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RESUMO 

 

ALMEIDA, Greiciane França Bronzato de. Caracterização e perfil fenogenotípico de 

virulência de Vibrio alginolyticus associados aos mexilhões Perna perna (LINNAEUS, 

1758) previamente isolados em diferentes pontos da costa do Rio de Janeiro. 43p. 
Dissertação (Mestrado em Ciências Veterinárias). Instituto de Veterinária, Departamento de 

Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

 

A mitilicultura é o ramo da aquicultura que mais tem se expandido mundialmente. O 

mexilhão Perna perna tem sido considerado o organismo de maior relevância econômica 

nesse contexto, porém a contaminação microbiológica de seus tecidos desses animais pode 

inviabilizar seu consumo. Vibrio alginolyticus pode ser destacado entre os micro-organismos 

associados a quadros de infecção em animais marinhos como patógeno oportunista causador 

de vibriose em peixes, crustáceos e moluscos. O presente trabalho objetivou identificar V. 

alginolyticus associados a mexilhões Perna perna, bem como avaliar o perfil fenogenotípico 

da virulência deste microrganismo, em amostras coletadas em diferentes pontos da costa do 

Rio de Janeiro. Foram obtidos 49 isolados. Após a análise fenotípica, os isolados foram 

submetidos as técnicas de detecção do gene pyrH por Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) 

e MALDI-TOF MS (Espectrometria de Massa por Tempo de Vôo de Ionização/Desorção por 

Laser Assistida por Matriz). Todos os isolados testados amplificaram o gene pyrH. O 

sequenciamento do fragmento de 541pb deste gene é utilizado para diferenciação de espécies 

de Vibrio. Através do MALDI-TOF MS, confirmou-se 43 isolados como V. alginolyticus 

(87,8%), 4 isolados como Shewanella putrefaciens (8,2%) e apenas 1 foi identificado como V. 

parahaemolyticus (2%). Apenas um isolado não foi identificado pela técnica (2%). Após o 

resultado do MALDI-TOF, oito produtos de amplificação do gene pyrH representativos de 

diferentes perfis foram enviados para sequenciamento. Para a análise fenotípica da produção 

de colagenase, um marcador de virulência de V. alginolyticus, foi realizado o teste da 

hidrólise da gelatina. Todos isolados de V. alginolyticus e S.putrefaciens foram positivos. 

Além disso, os genes collagenase, ompK e toxR foram utilizados para avaliar a virulência 

genotípicamente das espécies estudadas. Dos 49 isolados estudados, os 47 isolados positivos a 

prova fenotípica amplificaram o gene collagenase. A expressão do gene ompK pode ser 

observada em 46,9% (23/49) dos isolados sendo 91,3% (n = 21) de V. alginolyticus e 4,3% (n 

= 1) de V. parahameolyticus e S. putrefaciens, respectivamente. Sete isolados (14,3%) 

produziram bandas para amplificação do gene toxR, sendo todos caracterizados como V. 

alginolyticus. Os testes fenotípicos realizados demonstraram correlação significante na 

identificação de V. alginolyticus quando comparados com os resultados genotípicos e de 

proteômica.  

 
 

Palavras-chave: Perna perna, Vibrio alginolyticus, genes de virulência, MALDI TOF MS  

 

 
 

 

 

 

 

 

 



    

 

ABSTRACT 

 

ALMEIDA, Greiciane França Bronzato de.  Characterization and phenogenotipic profile 

of Vibrio alginolyticus virulence associated with mussels Perna perna (LINNAEUS, 1758) 

in different parts of the Rio de Janeiro coast. 43p. Dissertation (Master’s in Veterinary 

Science). Veterinary Institute, Department of Animal Parasitology, Federal Rural University 

of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

 
Mytiliculture is the most globally expanded branch of the aquaculture practice. The mussel 

Perna perna has been considered the most economically relevant species.  However, 

microbiological contamination of their tissues can turn them unsuitable for human 

consumption. Vibrio alginolyticus can be noticed among the microrganisms associated to 

marine animal diseases as an oportunistic pathogen for fish, crustaceans and mussels. The 

present study aimed to identify V. alginolyticus associated with mussels (Perna perna) and to 

assess the pheno-genotypic virulence profile of this microorganism in samples from different 

locations of the Rio de Janeiro coast. A total of 49 isolates were obtained. After phenotypic 

analysis, the isolates were subjected techniques for detection of pyrH gene by polymerase 

chain reaction (PCR) and MALDI-TOF MS (matrix assisted laser desorption-ionization time 

of flight mass spectrometry) techniques. All 49 isolates tested positive for pyrH gene. 

Sequencing of the 541pb amplicon is used to differentiate Vibrio species. MALDI- TOF MS 

confirmed 43 isolates as V. alginolyticus (87,8%), four were identified as Shewanella 

putrefaciens (8,2%), only one was identified as V. parahaemolyticus (2%).  Just one isolate 

was not identified by this technique (2%).  After MALDI-TOF analysis, eight amplicons of 

pyrH gene of distinct profiles were sento to sequencing. The phenotypic evaluation of 

collagenase production, a virulence marker of V. alginolyticus was assayed using the gelatin 

hydrolysis test. All V. alginolyticus and S. putrefaciens were positive. Additionally, 

collagenase, ompK and toxR genes were used to genotypically assess the virulence of the V. 

alginolyticus species.  Out of the 49 isolates, 47 were positive for the collagenase gene.  The 

ompK gene expression was observed in 46.9% (23/49) of the isolates as following: 91,3% of 

V. alginolyticus (n = 21) and 4,3% (n = 1) of V. parahameolyticus and S. putrefaciens, 

respectively.  Seven isolates (14.3%) produced amplicons of the toxR gene, all characterized 

as V. alginolyticus.  Phenotypic tests showed significant correlation with genotypic and 

proteomics results, in the identification of V. alginolyticus. 

 
 

Keywords: Perna perna, Vibrio alginolyticus, gens of virulence, MALDI TOF MS. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil a maricultura está representada, basicamente pelo cultivo de crustáceos e 

moluscos. A mitilicultura é uma das atividades mais produtivas da aquicultura, no qual 

possui aspectos favoráveis para sua expansão mundial, como: os aspectos biológicos, baixo 

custo das instalações e facilidade de manejo (SALÁN, 2005).  

O termo mexilhão é comumente utilizado na denominação de diversas espécies 

bivalves pertencentes à família Mytilidae. Dentro dessa família existem diversas espécies que 

são utilizadas na mitilicultura, incluindo o gênero tropical Perna, distribuído pelos oceanos 

Atlântico (costa da América do Sul e África), Índico (África, Ásia e Oceania) além do Mar 

Mediterrâneo na costa africana (HENRIQUES, 2004). O cultivo desses moluscos bivalves 

representa um dos maiores recursos da aquicultura mundial. No Brasil, há quatro espécies de 

mexilhões de interesse comercial, mas apenas Perna pena apresenta viabilidade econômica, 

sendo a mais promissora dentre as demais (FELIX, et al., 2013). Esta espécie tem sido 

utilizada como bioindicador de poluição ambiental devido a sua característica filtradora e, 

além disso, a contaminação bacteriana dos tecidos desses animais podem estar relacionadas à 

qualidade do ambiente e à sanidade animal. 

Bactérias da família Vibrionaceae são amplamente encontradas em ambientes 

aquáticos, sendo estas ubiquitárias, muito comuns em ambiente marinho e estuários (JONES 

et al., 2007).  Entre os representantes de vibrio halofílico, está Vibrio alginolyticus, 

considerado parte da microbiota marinha normal e isolado em águas costeiras por todo o 

mundo. Essa bactéria é conhecida como um microrganismo oportunista de animais aquáticos, 

como peixes e moluscos, sendo também um patógeno bacteriano para humanos, podendo 

causar infecções pelo contato com água contaminada, como otites média e externa, 

endoftalmite e até mesmo infecções gastrointestinais devido ao consumo de alimentos de 

origem marinha in natura ou indevidamente cozidos (LI et al., 2009; GOMEZ et al., 2003).   

Vibrio alginolyticus é capaz de expressar determinados fatores de virulência de 

colonização, enzimáticos e tóxicos. A disseminação desse patógeno pode levar a surtos de 

enfermidades em fazendas de mitilicultura, que acabam colocando em risco a sanidade dos 

mexilhões (CAI et al., 2007). Assim a detecção dos genes de produção da colagenase, de 

expressão de proteínas da membrana externa (ompK) e o gene toxR (gene acessório de 

regulação de toxinas) são utilizado para compreender a virulência de V. alginolyticus isolados 

de ambientes marinhos (CAI et al., 2009).  

Até os anos 90, a taxonomia de Vibrio spp. foi baseada principalmente na descrição 

das características morfológicas e em testes bioquímicos, porém estas técnicas não são 

precisas para a identificação da maioria das estirpes ambientais, devido à diversidade do 

metabolismo expresso por estas bactérias (CROCI et al., 2007). Entre as ferramentas 

propostas para a identificação de V. alginolyticus, está a amplificação do gene pyrH (uridilato 

quinase) por Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) seguida do sequenciamento. Thompson 

e colaboradores (2005) descreveram esse gene como um bom marcador taxonômico e 

mostraram a estabilidade deste locus, devido à elevada proporção de mutações sinônimas 

essenciais para a conservação da sequência de aminoácidos.   

