão foi realizado sob o 

código de identificação SUB14941907, sendo atribuído o número de acesso PQ783156 para a 

sequência de Vibrio parahaemolyticus, contribuindo para a validação experimental da 

metodologia proposta. 

 
3.2 Seleção dos primers para estudo 
 

Foi realizada uma revisão bibliográfica criteriosa na literatura, com o intuito de 

identificar primers previamente descritos para a detecção molecular de Vibrio 

parahaemolyticus e, de forma mais ampla, do gênero Vibrio. A busca foi conduzida por meio 

de plataformas científicas, como Science Direct, Google Acadêmico e o portal Periódicos 

CAPES, com foco em artigos revisados por pares, protocolos validados e estudos recentes que 

abordassem o desenvolvimento ou a aplicação de oligonucleotídeos específicos para esses 

microrganismos. 

 Durante essa etapa, foram coletadas informações detalhadas sobre os primers 

utilizados em diferentes contextos diagnósticos, levando em consideração características 
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como a região-alvo do genoma, o tamanho esperado do amplicon, a sensibilidade do método, 

a especificidade entre espécies do gênero Vibrio e a frequência de uso em estudos 

semelhantes. Além disso, foi considerado que os primers seriam aplicados em qPCR, uma 

técnica que impõe restrições quanto à quantidade de oligonucleotídeos utilizados. 

 

 
3.3 Análise de bioinformática para validação dos primers 

 

As sequências genéticas alvo para o diagnóstico de Vibrio foram obtidas a partir 

do banco de dados genômico público National Center for Biotechnology Information (NCBI), 

Genbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), no qual, contém uma vasto acervo de 

sequências genéticas já depositadas para diferentes espécies de Vibrio.  

A avaliação da especificidade dos primers e das sondas foi realizada por meio de 

análise in silico utilizando a ferramenta Primer-BLAST (NCBI), com o intuito de assegurar a 

ausência de amplificação cruzada com outras espécies bacterianas. Essa ferramenta permitiu 

simular o anelamento dos primers frente ao conjunto de sequências previamente selecionadas, 

encontradas no GenBank, possibilitando a validação teórica das regiões-alvo por meio de PCR 

in silico. Além disso, as sequências 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 inóculos de 

Vibrio (em concentrações pré-estabelecidas) com músculo de amostras do camarão Penaeus 

vannamei, livres de infecções prévias, a partir de um sistema de cultivo controlado. O tecido 

muscular foi escolhido em detrimento de outros órgãos por ser considerado inócuo, além de 

apresentar composição uniforme, facilitar o manuseio laboratorial e permitir resultados mais 

confiáveis nos ensaios de detecção. Para isso, o inóculo bacteriano foi padronizado para 108 

UFC/mL e diluído, seriadamente, até 104 UFC/mL, resultando em 5 tratamentos com 

concentrações de inóculo distintas. Após, 1 mL de cada inóculo foi adicionado em 10 g de 

músculo, misturado, em triplicata para cada tratamento. Um tratamento controle foi 

considerado, utilizando-se solução salina 1% (p/v) de NaCl. Posteriormente, de cada 

repetição/tratamento, foram retirados 50 mg, dos quais foi extraído o DNA, utilizando-se o 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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protocolo descrito por Sambrook et al. (1989). Os cinco tratamentos com inóculo resultaram 

em concentrações finais de 5 × 105 UFC/g até 5 × 101 UFC/g. Após a extração, foi realizada 

PCR em tempo real para a V. parahaemolyticus e Vibrio sp, utilizando-se o reagente SYBR 

Green. 

 

Figura 3 - Fluxograma do ensaio in vitro 

 

Fonte: A autora, 2025. 

 

3.5 Extração e quantificação de DNA 

 

3.5.1 Das Amostras 
 

 O DNA total foi extraído a partir de amostras de tecido muscular do camarão 

Penaeus vannamei, utilizando o protocolo clássico de digestão com Proteinase K seguido por 

extração com fenol:clorofórmio:álcool isoamílico, conforme descrito por Sambrook et al. 

(1989), com adaptações. Inicialmente, microtubos e ponteiras foram expostos à radiação 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 três microtubos estéreis contendo 50 

mg cada. 

As amostras foram lavadas com tampão Tris-HCl 10 mM (pH 7,5) por 5 minutos. 

Após a remoção do excesso de tampão com auxílio de ponteiras estéreis, o tecido foi 

macerado e transferido para microtubos contendo 700 µL de tampão de extração e 20 µL de 

Proteinase K (20 µg/mL). A mistura foi homogeneizada por inversão e incubada em 

banho-maria a 56)°C por 15 horas, para promover a digestão do tecido e liberação do material 

genético. Em seguida, foram adicionados 350 µL de fenol e 350 µL da solução 24:1 de 

clorofórmio:álcool isoamílico. A mistura foi agitada por inversão 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 contaminação com a fase orgânica inferior. 

