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Deteccao de Aeromonas spp. e do gene de viruléncia
aerolisina em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
com a técnica de mPCR!
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ABSTRACT.- Kim EJ.P, Silva A.E.M,, Silva R.V.S., Kim P.C.P, Acosta A.C., Silva S.M.B.C., Sena M.].
& Mota R.A. 2018. [Detection of Aeromonas spp. and virulence gene aerolysin in Nile
tilapia (Oreochromis niloticus) using PCR technique.] Deteccao de Aeromonas spp. e do
gene de viruléncia aerolisina em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) com a técnica de PCR.
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Curso de Tecnologia em Agroecologia, Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia
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Infections caused by bacteria of the genus Aeromonas are among the most common
diseases in fish farming systems worldwide, and this disease occurs in all countries which
have Nile tilapia (Oreochromis niloticus) farmed. The present work describes the development
of a new multiplex PCR (mPCR) technique that diagnosis the genus Aeromonas and detects
aerolysin gene (aerA). Reference strains of several Aeromonas species and other genera were
used for standardization of mPCR. Strains of A. hydrophila from “pacaman” fish (Lophiosilurus
alexandri) and Aeromonas spp. from Nile tilapia from farming systems were used too. Primers
were designed based on the 16S rRNA region and aerA (aerolysin toxin). To verify a better
annealing temperature were used gradients between 59°C and 61°C with 40ng of the DNA
template. The 16S rRNA gene and the aerA gene amplification products showed 786 and 550 bp,
respectively. The mPCR showed better annealing temperature at 57.6°C, and the detection
limit for both genes (16S rRNA and aerA) was 101°%g/uL of the DNA. The standardized mPCR
is quick, sensitive, and specific for Aeromonas spp. diagnosis and to detect aerolysin gene.
This method showed advantages when compared to the conventional diagnostic methods
and can be used in Nile tilapia or other fish farming systems. The detection of aerolysin gene
is an important tool to determine the potential pathogenicity of Aeromonas spp. isolates.

INDEX TERMS: Aeromonas, gene, aerolysin, Nile tilapia, Oreochromis niloticus, PCR technique, mPCR,
virulence factor, bacterioses.

RESUMO.- As infec¢des causadas por bactérias do género em todos os paises que possuem cultivo de tilapia do Nilo
Aeromonas estio entre as doencas mais comuns em peixes (Oreochromis niloticus). O presente trabalho descreve o
cultivados em todo o mundo, com ocorréncia de aeromoniose desenvolvimento de uma nova multiplex PCR (mPCR) para
diagndstico de Aeromonas spp. e identificacdo do gene
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e aerA. Para verificar a melhor temperatura de anelamento
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com limite de detec¢do das concentragdes de DNA em ambos
genes (16S rRNA and aerA) de 10*°%g/uL. A mPCR padronizada
é rapida, sensivel e especifica no diagnéstico de Aeromonas spp.
e identificacdo do gene aerolisina. Esta metodologia apresenta
vantagens quando comparada aos métodos de diagndstico
convencionais, podendo ser utilizada em cultivos comerciais
de tilapias do Nilo ou outros peixes. A identificacdo do gene
aerolisina é uma importante ferramenta na determinagio do
potencial patogénico dos isolados de Aeromonas spp. estudados.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Aeromonas spp., gene de viruléncia,
aerolisina, tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, técnica de PCR,
mPCR, fator de viruléncia, bacterioses.

INTRODUCAO

Doengas causadas por bactérias do género Aeromonas sao
recorrentes no cultivo de tilapia e podem levar a quadros clinicos
de anorexia, exoftalmia, lesdes superficiais ou profundas no
tegumento, acimulo de liquido seroso no peritonio (ascite) e
até septicemia hemorragica (Pridgeon etal. 2013, Zhang et al.
2014). Dentre as varias espécies do género Aeromonas
destaca-se Aeromonas hydrophila como uma das principais
bactérias responsaveis por perdas em varias espécies de
peixes cultivados (Zhang et al. 2014, Younes et al. 2015).
De acordo com Lacerda et al. (2015), apesar de Aeromonas
Spp. e neste género a espécie A. hydrophila ser bem conhecida
como causadora de mortalidades na piscicultura, muitas vezes
o diagnostico é limitado, ja que outros agentes infecciosos
podem causar sinais clinicos similares.

As técnicas moleculares como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) possuem vantagens em relagdo aos métodos
microbioldgicos convencionais de identificagdo, como a rapidez
no diagnostico e a especificidade para o agente investigado.
O uso desta técnica permite a identificacdo de genes associados
aresisténcia a antimicrobianos, bem como o estudo de fatores
de viruléncia das cepas (Abu-Elala et al. 2015), permitindo
determinar o grau potencial de patogenicidade de uma cepa
de interesse (Onuk et al. 2013).