Recentemente, a técnica de Espectrometria de Massa por Tempo de Vôo de 

Ionização/Desorção por Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS), uma análise 

proteômica, tem sido utilizada para identificar e diferenciar agentes patogénicos bacterianos 

em nível de espécie (DICKINSON et al. 2004; RUPF et al. 2005; MAZZEO et al. 2006; 

CARBONNELLE et al. 2007; BARBUDDHE et al. 2008; DIECKMANN et al. 2008; ILINA 

et al. 2009; NAGY et al. 2009). O preparo da amostra e a velocidade de aquisição de dados 
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combinado com o seu potencial para automatização de alto rendimento fazem o MALDI-TOF 

MS um método eficaz e valioso (KATRIEN et al. 2011). 

Desta forma o presente trabalho buscou caracterizar V. alginolyticus associados aos 

mexilhões (Perna perna) através de técnicas fenogenotípicas, bem como avaliar o perfil de 

virulência deste microrganismo em amostras de diferentes pontos da costa do Rio de Janeiro. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Mitilicultura no Brasil. 

 

A mitilicultura conhecida como ramo da aquicultura responsável pelo cultivo de ostras 

e mexilhões surgiu na Europa há cerca de 750 anos e vem apresentado grande valor comercial 

sendo considerada uma fonte alimentícia e de renda para diversas populações litorâneas em 

vários países (ARANA, 2004). Quatro espécies de moluscos se destacam dentro do quadro 

nacional da produção aquícola, o mexilhão (Perna perna), a ostra japonesa (Crassostrea 

gigas), a ostra nativa (Crassostrea rhizophorae) e a vieira (Nodipecten nodosus). O destaque 

fica para o cultivo de mexilhões (Perna perna), seguido pelas ostras, tendo o estado de Santa 

Catarina como líder nacional (OSTRENSKY; BORGHETTI & SOTO, 2008). 

Esta prática apresenta grande relevância na alimentação mundial, sendo considerada 

pela Organização das Nações Unidas (ONU) uma atividade estratégica para a segurança 

alimentar sustentável do planeta no futuro, pois estas são capazes de fornecer proteínas, além 

de gerar significativo número de empregos (SIMON; SILVA, 2006).  

O sistema de cultivo de mexilhões é muito variado, dependendo basicamente das 

espécies cultivadas e das condições do ambiente. Existem várias formas de se classificar esse 

sistema, porém no Brasil, o método utilizado é o conhecido como long-line tipo suspenso 

flutuante, em que as cordas são presas a uma linha mestre que flutua na superfície com o 

auxílio de flutuadores. (FERREIRA & MAGALHÃES, 2004). 

 

2.2 Mexilhão Perna perna e sua biologia. 

 

Os mexilhões são moluscos bivalves pertencentes ao filo Mollusca; classe Bivalvia 

(LINNAEUS, 1758); ordem Mytiloida (FÉRUSSAC, 1822); família Mytilidae, de onde 

advém o nome mitilicultura (RAFINESQUE, 1815).  

Dentre as diferentes espécies de mexilhão, o Perna perna (LINNAEUS, 1758) é 

considerado o maior mitilídeo do mundo, apresentando elevado interesse econômico de 

cultivo e sendo a espécie mais importante da costa brasileira, por ter um crescimento 

relativamente rápido, possuir alta taxa de produção, alto valor proteico e ser facilmente 

coletado (BARAJ et al., 2003). Estes se fixam em qualquer substrato rígido como concreto e 

estruturas de ferro, formando “colônias” e na natureza, se fixam aos costões rochosos, 

formando “bancos naturais” que representam um rico ecossistema, pois abrangem, além dos 

mexilhões, grande número de organismos vegetais e animais, como cracas e pequenos 

caranguejos e algas. A maior concentração desses mexilhões ocorre nas rochas localizadas na 

região entremarés, até um metro de profundidade, onde é mais intensa a fixação de indivíduos 

jovens (FERNANDES et al., 2008). 

A espécie Perna perna apresenta uma ampla distribuição geográfica que vai da costa 

Atlântica da América do Sul, da Venezuela até o Uruguai (ARAÚJO, 1994 apud BORDON, 

2009) originaria do continente africano, de onde há registro de fósseis de 115 mil anos. 

Provavelmente, os responsáveis pela dispersão da espécie pelo mundo foram os cascos de 

navios mercantes (FERNANDES et al., 2008). No Brasil, também foram os grandes navios 

africanos, podendo ter sido através da “água de lastro” (HENRIQUES et al., 2001). Hoje é 

abundante entre o litoral do Espírito Santo e Rio Grande do Sul (SOUZA, 2003). 

Quanto à sua biologia reprodutiva, o Perna perna caracteriza-se por ser dióico, não 

possuir dimorfismo sexual, sendo necessária a abertura das valvas para que se possa 

diferenciar o sexo. A separação é realizada pela coloração das gônadas, branca leitosa nos 

machos e vermelha-alaranjada nas fêmeas (ROSA et al., 2000). Na desova, a emissão dos 
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gametas é estimulada principalmente pelo aumento na concentração de nutrientes no meio, 

pela variação da salinidade e da temperatura (COCHÔA, 2005). 

O mexilhão Perna perna é estabelecida como uma espécie exótica, que desempenha 

um importante papel na reestruturação das comunidades dos costões rochosos na região 

entremarés (FERNANDES et al., 2008). Além disso é resistente às variações ambientais de 

temperatura (espécie auritérmica) e salinidade (espécie eurihalina), possuindo também uma 

grande capacidade de reprodução e adaptação (LEITE, 2007). Segundo Ferreira & Magalhães 

(2003) o Perna perna pode sobreviver a variações de salinidade abaixo de 19% e acima de 

49%, sendo a sua faixa ótima de 34 e 36%. E quanto à temperatura, tem a capacidade de 

suportar variações de 5 a 30ºC sendo sua faixa ótima de 21 a 28ºC.  

Sua alimentação ocorre por filtração de água graças ao movimento ciliar de células das 

brânquias. Com o processo de seleção de partículas alimentares, principalmente em função do 

tamanho das partículas, esses animais acabam por ingerir dejetos orgânicos e inorgânicos 

juntamente com a alimentação, baseado principalmente em microalgas (MAGALHÂES & 

FERREIRA, 2004). A alimentação destes animais é um processo contínuo, só interrompido 

quando os indivíduos são expostos ao ar ou submetidos a qualquer outra condição ambiental 

desfavorável, como baixa salinidade ou reduzidos teores de oxigênio dissolvido na água 

(MARQUES, 1998). Com uma dieta de partículas heterogêneas e relativamente dispersas na 

coluna d’água, um mexilhão chega a filtrar 5 litros de água por hora para concentrar o 

alimento em suas brânquias (ANANDRAJ et al., 2002). Os bivalves filtradores podem 

acumular contaminantes nos seus tecidos em concentrações de 1.000 a 10.000 vezes superior 

às verificadas na fonte de exposição (UNEP, 2004). Por serem filtradores, estes moluscos 

revelam-se adequados à utilização como bioindicadores de poluição ambiental devido à 

natureza séssil e sua ampla distribuição (LIRA et al., 2001; BEIRÃO et al., 2000).   

Seu habitat natural é a região do mesolitoral de costões rochosos, podendo estender-se 

até o infralitoral. Vivem presos pelo bisso a substratos consolidados, tanto em locais com 

forte arrebentação como em pontos mais abrigados, sendo, porém mais abundantes em 

costões rochosos expostos à ação das ondas. Como vivem principalmente na região de entre 

marés, estão adaptados a permanecer por longos períodos expostos ao ar e ao sol (LIRA et al., 

2001). 

Nos locais de fixação definitiva, no médio-litoral e início do infra-litoral, os mexilhões 

chegam a formar densas populações nos costões rochosos marinhos, tanto em pontos de forte 

arrebentação como em locais mais abrigados, podendo ocorrer até a profundidade de 30 

metros (FREITAS, 1997). De fato, qualquer substrato consolidado pode servir como ponto de 

fixação, o que permite a ocorrência de incrustações em dutos, e em cabos subaquáticos 

utilizados para transmissão de dados para plataformas petrolíferas. A presença do bisso, 

estrutura de fixação nos mexilhões, permite a estes explorar e dominar as rochas já habitadas. 

Associados à evolução do aparato do bisso está a redução da região anterior do corpo e 

alargamento da região posterior que permite um maior agrupamento da espécie. Os músculos 

retratores de bisso são responsáveis pelo animal ficar fixo ao substrato (LEITE, 2007). 

Em trabalhos anteriores, Oliveira et al. (2003), Garcia et al. (2003) e Lekang et al. 

(2003) notaram que mexilhões jovens apresentaram preferência por se fixarem em substratos 

filamentosos e rugosos ou substratos lisos previamente colonizados por algas. Assim sendo, 

"cordas" confeccionadas com redes utilizadas no cultivo de mexilhão, já descartadas, limpas e 

trançadas, viriam a se constituir em eficientes coletores (SILVA, 2007). Pode-se dizer que o 

cultivo de mexilhões tem grande importância ambiental por ser uma atividade pouco 

impactante, uma vez que independe de arraçoamento artificial (os mexilhões se alimentam do 

fitoplancton e de matéria orgânica particulada) e de troca de água (BORDON, 2009).  
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2.3. A importância do controle microbiológico dos mexilhões. 