Posteriormente, foram adicionados 650 µL da solução 24:1 de clorofórmio:álcool isoamílico à 

fase aquosa, repetindo-se o processo de inversão e centrifugação. Após essa etapa, 500 µL do 

sobrenadante foram transferidos para um novo microtubo, procedendo-se à precipitação do 

DNA com a adição de 1 mL de etanol absoluto (2 da fase aquosa) e 50 µL de acetato de sódio 

3M (0,1 da fase aquosa). A mistura foi incubada em freezer por 15 minutos. O DNA 

precipitado foi recuperado por centrifugação a 10.000 x g por 15 minutos, seguida do descarte 

do sobrenadante.  

O pellet obtido foi lavado com 500 µL 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 µL de tampão de eluição e armazenado sob 

refrigeração até sua utilização nas análises moleculares.  Ao final da extração, as amostras 

foram quantificadas por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop®, para 

determinar a concentração e a pureza do DNA. Cada amostra, após a etapa de quantificação, 

recebeu um código específico, utilizado como referência para sua identificação e organização, 

conforme apresentado no Tabela 1. 

 

Tabela 1 - Códigos das amostras do experimento 

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

 

A fim de possibilitar a detecção molecular de Vibrio parahaemolyticus por PCR 

em tempo real, bem como a construção da curva padrão para quantificação absoluta, foi 

realizada a extração e quantificação do DNA genômico a partir de isolados bacterianos. A 

extração de DNA das colônias de V. parahaemolyticus foi realizada utilizando o reagente 

DNAzol® (Invitrogen), conforme as instruções do fabricante, com adaptações para amostras 

bacterianas. 

Foram utilizadas seis amostras de Vibrio parahaemolyticus independentes, 

isoladas previamente em meio seletivo TCBS. Aproximadamente 500 µL do material foram 

transferidos para microtubos tipo Eppendorf de 1,5 mL contendo 500 µL de DNAzol. As 

amostras foram homogeneizadas suavemente e colocadas em repouso à temperatura ambiente 

por 30 minutos. Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos. 

O sobrenadante (500 µL) foi cuidadosamente transferido para um novo tubo, ao qual se 

adicionou igual volume de etanol absoluto (100%). A solução foi homogeneizada por 

inversão e incubada à temperatura ambiente por 3 minutos, favorecendo a precipitação do 

DNA, visível como uma nuvem branca em suspensão.As amostras foram então centrifugadas 

novamente a 13.000 rpm por 5 minutos, com descarte do sobrenadante. O pellet resultante foi 

ressuspenso com 500 µL de etanol a 95%, homogeneizado suavemente por inversão de 3 a 6 

vezes e incubado por mais 1 minuto. Nova centrifugação foi realizada nas mesmas condições, 

com posterior descarte do sobrenadante.O DNA precipitado foi deixado em secagem à 

temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos. Para a solubilização do DNA, foram 

adicionados 200 µL de NaOH a 8 mM, seguidos de 20 µL de tampão HEPES a 0,1 M, com 

posterior homogeneização da solução. 

Ao término do processo, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria 

utilizando o equipamento NanoDrop®, a fim de determinar a concentração e a pureza do 

DNA. As duas amostras que apresentaram maior concentração e razão 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 reações em PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o reagente 

SYBR Green. Para isso, as reações de PCR foram realizadas em 10 ¿L de volume final 
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contendo 5 ¿L de Platinum Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen®), 0,3 ¿L de cada 

primer, 0,1 ¿L de ROX, 1 ¿L (10-25 ng) de DNA e 3,3 ¿L de água ultrapura (Invitrogen®). 

As condições de ciclagem foram as seguintes: incubação a 50°C por 2 min, seguido da 

ativação 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 extensão final (60°C). Após, a reação 

de amplificação, as amostras foram submetidas à análise da Temperatura de Melting, a fim de 

se verificar a curva de especificidade dos amplificados gerados.  Na tabela 2, estão detalhados 

os primers e as respectivas regiões-alvo utilizados no ensaio de PCR em tempo real. 

 

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

 
Fonte: A autora, 2025 

 

3.6 Análises estatísticas 

 

As análises estatísticas foram realizadas considerando dois grupos experimentais 

principais: Grupo 1, referente à extração única (DNA bacteriano e DNA do tecido em um 

único procedimento), e Grupo 2, correspondente à extração 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 observações por grupo. 