Numerosos genes de viruléncia sdo encontrados em
Aeromonas spp., incluindo genes de producdo de flagelo
lateral (Gavin et al. 2002, Canals et al. 2006) e os genes que
codificam proteinas extracelulares como nucleases, lipases,
proteases e aerolisina (Pemberton etal. 1997, Onuk etal. 2013,
Nagar etal. 2016). Segundo Ye et al. (2013), a aerolisina, uma
enterotoxina citolitica, é o fator de viruléncia mais conhecido e
caracterizado, sendo codificado pelo gene aerA. A aerolisina se
liga a um receptor especifico glicoprotéico sobre a superficie
de células eucarioticas, formando orificios de cerca de 3nm de
diametro, levando a morte celular por perda da permeabilidade
seletiva (Hu et al. 2012, Ye et al. 2013).

Neste estudo objetivou-se desenvolver um método de
identificacdo rapido e sensivel para detectar Aeromonas spp.
baseado na amplificagdo de um fragmento do gene 16S rRNA e
identificar cepas portadoras do fator de viruléncia codificado
pelo gene aerA mediante um ensaio de multiplex PCR.

MATERIAL E METODOS

Cepas bacterianas de referéncia. Para padronizagio e controle
das reacoes de PCR, foram utilizadas cepas bacterianas de referéncia
cedidas pela Fundag¢do Oswaldo Cruz: Aeromonas hydrophila
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(ATCC 7966), Aeromonas sobria (ATCC 43979), Aeromonas media
(ATCC 33907), Aeromonas caviae (ATCC 15468), Aeromonas sp.
(ATCC 35941), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 19429) e Streptococcus
agalactiae (ATCC 13813).

Amostras de campo de Aeromonas spp. e Aeromonas
hydrophila. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
sob o niimero de licenga 23082.009199/2014-55.

Foram utilizados 16 isolados de Aeromonas spp. obtidos de tilapias
(Oreochromis niloticus) doentes, sendo oito isolados provenientes de
Jatoba e oito isolados de Petrolandia, ambos municipios pertencentes
ao estado de Pernambuco, Brasil. Também foram incluidos no estudo
dois isolados de Aeromonas hydrophila, previamente identificados
através de PCR, provenientes de pacamas (Lophiosilurus alexandri)
doentes oriundos do Vale do Sdo Francisco, cedidas pelo Laboratdrio
de Microbiologia e Imunologia Animal da Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco (Univasf).

As cepas bacterianas foram semeadas em placas contendo agar
base enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado e incubadas
a 28°C por 24h. Apoés a incubacdo, as coldnias suspeitas foram
suspendidas em 1,5mL de caldo BHI e incubadas a 28°C por 24h.
Em seguida foi realizada a extracdo de DNA das coldnias, utilizando
o Kit comercial “Genomic DNA Purification” (PROMEGA®), adotando
o protocolo do fabricante.

Padronizacdo da mPCR. Os ensaios da mPCR para detectar
Aeromonas spp. e o gene aerA em Aeromonas hydrophila foram
realizados com o uso dois primers (Quadro 1) desenhados com a
ferramenta Primer Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Para o desenho dos primers de amplificagdo do género Aeromonas
foi utilizado como alvo o gene 16S ribossomal (16S rRNA) e para
o estudo do fator de viruléncia foi selecionado o gene aerolisina
citotéxica enterotoxica (aerA).

Asreacdes foram realizadas em volume final de 20uL, contendo
40ng de DNA molde, 10pmol/uL de cada primer, 12puL da solugdo Go
Taq® Green Master Mix (Go Taq® Green Master Mix, Promega, Madison,
WI, USA) e 2uL de agua ultrapura. As condi¢cdes de amplificagdo
consistiram em: dez minutos a 95°C (etapa inicial de desnaturagio),
seguido por 30 ciclos de um minuto a 95°C, um minuto para o
anelamento e um minuto a 72°C, finalizando com uma extensdo a
72°C por dez minutos. Para estabelecer a melhor temperatura de
anelamento foram utilizados gradientes de temperatura de 59°C a
61°C contendo 40ng de DNA molde. Foram realizados num primeiro
momento a PCR individual para cada gene e no segundo momento
a mPCR, utilizando o conjunto de todos os primers.