 

A comunidade microbiana marinha pode aprensentar uma diversidade complexa, 

principalmente em águas oceânicas profundas (SOSIN et al., 2006; HUNTER-CEVERA et 

al., 2005) A relação entre o homem e o mar vem sendo desenvolvida desde o princípio da 

história. Entretanto, devido ao acesso a novas tecnologias, esta relação está se tornando mais 

intensa à medida que o ser humano cria condições de determinar seu futuro junto a esse 

ambiente. Mas para isso, ele depende das ações que realiza no presente. A prática do cultivo 

de moluscos bivalves é um exemplo disto. Desde que o homem começou a frequentar as 

praias ele usou bivalves, dentre eles os mexilhões, como alimento (ARAZAKI, 2002).  

A microbiota e a contaminação bacteriológica dos tecidos desses animais estão 

diretamente relacionadas com a qualidade do ambiente em que estes se desenvolveram 

durante o seu ciclo vital (SARPOTA et al., 2008; PEREIRA, 2008; NAVARRO, 2002). Os 

moluscos são sensíveis a contaminantes e seu sistema imunológico funciona como agente de 

alerta a estresses ambientais, alterando o seu estado de bem-estar. Por serem organismos 

filtradores, refletem as condições do ambiente marinho em que vivem. São considerados 

bioacumuladores de uma série de substâncias e agentes nocivos como: toxinas produzidas por 

microalgas, metais pesados, vírus e bactérias. Seu consumo como fonte de alimento pode se 

tornar um risco a saúde pública uma vez que a qualidade do ambiente em que vivem esteja 

ameaçada pelo lançamento de esgoto doméstico, pela poluição decorrente de áreas 

densamente povoadas e pelos despejos provenientes de atividades produtivas, industriais e 

agrícolas como: o lançamento de poluentes em rios, a descarga de efluentes industriais, o 

derramamento de óleo, a descarga de água de lastro de embarcações e o desmatamento, que 

desqualificam áreas já utilizadas ou promissoras à mitilicultura (AKAISHI, 2007; CANESI et 

al., 2001).  

O cultivo de moluscos filtradores em águas brasileiras é incentivado devido à 

existência de locais apropriados, como por exemplo, as baías (FRANCO et al., 2006). Porém 

o comprometimento do local de cultivo torna o consumo desses animais responsável por 

variados surtos epidêmicos e responde diretamente pelos problemas de saúde pública (JOSÉ, 

1996 apud MASSUCATTO, 2012). Os efeitos da contaminação bacteriana sobre os moluscos 

ainda são pouco conhecidos e difundidos, além de serem específicos para cada espécie e 

região de produção, devendo ser analisados dentro da realidade local de cada ponto de cultivo 

(LEE; MORGAN, 2003).  

Na maioria das vezes o consumo desses moluscos ocorre in natura ou 

insuficientemente cozidos, em condições precárias de higiene, o que aumenta 

consideravelmente sua importância em saúde pública (WHO, 2011). Quando uma pessoa 

ingere frutos do mar crus ou mal cozidos, as bactérias advindas desses animais atingem o tubo 

digestivo e se multiplicam rapidamente, levando a ocorrência de surtos ou casos esporádicos 

de infecção (FDA, 2008). Por isso monitoramento microbiológico é uma ferramenta 

necessária para o conhecimento de diversos processos ecológicos no ecossistema marinho e 

importante para verificar a sanidade de moluscos e crustáceos. No ecossistema marinho, a 

distribuição de um patógeno viral ou bacteriano é diretamente determinada pela sua 

virulência, assim como o número de hospedeiros suscetíveis disponíveis. Este balanço entre 

hospedeiro e patógeno gera e mantêm a diversidade de ambos os grupos. Entretanto, em 

algumas ocasiões, esta relação equilibrada se desfaz, principalmente devido as forças 

agressoras sobre o meio ambiente ou aos desequilíbrios ambientais, o que resulta na 
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abundância dos patógenos e no aumento da vulnerabilidade sobre a biodiversidade marinha e 

sobre a saúde pública (JAY, 2005; HUNTER-CEVERA et al., 2005). 

Segundo Feldhusen (2000), existem três grupos de bactérias patogênicas, associadas a 

doenças causadas devido ao consumo de moluscos bivalves e outros produtos marinhos, 

divididos conforme a fonte de contaminação. O grupo das bactérias naturalmente presentes no 

ecossistema aquático (como Aeromonas hydrophila, Clostridium botulinum, Vibrio 

parahaemolyticus, Vibrio cholerae Vibrio vulnificus e Listeria monocytogenes), o grupo das 

bactérias presentes nesse ambiente como resultado da contaminação por fezes animais (como 

Salmonella spp., Shigella spp. e Escherichia coli) e o grupo de bactérias que chegam nestes 

produtos durante a manipulação e o processamento dos mesmos (como Staphylococcus 

aureus).  

O gênero Vibrio além de residir habitualmente no ambiente marinho e estuarino, são 

microrganismos ubiquitários e encontrados em alguns nichos dulcículas, dos quais é carreado 

através de correntes para o meio salino.  Sua presença nestes habitats está associada a diversos 

fatores intrínsecos, como a capacidade de digestão da quitina e celulose, que permite a 

colonização de diversos microambientes, como o sedimento; o zooplâncton; os poríferos; os 

cnidários; os moluscos; os crustáceos; os equinodermos e as plantas aquáticas (GUIMARÃES 

et al., 2007). 

O conhecimento sobre os microrganismos patogênicos circulantes no ambiente 

aquático, bem como seu modo de contaminação e ação sobre os moluscos pode contribuir 

para o controle e prevenção de enfermidades que irão refletir na qualidade destes como 

alimento quando comercializados (FERREIRA, 2009; SUPLICY, 2007; SILVA-SOUZA, 

2006; LENOCH, 2004).  

 

2.4. Gênero Vibrio 

 

O gênero Vibrio, pertencente à família Vibrionaceae, são considerados 

microrganismos habitantes naturais de ambientes aquáticos presentes em águas salgada, 

salobra e doce, podendo afetar moluscos bivalves e ou crustáceos, normalmente nas etapas 

larvais onde são mais sensíveis à vibriose (PRADO et al., 2005; BUTT et al., 2004; GIBOTTI 

et al., 2000). Atualmente o gênero conta com mais de 94 espécies, com representantes 

isolados de amostras clínicas e ambientais e pelo menos 12, sendo principalmente Vibrio 

cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnifucus, V. alginolyticus patogênicas para o homem e/ou 

têm sido associadas a doenças transmitidas por alimentos. (DSMZ, 2011; PRADO, 2006) 

As espécies que constituem o gênero Vibrio pertencem às Gamma-proteobactérias, são 

bastonetes curvos ou retos Gram-negativos, medem entre 0,5 a 0,8μm de diâmetro e 1,4 a 

2,4μm de comprimento, são anaeróbicas facultativas e não esporuladas. A maioria das 

espécies patogênicas são móveis, possuindo um único flagelo polar, capazes de fermentar 

glicose sem produção de gás e de produzir as enzimas catalase e oxidase. Todos os víbrios 

patogênicos produzem oxidase e reduzem nitrato com exceção das espécies V. metschnikovii e 

V. gazogenes. Degradam quitina e a maioria possui dois cromossomos. Muitas espécies 

possuem uma grande variedade de funções no ambiente aquático, demonstrando seu papel na 

cadeia alimentar aquática por reciclagem de nutrientes, absorvem matéria orgânica dissolvida 

e fornecem ácidos graxos poliinsaturados para organismos aquáticos incapazes de produzi-los 

(KONEMAN et al., 2008; OKADA et al., 2005; NICHOLS, 2003). Também são importantes 

no ciclo de nitrogênio no ambiente marinho fixando o nitrogênio atmosférico, como é o caso 

de V. diazotrophicus que fixa o nitrogênio que serve para a nutrição proteica do ouriço-do-

mar. Outros microrganismos da familia Vibrionaceae tem sido relacionados às interações 
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simbioticas microbiohospedador como espécies do gênero como Aliivibrio e A. fischeri logei, 

conhecida por estar associada com espécies como lulas Euprymna scolopes (STABB, 2006). 

São mesófilas, podendo crescer em temperaturas entre 10 e 42°C. A temperatura ótima 

para o seu crescimento é de 37°C, na qual o tempo de geração é de aproximadamente 10 

minutos. Crescem em faixa de pH entre 6 e11, sendo o pH ótimo igual a 7,6. A atividade de 

água mínima necessária para o seu desenvolvimento é de 0.94. São halofílicas, necessitando 

de um mínimo de 0,4% de NaCl para o seu crescimento que ocorre em concentrações de até 8 

% deste sal no meio de cultivo (WHO, 2008; EUZEBY, 2005). 