A comparação entre os tratamentos dentro de cada grupo foi realizada por meio de 

análise de variância unifatorial (ANOVA de fator único: contagem padronizada). O nível de 

significância adotado foi de ³ = 0,05. Todas as análises estatísticas, bem como a geração dos 

respectivos gráficos, foram realizadas na plataforma estatística R (versão 4.2.1). Todos os 

comandos foram detalhados no Apêndice A. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Análise Bioinformática  

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

Com base na análise dos primers selecionados para Vibrio sp., por meio da 

plataforma Primer-BLAST, foram identificadas 107 sequências compatíveis com diferentes 

espécies do gênero 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 importância reconhecida na 

carcinicultura por sua capacidade patogênica. V. alginolyticus e V. parahaemolyticus 

destacam-se pelo potencial de causar vibriose em camarões, sendo associados a infecções 

transmitidas por organismos filtradores e amplamente distribuídos em ambientes marinhos 

(MATAMP & BHAT, 2019; PRUZZO et al., 2016). V. harveyi é outro patógeno relevante em 

fazendas de cultivo, frequentemente relacionado a surtos de mortalidade e à formação de 

biofilmes, o que dificulta seu controle (PETIT et al., 2024). Embora V. cholerae seja mais 

conhecido por sua importância em saúde pública, cepas não epidêmicas podem causar 

septicemia em organismos aquáticos (PRUZZO et al., 2016). Já V. fluvialis e V. vulnificus são 

encontrados como patógenos oportunistas em sistemas de cultivo, sendo este último também 

associado a infecções humanas graves (HALDAR, 2012; MANILAL et al., 2010). 

O alinhamento realizado no software Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) revelou alta conservação entre as sequências analisadas, especialmente nas regiões 

de anelamento dos primers, indicando que os mesmos são adequados para a detecção ampla 

de espécies pertencentes ao gênero Vibrio e não foram observadas substituições nucleotídicas 

significativas nas posições de ligação dos primers. Além disso, as regiões conservadas 

abrangem a maior parte do amplicon (113 pb), e a seleção dos primers considerou critérios 

como o conteúdo de Guanina e Citosina (GC%) e a temperatura de anelamento, conforme 

demonstrado na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Características dos primers utilizados para detecção de Vibrio parahaemolyticus e 

Vibrio sp. por PCR. 

 

 
Fonte: A autora, 2025. 

 

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

parahaemolyticus. 
 

 A análise dos primers selecionados para Vibrio parahaemolyticus, realizada 

por meio da ferramenta Primer-BLAST, revelou a amplificação de 229 sequências 

pertencentes exclusivamente a essa espécie, sem detecção de qualquer outra espécie do gênero 

Vibrio. Esse resultado evidencia a elevada especificidade dos primers utilizados, condição 

essencial para o diagnóstico molecular confiável. 

O alinhamento das sequências, conduzido no software Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis (MEGA), demonstrou alta conservação nas regiões-alvo, sobretudo nos 

sítios de anelamento dos primers forward e reverse, indicando a estabilidade e a eficiência 

dessas regiões para amplificação por qPCR. Não foram identificadas substituições 

nucleotídicas relevantes nas posições de ligação, reforçando a especificidade do par de 

primers. 

Além disso, as regiões conservadas compreendem a maior parte do amplicon (506 

pb), e a escolha dos primers levou em consideração parâmetros fundamentais como o 

conteúdo 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 Análise das curvas de amplificação, melting e padrão dos controles positivos por 

PCR em tempo real 

 

4.2.1 Vibrio sp. 

 

 O gráfico de amplificação gerado (Gráfico 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 típico de amplificação exponencial, com aumento 

progressivo da fluorescência (�Rn) após a fase lag (fase inicial). A linha de limiar (threshold), 

fixada em �Rn j 0,42, permitiu a determinação dos valores de Ct (Cycle threshold), os quais 

variaram entre os diferentes controles testados e refletem as distintas concentrações iniciais de 

DNA presentes nas amostras.  

O valor de cycle threshold (Ct) é inversamente proporcional à quantidade inicial 

de DNA alvo na amostra, ou seja, valores baixos de Ct indicam alta concentração do material 

genético, enquanto valores elevados refletem quantidades menores. Na prática, o Ct serve 

como um indicador indireto da carga genética presente, sendo utilizado em contextos clínicos 

para avaliar, por exemplo, a carga viral e sua correlação com a gravidade da infecção, 

conforme demonstrado em estudos sobre infecções. (FULLER et al., 2013; GREEN & 

SAMBROOK, 2018). 

 

Gráfico 1 - Gráfico de Amplificação dos controles positivos para Vibrio sp. 

 
Fonte: A autora, 2025 

 

Complementando essa análise, o Gráfico 2 apresenta a curva de melting dos 

controles positivos, permitindo verificar a especificidade dos produtos amplificados. 

Observou-se um único 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 ausência de picos 

adicionais ou alargados indica a não formação de dímeros. Ademais houve sobreposição dos 

picos entre os diferentes controles. 

 

Gráfico 2 - Curva de Melting dos controles positivos para Vibrio sp. 

 
Fonte: A autora, 2025. 

Adicionalmente, o Gráfico 3 apresenta a curva padrão obtida a partir de diluições 

seriadas do controle positivo para Vibrio sp., sendo esta essencial para avaliar a eficiência da 

reação de PCR em tempo real. A curva evidenciou uma relação linear entre a quantidade de 

DNA (em escala logarítmica) e os valores de Ct, com inclinação negativa, como esperado 

para uma amplificação eficiente. Ainda foi observada linearidade, e distribuição uniforme dos 

pontos, isto é, a reação apresentou comportamento consistente em diferentes concentrações do 

alvo.  
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Gráfico 3  - Curva-padrão dos controles positivos para Vibrio sp.  