Para analisar o limite de deteccdo da mPCR foram realizadas
dilui¢des seriadas do DNA extraido das cepas, entre 10®a 10'g/uL,
sendo o material genético quantificado e avaliado quanto a seu grau
de pureza por absorbancia utilizando espectrofotometro Multiskan™
GO Microplate a 260 e 280nm. Para testar a especificidade da técnica
foi utilizado DNA de cepas de referéncia nido pertencentes ao género
Aeromonas. Como controle negativo de todos os testes foi empregada

Quadro 1. Caracteristicas dos primers utilizados na mPCR

Primer Sequéncia GC(%) Ta (°C)* Amplicon
16S-F 5. TGACGTTACTCGCAGAGGA-3' 52,6% 53,3°C  786pb
16S-R  5-GCTTGCAGCCCTCTGTACG-3" 63,2% 58,7°C

aerA-F 5-GTACAACCTGGACCCTGACA-3' 55% 56,5°C  550pb
aerA -R 5-CCCACTGGTAACGAATGCTG-3" 55% 56,1°C

* Temperatura de anelamento.
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4gua ultrapura livre de nuclease. Apds a amplificacdo foi realizada
a eletroforese utilizando gel de agarose a 1,5%, os produtos da PCR
foram corados com BlueGreen (LGC Biotecnologia®), posteriormente
visualizados em transiluminador e fotodocumentados sob luz
UV para deteccdo de peso molecular especifico para o fragmento
amplificado pelos primers utilizados, empregando um marcador de
peso molecular de 100pb para comparagdes.

RESULTADOS

Todos os primers desenhados para a deteccao de Aeromonas
spp.- e identificacdo do gene aerA foram amplificados em
todas as cepas de Aeromonas utilizadas, exibindo amplicon
com pesos moleculares compativeis aos esperados (786pb
naregido 16S rRNA e 550pb no gene aerA). As temperaturas
de anelamento testadas separadamente para os primers
16S rRNA e aerA foram respectivamente de 57,8°C e 57,2°C,
com amplificagdes positivas em concentra¢des de DNA até
10°g/uL para ambos pares de primers.

Para o gene aerA foram positivos 15 isolados (Quadro 2).
Nos testes de especificidade, utilizando as cepas de Streptococcus
agalactiae e Pseudomonas aeruginosa nao foram observadas
amplificagdes quando utilizados os primers 16S rRNA e aerA4,
tanto de forma individual como em conjunto na mPCR.

A mPCR apresentou melhores resultados de amplificagao
natemperatura de anelamento a 57,6°C com limite de detec¢do
nas concentra¢des de DNA até 10*°g/uL (Fig.1).

Quadro 2. Resultado dos isolados no teste mPCR
padronizada para os genes 16S rRNA e aerA

Genes

165 rRNA aerA
Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) + -
A. sobria (ATCC 43979)
A. media (ATCC 33907)
A. caviae (ATCC 15468)
Aeromonas sp. (ATCC 35941)
Streptococcus agalactiae (ATCC 13813)
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 19429)
MTPO1 A. hydrophila (amostra de campo)
MTPO2 A. hydrophila (amostra de campo)
J1024 (amostra de campo)

Isolados

+ o+ o+ o+

J1064 (amostra de campo)
J1071 (amostra de campo)
J2011 (amostra de campo)
J2012 (amostra de campo)
J2013 (amostra de campo)
P3011 (amostra de campo)
P3012 (amostra de campo)
P3014 (amostra de campo)
P4201 (amostra de campo)
P4171 (amostra de campo)
P4172 (amostra de campo)
J1D1 (amostra de campo)

J1D2 (amostra de campo)

P2D1 (amostra de campo)

+ o+ + + o+ + o+ + o+ + o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+

+ o+ o+ o+ o+

P3D2 (amostra de campo)
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DISCUSSAO

Bactérias do género Aeromonas sdo uma importante causa
de mortalidade em tilapias e outros peixes de cultivos em
todo o mundo (Oliveira etal. 2012, Ye etal. 2013, Zhang et al.
2014, Abu-Elalaetal. 2015, Younes et al. 2015). Desta forma,
a busca por técnicas mais sensiveis e especificas aumentam
a possibilidade de um diagndstico rapido e especifico para
infeccdes causadas por estes patdgenos.

Varios métodos de diagndstico molecular sao baseados
no sequenciamento para determinar a espécie causadora da
aeromoniose (Huetal. 2012, Ye etal. 2013). O sequenciamento
do DNA para diagndstico tem como beneficio a alta especificidade
para o agente etiolégico, bem como a comparacdo de
similaridades entre diferentes isolados servindo para estudos
epidemiolégicos e de sistematica. Apesar disso, o alto custo
do sequenciamento pode inviabilizar esse método na rotina
de diagnéstico.

Clarridge (2004), analisando a sequéncia 16S rRNA
para identificacdo bacteriana afirma que o uso desse gene
constitui uma forma robusta, precisa e de facil reprodugao na
identificacdo bacteriana. Em nosso estudo, o uso do gene 16S
rRNA como alvo para a identificacdo do género Aeromonas
foi embasado nos trabalhos realizados por Figueras et al.
(2000), Lee etal. (2002) e Morandi et al. (2005).