O primeiro relato de Vibrio ocorreu em 1854, quando o anatomista italiano Filippo 

Pacini descobriu a primeira espécie do gênero, o Vibrio cholerae, o agente causador de uma 

epidemia mortal de cólera em Florença, porém seu trabalho obteve pouca relevância científica 

devido à aceitação, na época, da teoria de miasmas como causadores de doenças 

(BENTIVOGLIO; PACINI, 1995) . Trinta anos mais tarde, o naturalista alemão Robert Koch 

conseguiu isolar e caracterizar o patógeno como agente causador da cólera a partir de surtos 

durante sua expedição na  Índia e no Egito. Koch percebeu que vibriões foram distribuídos 

numa grande variedade de plantas aquáticas e tinha muitos tipos que são não patogénico em 

seres humanos (THOMPSON & SWINGS, 2006).  

As bactérias do gênero Vibrio representam um importante componente do 

bacterioplâncton marinho e ocorrem em formas de vida livre ou anexadas no plâncton. Por 

isso são isoladas com frequência a partir do ecossistema aquático em diversas regiões de 

clima tropical e temperado em todo o mundo.  Algumas espécies de Vibrio são 

particularmente sujeitos a atenção da pesquisa, uma vez que são patogénicos para os seres 

humanos (SU & LIU 2007; THOMPSON et al., 2004; YENG & BOOR, 2004). Fatores de 

virulência, como elastases, colagenases, DNases, chondroitinases, gelatinases, lechitinases e 

queratinases têm a capacidade de degradar o tecido conjuntivo e membrana basal epitelial e 

favorecer a disseminação do patógeno (LAFISCA, 2008). 

Vibrio spp. é um excelente modelo para a taxonomia genômica, porque eles são 

ubiquitários no ambiente marinho, estando associado a uma grande diversidade de vida 

marinha e experimentando uma variedade de condições ambientais e forças de seleção. 

Consequentemente, a diferenciação de espécies irmãs torna-se muito difícil. Por exemplo, V. 

cholerae e V. mimicus que possuem fenótipos semelhantes, sendo apenas a fermentação de 

sacarose e atividade de lipase capaz de discriminar as duas espécies. Portanto a identificação 

de cada espécie de vibrio ocorre por um grande conjunto de testes fenotípicos, não havendo 

uma definição operacional dentro do gênero Vibrio (THOMPSON, 2005; FARMER, 2005). 

 

2.4.1 Vibrio alginolyticus 

 

Vibrio alginolytius é uma bactéria Gram negativa halofílica, ubiquitária, que faz parte 

da microbiota saprófita de diferentes organismos marinhos possuindo ampla distribuição 

geográfica em ambientes costeiros e estuarinos, especialmente em zonas balneárias.  É 

considerado um agente patogênico oportunista que tem sido comumente associado à vibriose 

em uma variedade de peixes e moluscos marinhos, bem como em seres humanos. Sua 

presença foi relatada em surtos epizoóticos em cultivos no Mediterrâneo, causando 

mortalidade do pescado, danos em moluscos e crustáceos, e importantes perdas econômicas 

(SGANGA et al., 2009; CAVALLO et al., 2002). 

Com o aquecimento global, a temperatura dos oceanos tem se elevado, com isso a 

incidência de infecções fora de época causadas por V. alginolyticus está aumentando e 

atraindo mais atenção. Durante períodos de clima quente esta espécie pode alcançar 

concentrações no mexilhão suficiente para causar doença em humanos (SGANGA et al., 
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2009). Este microrganismo foi originalmente classificado como biótipo 2 de V. 

parahaemolyticus, porém não está associado a casos de gastrenterite, sendo isolado a partir de 

infecções extra-intestinais como otites e conjuntivites em pacientes expostos ao ambiente 

marinho contaminado (CHIEN et al., 2002; JAKSIÉ et al., 2002). 

Em aquicultura, existem relatos de infecções por esta espécie em países como os 

Estados Unidos, Espanha, México, Japão e China. Tais relatos indicam que as condições 

ambientais tais como a limitação de ferro, as concentrações de salinidade e alteração de 

temperatura, entre o ambiente natural e o de acolhimento têm uma ação importante na 

virulência e crescimento dessa bactéria. A via de infecção e transmissão desta espécie 

continua sendo investigada, porém uma forma de transmissão pode se dar através de água do 

mar, seja como bacterioplâncton ou na superfície de partículas (YODER et al., 2008; WANG, 

2008; KAHLA-NAKBI, 2007; KAHLA-NAKBI et al., 2006; WANG, 2005; LIU et al., 2004; 

SELVIN J, LIPTON, 2003). 

Em 1998, Srinivasan and Kjelleberg já haviam constatado que, em condições limitadas 

de nutrientes, tanto em ambientes naturais quanto em laboratorial, o jejum poderia acarretar 

alterações drásticas nas expressões: genética, fisiológica e morfológica. A regulação gênica 

dessas bactérias envolve múltiplas interações complexas que lhe permite adaptar-se em 

resposta a estresses ambientais (METHÉ et al., 2005; CHIN et al., 2004). V. alginolyticus 

pode ser um importante reservatório de muitos genes de virulência conhecidos de outras 

espécies de Vibrio no ambiente aquático, sendo este um local que abriga diferentes genes 

associados à virulência espalhados entre Vibrios ambientais (XIE et al., 2005). 

 

2.4.2 Identificação de V. alginolyticus. 

 

Com base no sucesso do uso de MLSA (Multilocus Sequence Analysis) na 

caracterização de espécies de vibrios, dados sugerem que sequências do gene pyrH têm maior 

poder de resolução taxonômica. Espécies de Vibrio spp, entre elas V. alginolyticus, foram 

identificadas usando o marcador pyrH (uridilato quinase). Segundo Thompson et al. (2005), o 

gene pyrH atua como um bom marcador discriminante em nível da espécie. Zeigler (2003) 

propôs que um único gene pode ser utilizado como marcador de diferenciação desde que 

atenda aos critérios discriminatórios estabelecidos para seleção de genes marcadores. Entre 

estes, a conservação da sequência de aminoácidos, ampla distribuição entre os genomas das 

bactérias, uma única cópia dentro de um determinado genoma, e apresentando tamanho das 

sequências entre 900 a 2250 nucleotídeos, de modo a ser longa o suficiente para conter 

informações definidas, mas curta o suficiente para permitir o sequenciamento de uma forma 

conveniente.  

Assim, o gene pyrH constitui um bom preditor de todo o genoma do Vibrio e também 

é um bom alvo discriminatório em nível de espécie. Estes dados também foram validados por 

outros autores durante a identificação de cepas ambientais, demonstrando que este gene é uma 

ferramenta importante no estudo de vastas coleções de isolados ambientais. Sequências do 

gene pyrH foram também capazes de discriminar espécies-irmãs, como por exemplo V. 

harveyi e V. campbellii (GREGORACCI et al., 2012; ALVES et al., 2010; CHIMETTO et al., 

2009).  

As tecnologias proteômicas também têm sido amplamente utilizadas para a 

investigação da expressão gênica e da fisiologia microbianas. Mesmo com o rápido avanço no 

sequenciamento de genomas bacterianos completos (VAN SCHAIK & WILLEMS, 2010; 

FOURNIER; DRANCOURT; RAOULT, 2007;) a análise do proteoma bacteriano permanece 

de grande importância por fornecer informações não disponíveis a partir de estudos 

genômicos isoladamente (CASH, 2011).  
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As análises de RNA (transcriptoma), também bastante difundidas, não são capazes de 

refletir diretamente o conteúdo proteico de uma célula (GRAVES e HAYSTEAD, 2002). A 

espectrometria de massas é uma técnica para análise de formas ionizadas de moléculas em 

uma fase gasosa. As medições de massa são obtidas determinando-se quão prontamente um 

íon é acelerado em um campo elétrico (PENQUE, 2009; STRYER; TYMOCZKO; BERG, 

2007). Como as proteínas e peptídeos não são voláteis, a geração de uma concentração 

suficientemente alta de moléculas de proteína ionizadas, porém intactas, na fase de gás é um 

grande desafio.  

Lasch e seus colaboradores (2009) descreveram uma técnica proteômica que usa 

células intactas (MS) para detecção reprodutível de padrões de proteína microbiana para 

complementar métodos de ensaio fenotípicos ou genotípicos. Vários relatos demonstraram a 

viabilidade da Espectrometria de Massa por Tempo de Vôo de Ionização/Desorção por Laser 

Assistida por Matriz (MALDI-TOF) como uma análise proteômica para identificar e 

diferenciar estes agentes patogénicos bacterianos em nível de espécie. (ILINA et al., 2009; 

NAGY et al., 2009; BARBUDDHE et al., 2008; DIECKMANN et al., 2008; 

CARBONNELLE et al., 2007; MAZZEO et al., 2006; RUPF et al., 2005; DICKINSON et al., 

2004).  Esta técnica é muito rápida e exige apenas um mínimo quantidades de material 

biológico. O potencial de alto rendimento para a análise de rotina e automatização do 

procedimento permite o teste dos isolados a partir de fontes clínicas e ambientais em larga 

escala (DIECKMAN et al., 2010). Este método pode ser complementar à aquisição de dados 

obtidos a partir de sequenciamento do gene como 16S rRNA, com a vantagem de gerar 

impressões digitais bioquímicas únicas para a sub- tipagem de espécies. (EMAMI et al., 

2012). No MALDI TOF, a proteína ou peptídeo em estudo é co-precipitado com um 

composto orgânico (matriz) que absorve a luz do laser em um determinado comprimento de 

onda. O pulso de um laser sobre a preparação expele moléculas da superfície. Essas moléculas 

capturam elétrons assim que saem da matriz e, portanto partem como íons carregados 

negativamente (CAÑAS et al., 2006; AEBERSOLD; MANN, 2003).  