 
Fonte: A autora, 2025. 
4.2.2 Vibrio parahaemolyticus 

 

A curva de amplificação (gráfico 4) obtida a partir dos controles positivos 

demonstraram o comportamento exponencial característico das reações bem sucedidas de 

qPCR, com aumento gradual da fluorescência (�Rn) ao longo dos ciclos. O valor de threshold 

foi estabelecido em aproximadamente 0,357, permitindo a determinação dos valores de Ct.  A 

especificidade das reações foi avaliada por meio da curva de melting apresentada no gráfico 5, 

nela observou-se a presença de um único pico de dissociação para todos os controles 

positivos, com temperaturas de melting (Tm) concentradas entre 81)°C e 83)°C e sobreposição 

dos picos entre as amostras. 

 

Gráfico 4 - Gráfico de Amplificação dos controles-positivos para Vibrio parahaemolyticus. 

 
Fonte: A autora, 2025. 

Complementarmente, a curva padrão representada no Gráfico 6 foi construída 

com base em diluições seriadas do controle positivo. A linearidade entre a quantidade de 
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DNA (em escala logarítmica) e os respectivos valores de Ct foi evidente, com inclinação 

negativa, como esperado para uma reação de PCR eficiente. Notou-se também uma 

disposição uniforme dos pontos ao longo da linha de regressão. 

Gráfico 5 - Curva de Melting dos controles positivos para Vibrio parahaemolyticus. 

 
Fonte: A autora, 2025. 

 

Gráfico 6 - Curva-padrão dos controles positivos para Vibrio parahaemolyticus.  

 
Fonte: A autora, 2025. 
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4.3 Análise estatística 

 

4.3.1 Vibrio sp.  
 

Os resultados apresentados na Tabela 4 evidenciam uma tendência clara de 

aumento na média das variáveis analisadas em função da concentração do gênero Vibrio do 

DNA obtido de amostras compostas por tecido e inóculo de Vibrio sp, que variou de 10t a 10x 

UFC/mL entre as amostras. Observa-se que a quantidade média de número de cópias 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 tendência de 

aumento na média da variável analisada conforme se eleva a concentração 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). À medida que a 

concentração 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 análise de variância (ANOVA) 

entre diferentes diluições padrão do DNA total extraído (tecido+inóculo) de Vibrio sp. V1 = 

Concentração 10t; V2 = Concentração 10u; V3 = Concentração 10v; V4 = Concentração 10w; 

V5 = Concentração 10x. F = 749,3; p < 0,05. 

 
Fonte: A autora, 2025. 
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Tabela 5 - Resultados descritivos por amostra utilizados na análise de variância (ANOVA) 

entre diferentes concentrações 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. 

 
Fonte: A autora, 2025 

 

No gráfico 7 e 8 é possível observar essas progressões sugerindo que há uma 

relação direta entre a concentração de Vibrio sp inoculada e a quantidade detectada nas 

amostras. Esse tipo de evidência é essencial para validar a metodologia de diagnóstico 

quantitativo, como a PCR em tempo real, no contexto da aquicultura e sanidade de 

organismos aquáticos. É importante destacar que os desvios padrão foram relativamente 

baixos em todos os grupos, o que reforça a consistência dos dados obtidos e sugere baixa 

variabilidade.  

 

Gráfico 7 - Análise da variabilidade do número de cópias/g entre diferentes diluições padrão 

do DNA extraído (tecido+inóculo) de Vibrio sp. 

 
Fonte: A autora, 2025. 
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Gráfico 8 - Análise da variabilidade do número de cópias/g entre diferentes concentrações de 
DNA de Vibrio sp. por 100 mg de DNA tecidual

 
Fonte: A autora, 2025. 
 
 

A análise de variância (ANOVA) das amostras compostas por tecido e inóculo de 

Vibrio sp,  revelou um valor de F extremamente elevado (F = 749,3), o que por si só indica 

uma diferença estatisticamente significativa entre as médias dos grupos. Tal resultado é 

corroborado pelo valor de p extremamente baixo (p <0,05). Ainda, as análises de variância 

das amostras com diferentes concentrações de DNA de Vibrio sp. por 100 mg de DNA 

tecidual apresentaram um valor de F = 356, com p < 0,05, reforçando que as variações 

observadas entre os grupos não ocorreram ao acaso. Esses dados confirmam com elevado 

grau de confiança que pelo menos um dos grupos difere significativamente dos demais. 

Estatisticamente, isso permite rejeitar a hipótese nula de igualdade entre as médias. Esses 

dados sustentam a hipótese de que há um efeito significativo associado ao aumento da carga 

bacteriana. 