Alguns estudos realizados anteriormente tiveram como
objetivo a padronizacao de ensaios de mPCR visando a
amplificacdo simultanea de varias espécies de bactérias
patogénicas para espécies de peixes de cultivo continental
e marinho (Del Cerro et al. 2002, Mata et al. 2004, Tsai et al.
2012, Zhang et al. 2014), sendo nesses estudos identificada
A. hydrophila utilizando a regido 16S rRNA com posterior
sequenciamento e analise filogenética do amplicon.

Chu & Lu (2005) padronizaram um diagnédstico por
PCR convencional para A. hydrophila utilizando apenas a
regido 16S rRNA com a identificagdo da bactéria apenas
pela visualizagdo da banda evidenciada em gel de agarose,
sem posterior sequenciamento e andlise de similaridade do
amplicon. Utilizando a ferramenta Primer Blast (https://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para analise dos primers
da regido 16S rRNA utilizados por Chu & Lu (2005) nao foi
possivel determinar diferencas significativas e constantes
na similaridade entre A. hydrophila e as demais espécies do

, G H Il JKLMNOPAQ

Fig.1. Gel de agarose dos produtos amplificados para multiplex
PCR com DNA das cepas a 10'%°%g/uL. (A) Marcador molecular
100pb, (B) Aeromonas hydrophila ATCC 7966, (C) A. sobria
ATCC 43979, (D) A. caviae ATCC 15468, (E) Aeromonas sp. ATCC
35941, (F) MTPO1 (A. hydrophila), (G) MTPO2 (A. hydrophila),
(H)P4172, (1) P3D2, (J) P2D1, (K) P4171, (L) J2012, (M) J1064,
(N)J1071, (0) J1D2, (P) Pseudomonas aeruginosa ATCC 19429,
(Q) controle negativo agua.
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género Aeromonas, sendo considerado pouco eficiente o uso
apenas dessa regido para amplificacao de A. hydrophila sem
o devido sequenciamento.

A aerolisina é uma proteina termolabil que apresenta
alta similaridade com a a-toxina de Clostridium perfringens
com mecanismo de a¢do formando poros na membrana do
hospedeiro (Chakraborty etal. 1986, Chopra & Houston 1999,
Cole et al. 2004). Hu et al. (2012), Oliveira et al. (2012) e
Ye etal. (2013) trabalharam com a caracterizagao de fatores
de viruléncia em A. hydrophila oriundas de peixes doentes,
encontrando o fator de viruléncia aerolisina enterotoxina
citolitica presente em mais de 80% das amostras analisadas.
Outros fatores de viruléncia também podem ser encontrados
associados a mortalidade em peixes, mas geralmente em
menor propor¢do quando comparados a aerolisina (Chopra
& Houston 1999, Hu et al. 2012).

Em nossas andlises de similaridade, utilizando DNA
plasmidial das diferentes espécies de Aeromonas que possufam
aerolisina, foi verificada a ocorréncia de uma regido conservada
nas amostras sequenciadas de A. hydrophila catalogadas no
GeneBank, direcionando o desenho dos primers deste trabalho.

Em nosso estudo, o fator de viruléncia aerolisina foi
detectado em 83,33% das amostras de campo de peixes
doentes, demonstrando a grande importancia desse gene
na patogenia da aerominose, doenca responsavel pelas altas
taxas de mortalidade nas tilapiculturas. Nossos resultados
juntam-se aos previamente obtidos por Chacén etal. (2003),
que observaram uma maior frequéncia do gene aer4 junto a
outros fatores de viruléncia em isolados de Aeromonas spp.
oriundos de casos clinicos quando comparados com isolados
de origem ambiental.

A mPCR descrita neste trabalho permite a identificagao
simultanea do género Aeromonas e identificacdo do gene fator
de viruléncia aerolisina, resultando numa metodologia simples
e mais econémica quando comparada as técnicas previamente
descritas como o sequenciamento. Os menores custos econdmicos
permitem a implementacdo de tal metodologia na rotina de
diagnostico em diferentes laboratérios, contribuindo com o
desenvolvimento da piscicultura.

CONCLUSAO

A mPCR desenvolvida demonstrou um adequado limite de
deteccdo e especificidade, capaz de diferenciar bactérias do
género Aeromonas e ainda permitindo a identificagio de cepas
portadoras do gene fator de viruléncia aerA, podendo ser
utilizada na detecgdo de bactérias causadoras da aeromoniose
em tilapias, outros peixes cultivados ou qualquer organismo
que seja suscetivel a esse agente.
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