 

2.4.3 Fatores de virulência associados à Vibrio alginolyticus. 

 

Espécies de Vibrio marinhos são conhecidas por produzir diversos produtos 

extracelulares que contribuem para invasão e/ou lesão no hospedeiro que são denominados 

fatores de virulência, os quais são capazes de determinar o grau de patogenicidade que um 

microrganismo possui em relação ao seu hospedeiro (HASEGAWA et al., 2009).  

Dentre os principais fatores de virulência estão os fatores tóxicos (exotoxinas, 

enterotoxinas e endotoxinas); os enzimáticos (lisinas, proteases, lipases, hemolisinas, 

coagulase, colagenase, lecitinase, DNase, controidinase, elestase, amilase e uréase) e os de 

colonização (fímbrias, biofilmes, capsulas, adesinas, antígenos de aderência, cisteína sérica e 

sideróforos) (MADIGAN et al., 2004; AGUIRRE-GUZMÁN et al., 2004). Secades e Guijarro 

(1999) relataram que as condições ambientais de stress podem desempenhar um importante 

papel na indução ou repressão da enzima por compostos específicos.  

Patógenos como V. alginolyticus estão comumente associadas a casos de infecção 

tanto em humanos quanto em organismos cultiváveis e por isso tem se tornado motivo de 

preocupação e alvo de inúmeras pesquisas devido a sua alta capacidade de infectar seu 

hospedeiro (AUSTIN; AUSTIN, 2007; BAFFONE et al., 2005). 

Esse microrganismo presente na água é capaz de se concentrar em grande quantidade 

nos moluscos bivalves devido a sua característica filtradora e assim infectar o homem uma 

vez que estes são utilizados como fonte de alimento. Infecções causadas por Vibrio 

alginolyticus podem se apresentar como septicêmica relacionada à ingestão de água do mar 
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contaminada ou produtos do mar, especialmente em pacientes como idosos, crianças, 

portadores de diabetes mellitus ou pacientes com patologias hepáticas crônicas. Já as 

infecções cutâneas podem ser causadas quando as feridas entram em contato com a água 

contaminada onde a bactéria é autóctone. Acomete especialmente em manipuladores de 

alimentos, profissionais do ramo da pesca e mergulhadores, porém muitas vezes os pacientes 

com dermatite pode desenvolver septicemia da lesão primária (infecções de feridas) 

(GONZÁLEZ-ESCALONA et al., 2006; THOMPSON; IIDA; SWINGS, 2004). 

Do ponto de vista da sanidade dos bivalves marinhos, diversos autores relatam surtos 

de enfermidades ocorridos como consequência da disseminação desse patógeno. A vibriose 

destaca-se por ser uma das doenças infecciosas mais graves capaz de afetar os animais de 

sistema de maricultura em zonas tropicais e subtropicais do mundo (PONPRATEEP et al., 

2009; ZHANG et al., 2007; BONDAD-REANTASO et al., 2005).  Surtos de doenças 

atribuídas ao Vibrio alginolyticus tem sido relatados em alguns animais de produção em 

fazendas de maricultura (CAI et al., 2007; DE-LA-RE-VEGA et al., 2006). Um dos principais 

problemas da cultura de moluscos bivalves são os episódios de mortalidade devido à infecção 

bacteriana reduzir a produção e causar perdas econômicas elevadas. (GARNIER et al., 

2007;2008; LABREUCHE et al., 2006a, b; GÓMEZ-LEÓN et al., 2005; PRADO et al., 2005; 

PAILLARD et al., 2004; ANGUIANO-BELTRÁN et al., 2004; ESTES et al., 2004; GAY et 

al., 2004a, b) 

A vibriose também tem gerado efeitos patológicos nos peneídeos, registrando-se, 

lesões nos tecidos com ou sem necrose, retardo no crescimento e comprometimento das 

metamorfoses larvais, acompanhados por índices ou taxas de mortalidade variáveis. Em 

peixes esta doença apresenta sintomas como a letargia, a lentidão do crescimento, e necrose 

dos tecidos do apêndice, opacidade muscular, septicemia com presença de hemorragia na base 

das barbatanas, exoftalmia e opacidade da córnea (DEFOIRDT et al., 2007; TORANZO et al., 

2005).  

A literatura aponta para a detecção dos genes de produção da colagenase, de expressão 

de proteínas da membrana externa (ompK) e o gene toxR (gene acessório de regulação de 

toxinas) na busca pela compreensão da virulência de Vibrio alginolyticus isolados de 

ambientes marinhos (CAI et al., 2009). 

 

2.4.3.1 Colagenase  

 

O estudo das colagenases começou com o reconhecimento da participação de enzimas 

proteolíticas de clostridios na putrefação de tecidos (MACLENNAN et al., 1953). A partir 

desta data muitas outras colagenases bacterianas e de origem animal ou vegetal, foram 

identificadas e caracterizadas (MACLENNAN et al., 1953; DUARTE, 2001). Determinadas 

bactérias produzem colagenases, que são proteases que clivam colágeno na sua conformação 

em tripla hélice e possuem uma ampla especificidade de substratos. As proteases 

colagenolíticas são enzimas microbianas capazes de hidrolisar diretamente as moléculas de 

colágeno, levando a degradação do colágeno nativo ou desnaturado (MATSUSHITA et al., 

1994). 

As colagenases microbianas têm sido encontradas numa grande variedade de estirpes 

bacterianas mesofilicas. E algumas delas já foram descritas com um papel importante na 

virulência de microrganismos e no processo de infecção de tecido hospedeiro (TSURUOKA, 

2003). A colagenase extracelular produzida por Vibrio alginolyticus vem sendo altamente 

eficiente no debridamento de queimaduras e produção de escaras por decúbito, além de ser 

importante na degradação do tecido conjuntivo e da membrana basal epitelial tornando-se a 

chave para a patologia extraintestinal (TEKAMURA et al., 2011).  Esta enzima é sintetizada 
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quando a cultura entra na fase estacionária de crescimento e é induzido quer por peptona ou 

por colágeno sendo seu fragmento de elevado peso molecular (REID et al., 1980; REID et al., 

1978).  

As colagenases bacterianas foram purificadas a partir de várias espécies, e os seus 

genes foram clonados e sequenciados embora muitas colagenases ainda não tenham sido 

caracterizadas tanto enzimaticamente quanto estruturalmente (TEKAMURA et al., 2011). 

Poucos estudos sobre as colagenases microbianas têm sido relatados, o que tem dificultado o 

manuseamento e a regulamentação de experiências com DNA recombinante de 

microrganismos patogênicos. (CAVALEIRO, 2008). 

O gene collagenase de V. alginolyticus tem sido comumente utilizado para rápida 

detecção desta espécie por ensaio de PCR o que tem lançado uma nova luz na compreensão 

da relação entre a sua virulência e na sua atuação como um marcador molecular, que também 

são úteis para o julgamento do agente patogênico V. alginolyticus (CAI et al., 2009; 2007). 

 

2.4.3.2 Proteínas de membrana externa (OMPK) 

 

A membrana externa de bactérias patogênicas Gram-negativos desempenha um papel 

importante na infecção e patogenicidade para o hospedeiro, atuando na interação entre as 

bactérias e seu hospedeiro no processo de aderência, absorção de nutrientes do hospedeiro, e 

subverter os mecanismos de defesa do hospedeiro (SELTMAN, 2002; TSOLIS, 2002). É 

constituída basicamente por proteínas, lipídios e açúcar, a qual poderia ser facilmente 

reconhecida como substâncias estranhas pelo sistema de defesa imunológica dos hospedeiros. 

Entre estes componentes estão às proteínas da membrana externa (OMP) que constituem em 

média 50% da massa da membrana externa e apresentam estruturas β-pregueadas (PIZZA et 

al., 2000).  

Estas proteínas desempenham um papel crucial durante muitos processos celulares e 

fisiológicos tendo sua produção regulada por fatores ambientais, aumentando a sua adaptação 

às mudanças de ambientes externos devido a sua localização na zona mais externa da célula, 

quando as bactérias são transferidas para um novo ambiente, a síntese das Omp se alteram 

(QIAN et al., 2008; KUSTOS et al., 2007; XU et al., 2005).  

As OMPs de espécies de Vibrio são componentes altamente imunogênicos em função 

de seus epítopos expostos na superfície da célula.  Já foi demonstrado que algumas OMP de 

espécies de Vibrio, como OmpW relatada em Vibrio cholerae, OmpV em Vibrio cholerae e V. 

parahaemolyticus, OmpK em Vibrio alginolyticus e OmpU, podem induzir uma imunidade 

protetora (HONG et al., 2006; NANDI et al., 2005; XU et al. 2004). Além disso, Xu e seu 

colaboradores (2005) tem demonstrado que o perfil de OMPs de V. alginolyticus se alteram 

sob as diferentes concentrações de sódio. 