 
 
4.3.2 Vibrio parahaemolyticus 

 

Os dados apresentados na Tabela 6 reforçam a tendência observada anteriormente, 

agora para Vibrio parahaemolyticus, indicando um aumento progressivo na quantidade de 

cópias de DNA detectadas à medida que se eleva a concentração das amostras compostas por 
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tecido e inóculo bacteriano. Observa-se que a média logarítmica do número de cópias varia de 

4,79 ± 0,001 na amostra VP1 até 6,05 ± 0 na VP5. Já os dados da Tabela 7 confirmam esse 

mesmo padrão, evidenciando um incremento gradual nos valores médios conforme se eleva a 

concentração de DNA bacteriano adicionado às amostras teciduais, passando de 3,53 ± 0,024 

em IVP1, com 1 ng de DNA, até 4,11 ± 0,006 em IVP5, com 25 ng. Esse crescimento 

contínuo evidencia uma correlação direta entre a carga bacteriana inoculada e a quantidade de 

DNA detectada por PCR em tempo real. 

Os Gráficos 9 e 10, ilustram claramente essas progressões, os grupos com maiores 

concentrações de DNA apresentam medianas mais elevadas do logaritmo do número de 

cópias, com intervalos interquartis estreitos. A consistência dos dados é confirmada tanto 

visualmente pelo gráfico, que mostra baixa dispersão em todos os grupos, quanto 

numericamente pelos baixos desvios padrão. Essa baixa variabilidade intra-grupo sugere alta 

precisão nas medidas. 

 

 

Tabela 6 - Resultados descritivos por amostra utilizados na análise de variância (ANOVA) 

entre diferentes diluições padrão do DNA total extraído (tecido+inóculo) de Vibrio 

parahaemolyticus. VP1 = Concentração 10t; VP2 = Concentração 10u; VP3 = Concentração 

10v; VP4 = Concentração 10w; VP5 = Concentração 10x. F = 2308594; p < 0,05. 

 
Fonte: A autora, 2025. 
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Tabela 7 - Resultados descritivos por amostra utilizados na análise de variância (ANOVA) 

entre diferentes concentrações 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. 

 
Fonte: A autora, 2025 

 

A análise estatística das amostras compostas por tecido e inóculo bacteriano 

revelou um valor de F extremamente elevado (F = 2308594), indicando uma diferença robusta 

entre as médias dos grupos. Esse achado é estatisticamente confirmado pelo valor de p 

extremamente baixo (p < 0,05). Ademais, a análise estatística das amostras de DNA 

bacteriano adicionadas às amostras teciduais apresentou um valor de F = 1720, com p < 0,05,   

permitindo rejeitar com alto grau de confiança a hipótese nula de igualdade entre as médias. 

Esses resultados sustentam a hipótese de que o aumento da carga bacteriana tem um efeito 

significativo sobre a quantidade de DNA detectável. 

 

Gráfico 9 - Análise da variabilidade do número de cópias/g entre diferentes diluições padrão 

do DNA extraído (tecido+inoculo) de Vibrio parahaemolyticus.  

 
Fonte: A autora, 2025 
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Gráfico 10 - Análise da variabilidade do número de cópias/g entre diferentes concentrações de 

DNA de Vibrio parahaemolyticus por 100 mg de DNA tecidual 

 
Fonte: A autora, 2025 
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5 DISCUSSÃO 
 
5.1 Análise Bioinformática  
 

Nesse estudo as regiões conservadas abrangeram a maioria do amplicon (~113 

pb), esse tamanho representa um bom equilíbrio entre eficiência de amplificação, permitindo 

uma amplificação rápida e consistente, mantendo boa sensibilidade e especificidade, que são 

características cruciais para aplicações diagnósticas e quantitativas da qPCR (BANKO et al., 

2021; RUIJTER et al., 2021). sendo que não foram observadas substituições nucleotídicas 

significativas nas posições de ligação dos primers, o que reforça sua robustez e universalidade 

dentro do grupo-alvo. A partir do alinhamento, pôde-se confirmar que os primers utilizados 

apresentam boa cobertura para Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus sem indicar anelamento 

com espécies não relacionadas, o que valida sua aplicação em protocolos de PCR em tempo 

real. 

A escolha de primers direcionados a regiões conservadas do DNA, é essencial 

para garantir uma identificação taxonômica precisa e ampla cobertura da diversidade 

microbiana (TENG et al., 2018; WEAR et al., 2018). Nesse contexto, os primers escolhidos 

tiveram isso como pré - requisito. A avaliação in silico permite prever a cobertura taxonômica 

e especificidade dos primers, economizando tempo e recursos para identificar possíveis 

problemas antes dos experimentos práticos. Por exemplo, um estudo demonstrou que primers 

não-metazoanos recuperaram apenas 2,6% das sequências de metazoários, enquanto 

amplificaram 80,4% de outros eucariotos (CAMPO et al., 2019). Portanto, essa análise prévia 

ajuda a selecionar os primers mais promissores para testes posteriores.  

5.2 Análise das curvas de amplificação, melting e padrão dos controles positivos por 

PCR em tempo real. 