OmpK é reconhecido como o receptor de KVP40, um vibriofago com peso molecular 

de 26 kDa que exibe sua especificidade em uma ampla gama de hospedeiros. Autores 

relataram que a sequência de aminoácidos desta proteína encontra-se mais próxima da OMP 

(Tsx) formadora de canal nucleosídeo especifico de bactérias entéricas, o que sugeriu o seu 

papel importante para o microrganismo. (INOUE et al., 1995b).  

OmpK e os seus homólogos estão amplamente distribuídos entre oito espécies de 

Vibrio, entre estas, o V. alginolyticus, e tem sido avaliada para o desenvolvimento de uma 

vacina promissora identificada como um antígeno imunogênico de algumas espécies de Vibrio 

(QIAN et al., 2008). 
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2.4.3.3 Gene toxR 

 

O toxR é um gene conservado entre as espécies de Vibrio sendo uma ferramenta útil 

para a distinção das várias espécies (OSORIO & KLOSE, 2000). Foi identificado pela 

primeira vez a partir de uma biblioteca genômica de Vibrio cholerae. Esta bactéria expressa 

fatores de virulência que lhe permite colonizar o intestino humano e provocar a doença da 

cólera. Desta forma, a proteína transmembrana ativadora transcricional ToxR do Vibrio 

cholerae se faz necessária para coordenar a expressão de fatores de virulência, incluindo a 

toxina colérica (MILLER et al., 1987, TAYLOR 1987).  

ToxR foi o primeiro exemplo de uma proteína ativadora da transcrição, que também 

continha um segmento transmembranar e domínio periplasmático além do domínio de ligação 

de DNA citoplásmico. Alguns autores acreditam que o domínio periplasmático de ToxR é 

permitido para detectar diretamente o ambiente extracelular e ativar a transcrição de genes de 

virulência apenas sob condições de indução. ToxR requer outro ativador transcricional 

transmembranar, TcpP, a fim de ativar a transcrição de ToxT sinergicamente, que codifica 

ainda um terceiro ativador transcricional que é inteiramente localizado no citoplasma (HASE, 

& MEKALANOS, 1998). ToxT é o ativador de transcrição direta de vários genes de 

virulência como o gene ctx que codifica a toxina da cólera (WITHEY & DiRITA, 2006; YU 

& DiRITA, 2002). O ToxR também é capaz de regular outros promotores como o OmpU, 

controlando a expressão da porina da membrana externa OmpU, onde este ativa diretamente 

ompU e reprime a expressão da porina alternativa conhecida como OmpT (LI et al., 2000). A 

regulação adequada da síntese de proteínas da membrana externa é crítica quanto a expressão 

de OmpT, pois conduz a uma maior sensibilidade para a bílis e outros detergentes disponíveis 

(PROVENZANO & KLOSE, 2000). 

Em Vibrio alginolyticus a ToxR aumenta a resistência à bílis e atua na formação de 

biofilme provavelmente via modulação das expressões da OMP, o que deve ajudar a 

sobrevivência das bactérias e sua colonização no intestino de animais como o peixes 

(CHANG et al., 2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Caracterizar Vibrio alginolyticus através de técnicas fenogenotípica e de proteômica, bem 

como avaliar o perfil fenogenotípico de virulência deste microrganismo isolados de mexilhões 

(Perna perna) em diferentes pontos da costa do Rio de Janeiro. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 Identificar fenotipicamente Vibrio alginolyticus isolados a partir de mexilhões (Perna 

perna); 

 Detectar o gene pyrH através de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) e sequenciar 

o produto para diferenciação de Vibrio alginolyticus das demais espécies; 

 Utilizar a técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF MS para confirmação dos 

protocolos de identificação fenogenotípicos de V. alginolyticus.  

 Detectar por PCR os genes collagenase, ompK e toxR associados à virulência de 

Vibrio alginolyticus isolados dos mexilhões Perna perna.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostragem 

 

As coletas foram realizadas por Oliva (2012) através de mergulho autônomo, os 

mexilhões Perna perna, foram coletados em profundidades variando de 3 a 4 metros 

diretamente do costão rochoso. O primeiro ponto de coleta foi estabelecido no Arquipélago de 

Santana (Figura 1A), em costões rochosos e próximos a cabos subaquáticos, localizado na 

Bacia de Campos, Macaé, Estado do Rio de Janeiro a uma distância de aproximadamente 10 

km da costa.  As coletas foram realizadas no período de junho de 2007 a maio de 2008. 

Outros pontos de coleta foram Angra dos Reis, na Baía de Ilha Grande, (Figura 1B) e Arraial 

do Cabo (Figura 1C). As coletas foram realizadas em fazendas de maricultura onde o sistema 

de longline é utilizado para o cultivo de mexilhões. As coletas de mexilhões em Angra dos 

Reis foram realizadas em outubro de 2010 e fevereiro de 2011 e as coletas em Arraial do 

Cabo foram realizadas em maio e julho de 2011. 

 

 
Figura 1: A - Localização de Bacia de Campos, Macaé, Estado do Rio de Janeiro. B - Localização da Baía de Ilha 

Grande, Angra dos Reis, Estado do Rio de Janeiro. C - Localização de Arraial do Cabo, Estado do Rio de Janeiro. 

(https://maps.google.com.br) 

 

Foram obtidos 2 lotes de 25 indivíduos adultos, possuindo as valvas fechadas e de 

tamanho utilizado para comercialização (maiores que 6 cm). Em seguida, estes organismos 

foram acondicionados em sacos de polietileno dentro de caixa de isopor contendo gelo e 

transportados imediatamente ao Laboratório de Bacteriologia Veterinária da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, para realização da análise bacteriológica. O transporte dos 

mexilhões sob resfriamento reduziu o índice de morte dos animais e inibiu o crescimento da 

microbiota. O preparo dos mexilhões como, a retirada das sujidades, aberturas das conchas, 

trituração da massa corpórea, retirada do liquido intravalvar e inoculação foram realizadas por 

Oliva (2012), segundo protocolo descrito por FDA, 1995. 

 

4.1.1 Processamento das amostras.  

 

Os lotes foram separados, adotando-se o mesmo procedimento para cada uma. Os 

mexilhões foram lavados individualmente com auxílio de escova, sob água corrente potável, 

para a retirada de sujidades. Durante este processo, foram descartados os animais que 

apresentavam valvas abertas. Em capela de fluxo laminar, próximo ao bico de Bunsen, os 

mexilhões foram abertos assepticamente com bisturi estéril. A massa corpórea e o líquido 

intravalvar foram recolhidos em becher, onde foi realizada, com auxílio de pinça e bisturi 
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esterilizados, a trituração das partes sólidas a fim de promover homogeneização do material. 

Para a pesquisa de Vibrio spp. foram pesados 25g da amostra e adicionados a 225 mL de água 

peptonada alcalina (APA) com 1% de NaCl. A partir desta diluição (10-1), de cada amostra, 

foi tomada uma alíquota de 1mL e acrescentada em tubo contendo 9 mL de APA com 1% de 

NaCl (diluição 10-2), e a outro com 9 mL de APA com 3% de NaCl (diluição 10-2), sendo 

usados como meios de enriquecimento. Em seguida, estes foram incubados à 37oC por 12 a 

24 horas (FDA, 1995).  

 

4.2 Identificação presuntiva de Vibrio alginolyticus. 

 

Em trabalho realizado por Oliva. (2012), o isolamento e identificação presuntiva de 

Vibrio spp. seguiram a metodologia proposta por KONEMAN et al., (2008). As amostras que 

apresentaram crescimento em APA com 1% e 3% de NaCl foram isoladas em Agar 

Tiossulfato Citrato Sais Biliares Sacarose (TCBS-Oxoid) acrescidas de 1%, 2% e 3% de 

NaCl, em duplicata, e em seguida incubadas à 37oC por 24 horas. Após a identificação 

presuntiva das colônias, estas foram submetidas ao método de Gram e a prova do KOH a 3%, 

onde a formação de gel viscoso indicou resultado positivo (KONEMAN et al., 2008). 

 Foram transferidas até 10 colônias isoladas de cada placa de TCBS para tubos 

contendo Agar Nutriente (Micromed) para estoque, LIA (Ágar Lisina Ferro-Micromed) e 

Agar Kligler (Micromed), todos acrescidos de 1% de NaCl e submetidos a incubação à 37oC 

por 24 horas para diferenciação presuntiva entre muitos Vibrio spp., e enterobactérias. 

Posteriormente a diferenciação entre estes micro-organismos foi realizada através da enzima 

citocromo oxidase, distinguindo Vibrio spp. dos membros de Enterobacteriaceae. A prova da 

oxidase foi realizada a partir do crescimento dos isolados em ágar nutriente inclinado 

contendo 1% de NaCl. Foi retirada uma alíquota com emprego da alça de platina e foram 

feitos esfregaços em fitas PROBAC impregnadas com cloridrato de tetrametil-p-

fenilenodiamina. O teste foi considerado positivo quando do aparecimento de uma coloração 

azul arroxeado em 10 segundos. Essa prova é considerada positiva para os todos os membros 

da família Vibrionaceae (FDA, 1995; OLIVER; KAPER, 1997). Os isolados que 

apresentaram colônias amarelas (sacarose positiva) em TCBS-Oxoid acrescido de 1%, 2% e 

3% de NaCl, foram suspeitos de Vibrio alginolyticus, a partir daí prosseguiram os testes 

bioquímicos para confirmação da espécie a partir de colônias em ágar nutriente. 