 
As curvas de amplificação obtidas neste estudo apresentaram um perfil 

exponencial, essencial para a quantificação precisa de ácidos nucleicos em PCR em tempo 

real, como demonstrado por Debode et al. (2017). Esse padrão é influenciado pela eficiência e 

especificidade dos primers, que, segundo Garafutdinov et al. (2020),  o desenho adequado dos 

primers é um dos fatores determinantes para o desempenho da reação, influenciando 

diretamente a forma e a definição das curvas de amplificação geradas. No presente trabalho, 

todas as amostras positivas para Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus mostraram aumento da 
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fluorescência após a fase lag, comportamento típico de reações eficientes, evidenciado pelo 

aumento progressivo da fluorescência (�Rn) logo após a fase lag.  

Durante a fase exponencial da PCR, o crescimento da fluorescência é 

proporcional à quantidade de produto gerado, o que permite estimar a concentração 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 detecção em menos ciclos, resultando em valores 

de Ct mais baixos, enquanto concentrações menores de DNA exigiram mais ciclos, 

apresentando valores de Ct mais elevados. Essa relação inversa é mencionada por Buchan et 

al. (2020) e reforça a sensibilidade do ensaio utilizado. No contexto deste estudo, essa 

variação entre os controles positivos evidencia a capacidade do método em detectar diferenças 

na concentração do inóculo com precisão, sendo útil tanto para análises quantitativas quanto 

semiquantitativas. 

A análise 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 amplificação com base na temperatura de dissociação 

(Tm) dos produtos gerados. Como descrito por Wan et al. (2016), amplicons específicos 

tendem a apresentar picos únicos e bem definidos de fusão, enquanto dímeros de primers ou 

produtos inespecíficos fundem em temperaturas mais baixas e geram perfis distintos 

(UNTERGASSER et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Quando ocorre a formação de dímeros 

de primers, geralmente devido a primers com regiões complementares entre si, isso leva à 

amplificação de produtos não desejados que não são os alvos específicos pretendidos. Esses 

produtos adicionais afetam a análise da curva de fusão, introduzindo picos adicionais que não 

envolvem ao produto de interesse. Isso dificulta a distinção entre o produto correto e os 

parceiros, levando a uma possível interpretação errada dos dados (GARAFUTDINOV et al., 

2020 ). 

Neste trabalho, todas as amostras exibiram um único pico de fusão, com Tm entre 

83,5)°C e 84,5)°C, o que indica que apenas produtos específicos foram amplificados. A 

ausência de picos secundários reforça a eficiência dos primers e a consistência do protocolo 

adotado. Como destacam Shahrajabian e Sun (2024), essa análise é especialmente útil em 

reações com SYBR Green, já que permite avaliar a qualidade da amplificação sem a 

necessidade de sondas ou múltiplos canais fluorescentes. Além de confirmar a identidade dos 

produtos amplificados, essa verificação 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 quantificação, mas para alcançar uma 

quantificação confiável, é preciso construir uma curva padrão com diluições conhecidas do 

DNA-alvo (DRANDI et al., 2018; TANG et al., 2016). Essa curva também é fundamental 

para estimar a eficiência da reação, que idealmente deve estar entre 95% e 105% (JUNG et 

al., 2016). No presente estudo, a curva padrão apresentou linearidade entre a concentração de 

DNA e os respectivos valores de Ct, com uma inclinação negativa característica de 

amplificações eficientes. A distribuição uniforme dos pontos ao longo da regressão reforça a 

sensibilidade do método e a confiabilidade dos dados gerados, validando sua aplicação para 

quantificação do DNA de Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus em diferentes contextos 

experimentais. 

Em síntese, a análise conjunta das curvas de amplificação, melting e padrão 

confirma que o protocolo de qPCR estabelecido é sensível, específico e reprodutível, sendo 

adequado para a detecção molecular de Vibrio parahaemolyticus em diferentes concentrações. 

 

5.3 Análise estatística 
 

A aplicação da PCR em tempo real (qPCR) se destaca como uma ferramenta 

sensível e específica para a detecção de patógenos em ambientes aquícolas, principalmente, 

quando aliada ao uso de diluições controladas para indicar limites de detecção. Estudos 

mostram a importância dessa abordagem para a padronização e validação de métodos 

diagnósticos. 

Rasmussen et al. (2018), por exemplo, desenvolveram um ensaio de qPCR 

voltado para a detecção de Vibrio anguillarum em sistemas de alimentação viva não axênicos. 

Com base em diluições conhecidas do patógeno, os autores estabeleceram o limite de 

detecção do ensaio, que se mostrou eficaz mesmo em concentrações tão baixas quanto 104 

UFC/mL, quando inoculado em culturas de microcrustáceos, os copépodes, para verificar se o 

mesmo era um vetor da doença. Essa estratégia reforça a aplicabilidade do qPCR em animais 

inoculados com bactérias, mesmo em baixas concentrações do inóculo bacteriano.  