 

 
 

Figura 2: Crescimento de Vibrio alginolyticus em ágar TCBS. Colônias amarelas: sacarose positiva. 
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4.3 Identificação bioquímica de Vibrio alginolyticus. 
 

4.3.1 Prova de fermentação de açúcares 

 

Os açúcares avaliados foram: glicose, manitol, lactose, sacarose, arabinose e manose 

(Micromed). A fermentação avaliada utilizando-se APA (Água Peptonada) acrescida de 1% 

de NaCl, 1% do açúcar em questão e 1% do Indicador de Andrade. A produção de ácido, 

indicado pela diminuição do pH, foi avaliada através da coloração rosa após 24 horas de 

incubação na temperatura de 37ºC. Nos tubos de ensaio contendo a solução de glicose foram 

inseridos tubos de Durham para a observação da produção de gás (KONEMAN et al., 2008) 

(Quadro 1). 

 

4.3.2 Prova de descarboxilação de lisina e ornitina e dehidrolização de arginina 

 

 Foi utilizada uma base contendo peptona, extrato de levedura, dextrose e púrpura de 

bromocresol, acrescida de 1% de NaCl, com a qual foram preparadas as soluções de lisina, 

arginina e ornitina (Micromed). As soluções foram distribuídas em tubos aos quais foi 

adicionada uma fina camada de óleo mineral à superfície do líquido, a fim de promover 

ambiente microaerófilo. Como controle, utilizou-se a solução base pura também acrescida de 

óleo mineral (KONEMAN et al., 2008). 

 Após a inoculação dos isolados e incubação à 37oC por até 7 dias, a leitura destas 

provas foi interpretada como negativa quando a coloração do meio apresentava-se amarela 

(fermentação da glicose indicando acidez). Na reação positiva, a fermentação do meio para 

ativação das enzimas de descarboxilação apresentava-se com coloração violeta, indicando 

basicidade do meio em função da descarboxilação ou dehidrolisação do aminoácido. A base 

usada como controle sempre apresentou resultado negativo (KONEMAN et al., 2008) 

(Quadro 1). 

 

4.3.3 Avaliação da halofilia 

 

Os isolados foram inoculados com o auxilio de uma agulha, em tubos com água 

peptonada alcalina com diferentes concentrações de NaCl (0%, 3%, 6%, 8% e 10%) e 

incubados a 37ºC por 24 horas. A turvação observada no tubo indicou o crescimento 

bacteriano, caracterizando o grau de halofilia do isolado testado (FDA, 1995) (Quadro 1).  

 

4.3.4 Sensibilidade ao vibriostático O/129 

 

Os isolados foram inoculados em APA com 1% NaCl, incubados durante 18 horas a 

37ºC e diluídas na concentração do tubo 0,5 da escala de McFarland, equivalente a 1,5 x 106 

células/mL. 0,5mL de suspensão bacteriana foi distribuída por toda a superfície das placas 

contendo meio sólido ágar Müeller Hinton (MH - Micromed) com 1% de NaCl. Em cada 

placa semeada, foi depositado um disco de 6 mm de diâmetro impregnado com O/129 na 

dosagem de 10g e outro na dosagem de 150g, distantes entre si aproximadamente 4 cm, 

sendo todas as placas incubadas a 37oC por 12 a 24 horas. A leitura foi realizada através da 

observação do halo de sensibilidade ou crescimento bacteriano ao redor do disco de O/129, 

considerando o isolado como sensível ou resistente, respectivamente (JANDA et al., 1998) 

(Quadro 1). 
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4.3.5 Prova de ONPG (orto-nitrofenil beta galactosidase) 

 

Este teste é utilizado para detecção da enzima galactosidase, utilizando-se discos de 

diferenciação de ONPG (Bacto), recomendados para a detecção da presença desta enzima, 

objetivando a identificação de microrganismos fermentadores tardios de lactose. A partir do 

crescimento em Ágar Kliger contendo 1% de NaCl, foi retirada uma alçada de cada cultura e 

suspensa em 0,2 mL de solução salina (0,85% de NaCl) em tubo de ensaio. Cada tubo recebeu 

um disco de ONPG e após incubação à 37oC por 24 horas realizou-se a leitura. A reação 

positiva foi caracterizada pela coloração amarela na solução salina, oriunda da hidrólise do 

ONPG, pela liberação de ortonitrofenol (KONEMAN et al., 2008) (Quadro 1). 

 

4.3.6 Provas de motilidade e produção de indol  

 

Para as provas de motilidade e produção do indol, utilizou-se Agar sulfeto indol 

motilidade (SIM - Vetec) acrescido de 1% de NaCl. Após inoculação em picada com auxílio 

de alça moldada em agulha, incubou-se a 35º por 24 a 48 horas. A interpretação do teste de 

motilidade foi realizada através da observação do tubo contra a luz sendo possível visualizar o 

tipo de crescimento da colônia, sendo considerado motilidade negativo o micro-organismo 

crescido apenas na linha inoculada e positivo o que ultrapassou a mesma. A leitura da 

produção de indol, resultada da degradação metabólica do aminoácido triptofano, foi realizada 

adicionando-se gotas de reativo de Kovacs (para-dimetilaminobenzaldeído em álcool) no 

tubo. A mudança de coloração do reativo de amarela para vermelha indica a presença de 

indol, sendo a prova considerada positiva (KONEMAN et al., 2008) (Quadro 1). 

 

4.3.7 Prova de Voges-Proskauer (VP) 

 

O caldo MR-VP acrescido de 1% de NaCl apresenta na sua composição glicose, 

peptona, água e fosfato e é utilizado para a leitura da reação de VM-VP.  A utilização da 

glicose, apresentando a produção de acetilmetilcarbinol, é indicada pela coloração rosa na 

prova do VP após a adição de 0,2 mL de α-naftol a 5% e 0,6 mL de KOH (40%) no caldo 

contendo o inóculo incubado por 24 a 48 horas a 35ºC.  (KONEMAN et al., 2008) (Quadro 

1). 

4.3.8 Prova de redução de nitrato  

 

Para avaliação da redução de nitrato, foi utilizado caldo contendo nitrato de potássio 

(KNO3). A leitura da redução do nitrato a nitrito foi realizada adicionando-se em uma lâmina, 

uma gota do caldo inoculado após 24 horas a 35ºC e, uma gota de ácido sulfanílico e outra de 

ácido-naftilamina, reativos A e B de Griess Ilosway. A coloração rósea avermelhada indica 

presença de nitrito no caldo e, consequentemente prova de redução positiva (KONEMAN et 

al., 2008) (Quadro 1). 

 

4.3.9 Prova de hidrólise de gelatina  

 

A capacidade de hidrolisar gelatina através da enzima gelatinase, foi testada 

inoculando uma porção da colônia em meio contendo gelatina e incubando em estufa 

bacteriológica a 35ºC por 24 a 48h. Após a incubação as placas foram levadas à geladeira por 

15 minutos para realização da leitura, a formação de um halo transparente em volta da 

colônia, considerou o isolado positivo. (RHODEHAMEL, 2001) (Quadro 1). 
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                               Quadro 1. Resultado referente a identificação de Vibrio alginolyticus. 

Identificação bioquímica de Vibrio alginoyticus. 

Glicose (Gás) - 

Manitol + 

Lactose - 

Sacarose + 

Arabinose - 

Manose + 

Lisina + 

Ornitina V 

Arginina - 

0% NaCl - 

3% NaCl + 

6% NaCl + 

8% NaCl + 

10% NaCl + 

O/129 10µg R 

O/129 150 µg S 

ONPG - 

Indol + 

VP + 

KNO3 + 

Gelatina + 

 

4.4 Controle e estoque das cepas de Vibrio alginolyticus 

 

Para comparação e controle de todos os testes avaliados foram utilizadas as cepas 

padrão de Vibrio alginolyticus ATCC 17749 gentilmente cedida pela Doutora Dália dos 

Prazeres Rodrigues, do Laboratório de Enterobactérias/ FIOCRUZ. Após os testes as cepas 

consideradas Vibrio alginolyticus foram estocadas em Ágar estoque contendo Fosfato Básico 

de Sódio 0,4g, NaCl 2% e Ágar Nutriente 4,6g em 200ml e mantidas a temperatura ambiente.  