Da mesma forma, Shahin et al. (2022) validaram um ensaio qPCR TaqMan para 

detecção de cepas de Lactococcus associadas à lactococose em peixes. Utilizando DNA 

previamente tipado, os autores alcançaram um limite de detecção de apenas quatro cópias do 

amplicon, demonstrando elevada sensibilidade tanto em amostras biológicas quanto 

ambientais. Esses resultados evidenciam o potencial do qPCR como ferramenta confiável em 

protocolos de diagnóstico de patógenos emergentes na aquicultura. 
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Os resultados obtidos neste estudo demonstraram baixa variabilidade intra-grupo 

em todas as concentrações testadas de Vibrio sp., (Tabela 2 e 3) e Vibrio parahaemolyticus 

(Tabela 4 e 5) conforme evidenciado pelos desvios-padrão reduzidos nas médias do número 

de cópias de DNA. Esse achado é particularmente relevante, pois a consistência interna entre 

as repetições experimentais é um indicativo direto da precisão analítica 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 

aquáticos. 

Hu et al. (2018), ao avaliarem genes de referência para qPCR em Macrobrachium 

nipponense, enfatizam que a baixa variabilidade entre as amostras de um mesmo grupo é 

condição indispensável para a normalização adequada dos dados e, consequentemente, para a 

interpretação precisa de resultados de expressão gênica. Utilizando diferentes algoritmos 

estatísticos, os autores confirmaram que a estabilidade intra-grupo é crítica para a robustez de 

análises moleculares em crustáceos. 

De forma semelhante, Xing et al. (2023) desenvolveram um ensaio de qPCR para 

detecção de Metschnikowia bicuspidata em Eriocheir sinensis, reportando coeficientes de 

variação inferiores a 1% dentro dos grupos avaliados. Tal precisão foi considerada 

fundamental para assegurar a confiabilidade da quantificação do patógeno, reforçando a 

necessidade de uniformidade nos valores obtidos entre repetições técnicas.  

No presente estudo, a baixa dispersão dos dados dentro dos grupos, aliada à 

significância estatística demonstrada pela ANOVA, corrobora a robustez da metodologia 

empregada, ou seja, com a capacidade da metodologia de produzir resultados confiáveis, 

consistentes e precisos mesmo diante de pequenas variações nas condições experimentais. 

Esses achados indicam que o sistema de detecção utilizado não apenas é sensível 

à variação nas concentrações de Vibrio sp., e Vibrio parahaemolyticus como também produz 

resultados consistentes dentro de cada condição experimental. Tal estabilidade é 

especialmente valiosa em pesquisas com organismos aquáticos, nos quais fatores ambientais e 

biológicos podem introduzir variabilidade significativa caso não haja um controle rigoroso 

das condições analíticas. 

 

5.4 Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real 
 

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

essencial no diagnóstico molecular de patógenos em ambientes aquícolas, superando 
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significativamente a PCR convencional em diversos aspectos técnicos e aplicados. Em 

primeiro lugar, destaca-se a rapidez na obtenção dos resultados. Enquanto a convencional 

exige etapas posteriores de visualização em gel de agarose, a qPCR permite a detecção em 

tempo real, sem a necessidade de eletroforese, reduzindo o tempo total da análise para menos 

de uma hora (YANG et al., 2020). Essa agilidade é determinante para tomadas de decisão 

imediatas no manejo sanitário, principalmente em cultivos intensivos de camarões e peixes. 

Outro diferencial é a capacidade de quantificação da carga patogênica, algo que 

não é possível com a PCR tradicional, que fornece apenas um resultado qualitativo 

(positivo/negativo). A quantificação precisa por qPCR permite avaliar a gravidade da 

infecção, monitorar a progressão da doença e até mesmo estimar a eficácia de medidas 

terapêuticas ou profiláticas 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 detecção que chegam a 10 cópias por 

reação (STILWELL et al., 2018). 

Além disso, a qPCR apresenta elevada sensibilidade e especificidade analítica, o 

que reduz a ocorrência de falsos positivos e negativos. Isso é possível, em parte, devido à 

análise das curvas de melting e ao uso de sondas específicas, como nos ensaios TaqMan, 

capazes de detectar e quantificar simultaneamente múltiplos alvos em uma única reação com 

alta precisão (LIU et al., 2019). No contexto desse estudo, a presença de picos únicos de 

melting para Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus (Gráficos 2 e 5) reforça a especificidade 

dos primers e ausência de produtos inespecíficos, característica desejável em ensaios 

diagnósticos. 

Os resultados do presente trabalho demonstraram baixa variabilidade intra-grupo, 

tanto para Vibrio sp. quanto para V. parahaemolyticus, com desvios-padrão reduzidos entre as 

amostras. Isso reforça a consistência dos dados obtidos e está em consonância com a 

literatura, que reporta coeficientes de variação inferiores a 5% em ensaios bem otimizados 

(STILWELL et al., 2018). 

Do ponto de vista da aplicabilidade em campo, sistemas portáteis de qPCR têm 

sido desenvolvidos e já permitem diagnósticos in loco em menos de 50 minutos, viabilizando 

o monitoramento sanitário em tempo real, inclusive em amostras ambientais e de tecido 

animal (NGUYEN et al., 2018). Métodos como o RPA em tempo real também têm sido 

explorados para Vibrio vulnificus, com detecção em temperaturas baixas (39)°C) e tempo 

reduzido de apenas 2 a 14 minutos (YANG et al., 2020). 
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Diversos trabalhos reforçam o uso da qPCR no diagnóstico de espécies do gênero 

Vibrio, frequentemente associadas a surtos em sistemas de cultivo. Métodos multiplex vêm 

sendo aplicados, como aquele descrito por Xu et al. (2018), que permite detectar 

simultaneamente o gene groEL e genes de virulência (tdh e trh) de V. parahaemolyticus, com 

alta sensibilidade e detecção mínima de 10t a 10u UFC/mL. Liu et al. (2019) também 

desenvolveram um ensaio TaqMan de alta capacidade para 12 espécies de Vibrio, com limites 

de detecção entre 56 e 960 UFC/mL, aplicáveis tanto em culturas puras quanto em matrizes 

complexas como carne de pescado. 

Portanto, a literatura reforça que a qPCR é uma ferramenta crucial para garantir a 

biossegurança na aquicultura, permitindo intervenções sanitárias precoces, controle mais 

rigoroso de surtos e maior sustentabilidade na produção (BONNY et al., 2020; PIRES et al., 

2020). Sua aplicação contribui diretamente para a segurança alimentar e para a redução de 

perdas econômicas associadas a enfermidades infecciosas em organismos aquáticos. Em 

síntese, considerando os dados obtidos neste trabalho aliados à literatura, reforça-se que a 

PCR em tempo real apresenta vantagens significativas sobre a PCR convencional. Sua 

sensibilidade, especificidade, capacidade de quantificação e confiabilidade tornam essa 

técnica indispensável para o diagnóstico preciso de patógenos como Vibrio sp. e V. 

parahaemolyticus na aquicultura, permitindo intervenções sanitárias mais eficazes e 

sustentáveis, promovendo a biosseguridade em sistemas de cultivo. 
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6 CONCLUSÃO 

ï A análise bioinformática e experimental confirmou que os primers utilizados são 

específicos, eficientes e bem ajustados para qPCR.  

ï A progressão da carga bacteriana resultou em diferenças estatisticamente significativas 

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

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

detecção de Vibrio sp. e Vibrio parahaemolyticus. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 Este trabalho representa um passo importante na busca por métodos 

diagnósticos mais rápidos, sensíveis e específicos para a detecção 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 laboratório sejam validados e aplicados com 

segurança em ambientes de cultivo, torna-se essencial a realização de ensaios in vivo com os 

camarões. 

A condução de experimentos controlados, utilizando animais vivos sob condições 

similares ás da produção aquícola, permitirá avaliar a eficácia do método na detecção precoce 

de infecções, bem como sua correlação com manifestações clínicas e taxas de mortalidade. 

Essa etapa é fundamental para comprovar a aplicabilidade prática do protocolo proposto e 

garantir que ele reflita com fidelidade os desafios enfrentados em campo. 
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APÊNDICE A - COMANDO UTILIZADO NO SOFTWARE R PARA A ANÁLISE 

ESTATÍSTICA (ANOVA) DAS AMOSTRAS. 
# Carregar pacotes 
library(tidyverse) 
library(ggpubr) 
 
# Etapa 1: Ler CSV com separador ; (padrão 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 vírgulas 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 níveis do fator com grupos válidos 
dados_long$Grupo <- factor(dados_long$Grupo) 
 
# Etapa 7: Verificar número mínimo de grupos 
if (nlevels(dados_long$Grupo) < 2) { 
  stop("Erro: A ANOVA requer pelo menos 2 grupos com dados válidos.") 
} 
 
# Etapa 8: ANOVA 
modelo <- aov(Valor ~ Grupo, data = dados_long) 
cat("\n--- Resultado da ANOVA ---\n") 
print(summary(modelo)) 
 
# Etapa 9: Estatísticas descritivas 
estatisticas <- dados_long %>% 
  group_by(Grupo) %>% 
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  summarise( 
    Media = mean(Valor), 
    Desvio_Padrao = sd(Valor), 
    N = n() 
  ) 
cat("\n--- Estatísticas descritivas por grupo ---\n") 
print(estatisticas) 
 
# Etapa 10: Teste de Tukey (comparações par a par) 
tukey <- TukeyHSD(modelo) 
cat("\n--- Teste de Tukey HSD (comparações par a par) ---\n") 
print(tukey) 
 
# Etapa 11: Rótulos sobrescritos (Unicode) para eixo X e legenda 
rotulos_grupo <- c("10t", "10u", "10v", "10w", "10x") 
names(rotulos_grupo) <- c("A", "B", "C", "D", "E") 
 
# Etapa 12: Criar gráfico 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 número de cópias / 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 = 8, height = 6, 
dpi = 300) 
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