 

4.5. Identificação de Vibrio alginolyticus através da técnica de MALDI-TOF MS.  

 

Para o preparo das amostras, as cepas foram cultivadas em Agar BHI a 1% de NaCl a 37 °C 

por 24h. Cada cultura bacteriana foi transferida para a microplaca (96 MSP, Bruker - 

Billerica, EUA). Ao sedimento bacteriano foi adicionado uma solução de lise (ácido fórmico 

70%, Sigma-Aldrich) em quantidade suficiente para cobrir o sedimento bacteriano. Em 

seguida, 1μL de solução da matriz (ácido alfa-ciano-4-hidroxi-cinâmico diluído em 

acetonitrila 50% e ácido trifluoracético 2,5%, Sigma-Aldrich) foi utilizado para cobrir o 

extrato bacteriano, para finalmente ser processado. Os espectros de cada amostra foram 

gerados em um espectrômetro de massa (MALDI-TOF LT Microflex Bruker, Bruker) 

equipado com laser de 337 nm de nitrogênio no modo linear controlado pelo programa 

FlexControl 3.3 (Bruker). Os espectros foram coletados na faixa de massas entre 2.000-

20.000 m/s, e posteriormente analisados pelo programa MALDI Biotyper 2.0 (Bruker), com 

as configurações padronizadas para identificação bacteriana. O programa confronta os 

espectros da amostra desconhecida com amostras de referência em um banco de dados. Os 

resultados obtidos variam em uma escala que vai de zero à três, sendo que quanto cada vez 

maior o valor, mais confiável será a identificação. Neste trabalho, considerou-se como uma 

identificação aceitável aquelas que apresentaram valores iguais ou superiores a dois (Quadro 

2). 
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Quadro 2: Quadro extraído do programa Bruker Daltonik MALDI apresentando o 

significado dos valores em relação ao “score” obtido na amostra.  

 
Range Description Symbols Color 

2.300 ... 3.000 Highly probable species identification¹ (+++) green 

2.000 ... 2.299 Secure genus identification, probable species identification² (++) green 

1.700 ... 1.999 Probable genus identification³ (+) yellow 

0.000 ... 1.699 Not reliable identification4 (-) red 

Legenda: 1. Identificação altamente provável das espécies; 2. Identificação Segura do gênero, identificação provável de 

espécies; 3. Identificação provável do gênero; 4. Identificação não confiável. 

 

4.6 Caracterização genotípica e avaliação da virulência de Vibrio alginolyticus. 

 

4.6.1 Extração de DNA bacteriano  

 

A extração de DNA foi realizada segundo metodologia descrita por HARJU et al. 

(2004).  

Os isolados de Vibrio alginolyticus foram inoculados em 1,5 mL de caldo Müeller 

Hinton contendo 1% NaCl e incubados por 18 a 24 h a 35 °C. Posteriormente, 1,0 mL da 

cultura foi transferido para microtubos de 1,5mL, centrifugado a 12396g por 10 min e o 

sobrenadante foi descartado. O sedimento foi ressuspendido em 500 µL de TE (Tris-HCl 10 

mM pH8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0), centrifugado a 12396g por 2 min e novamente o 

sobrenadante foi descartado. Este procedimento foi repetido por 3 vezes e o sedimento foi 

ressuspendido em 1 mL de TE e incubado em banho-maria a 100 °C por 10 min. Em seguida, 

os microtubos foram incubados a - 20 °C por 30 min e depois centrifugados a 12396g por 

10min. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e armazenado a -20º C.  

O DNA total extraído, foi quantificado aplicando-se as amostras juntamente com1 µL 

de SYBR Green (Invitrogen®) diluído, em gel de agarose 0,8 % e submetendo-o à 

eletroforese. Após a corrida, o gel foi visualizado e documentado através do 

fotodocumentador de géis (L-PIX EX). A estimativa da concentração de DNA foi feita por 

comparação com o padrão de intensidade de banda do marcador Lambda (λ) (Promega®), nas 

concentrações de 25 e 50 ng e a qualidade determinada pela ausência de rastro ao longo do 

gel. 

 

  

4.6.2 Ensaios para Identificação de Vibrio alginolyticus através da técnica de PCR 

(Reação em Cadeia de Polimerase) e detecção de genes de virulência. 

 

As concentrações utilizadas foram Tampão 10X (10 mM Tris_HCl, pH 9.0; 50 mM 

KCl, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de ClMg2, 5pmol de cada primer (Kapa®) 0,2 mM de 

dNTP (ThermoScience®) e 2 U de TAQ polimerase (Kapa®) em um volume total de reação de 

20μl contendo 2μl do DNA extraído. 

Os produtos do PCR foram avaliados através de eletroforese em gel de agarose (1,5%) e 

revelados com Sybr Green (Invitrogen®) diluído, em luz ultravioleta.  O gel foi visualizado e 

documentado no fotodocumentador (L-PIX EX) utilizando marcador de tamanho molecular 

de 100 pb (Fermentas®). 

 Para a identificação genotípica de Vibrio alginolyticus foi realizado PCR com o primer 

pyrH, no qual amplifica 541pb (THOMPSON et al., 2005). E, para avaliação dos genes de 

virulência foram utilizados os primers collagenase (CAI et al, 2009), ompK (CAI et al., 2009), 

toxR (CAI et al., 2009), com produtos de tamanhos 424pb, 319pb, 173bp, respectivamente. As 
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sequências nucleotídicas dos primers e as referências que foram utilizadas como bases para 

otimização das reações de amplificação encontram-se indicados no quadro 3. 

 

Quadro 3. Iniciadores e referência dos ciclos empregados nos ensaios de amplificação do 

gene de identificação e dos genes de virulência de Vibrio alginolyticus.  
 

 

4.7 Sequenciamento do gene pyrH e análise das sequencias de DNA. 

 

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se Exo-Sap (USB Corporation, 

Cleveland, Ohio), conforme recomendação do fabricante e enviado para o sequenciamento 

para o Laboratório de Biotecnologia da pós-graduação em Ciências Genômicas e 

Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília. As seqüências foram editadas no 

programa Bioedit (HALL, 1999) e submetidas ao algoritmo BLASTn (ALTSCHUL et al., 

1997), possibilitando a seleção de seqüências de nucleotídicas armazenadas no banco de dados 

do NCBI (GenBank; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com identidade com as seqüências dos 

micro-organismos isolados.  As seqüências foram importadas para o programa MEGA versão 

4 (TAMURA et al., 2011), e alinhadas utilizando o programa Clustal W (HIGGINS et al., 

1994). Dendrogramas foram construídos utilizando o algoritmo Neighbor joining (NJ) 

utilizando modelo de análise de nucleotídeo adequado no programa MEGA excluindo-se gaps 

e dados perdidos para determinação da inferência das relações filogenéticas entre os isolados 

estudados (KUMAR et al., 2004). A robusteza de cada ramo foi determinada usando o teste 

não paramétrico de bootstrap com 1000 replicatas (FELSENSTEIN, 1985). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene               Primers                                Ciclo Fragmento Referência 

pyrH  
GATCGTATGGCTCAAGAAG 

TAGGCATTTTGTGGTCACG 

94°C/5min ; 30x (94°C/1min ; 

50°C/1min, 72°C/1min) 

72°C/1min 

 

541pb 
THOMPSON et al., 

2005 

Collagenase 
TGGTGAACAGCCAGTAAA 

CAAACCCATCATAAGTAGTC 

94°C 5min ; 30x (94°C 1min, 

55°C 1min, 72°C 1.5min) 72°C 

10min 

 

424pb CAI et al., 2009 

ompK 
GGCGGTCGCTCTGGTATT 

TTGCCATCGTAAGTGCTGTA 

94°C 5min ; 30x (94°C 1min, 

55°C 1min, 72°C 1.5min) 72°C 

10min 

 

319pb CAI et al., 2009 

toxR 
CAGAAGAATCGGAAGAACA 

TAGAATGACGCACAAAGG 

94°C 5min ; 30x (94°C 1min, 

45°C 1min, 72°C 1.5min) 72°C 

10min 

 

173pb CAI et al., 2009 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DE Vibrio alginolyticus. 

 

Das 209 amostras de Vibrio spp. identificadas fenotipicamente por Oliva (2012), todas 

que apresentaram colônias com coloração amarela (sacarose positivo) em Ágar TCBS à 1% 

de NaCl foram suspeitas e os testes bioquímicos indicaram que 23,4% (49/209) eram 

pertencentes à espécie Vibrio alginolyticus. 

A taxonomia de vibrios vem sendo refinada nos últimos anos e o gene pyrH (uridilato 

quinase) tem sido validado como um marcador taxonômico de alta resolução. A elevada 

proporção de mutações sinônimas essenciais para a conservação da sequência de aminoácidos 

neste locus gênico permite a diferenciação entre espécies. Assim, o sequenciamento do 

fragmento de 541pb deste gene é utilizado para diferenciação de espécies de Vibrio 

(THOMPSON et al., 2005).  Logo, após a identificação fenotípica, os isolados foram 

submetidos à técnica de PCR para detecção deste gene. Todos foram positivos, e um total de 8 

representantes foi enviado ao sequenciamento e os resultados estão sendo aguardados.  

Através da técnica de MALDI TOF MS, observou-se que 87.8% (43/49) das amostras 

identificadas anteriormente como V. alginolyticus foram confirmadas. No entanto, 4 isolados 

foram identificados como Shewanella putrefaciens (8.2%) e um isolado como Vibrio 

parahemolyticus (2%). Apenas um isolado não foi identificado pela técnica. Quanto a 

confiabilidade da identificação, observou-se que dos 48 isolados identificados, 46 obtiveram 

score superior a 2. Apenas dois isolados, identificados como V. alginolyticus, apresentaram 

um score abaixo de 2, caracterizando identificação provável do gênero, mas não sendo 

confiável para espécie (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Identificação dos 49 isolados obtida pela técnica MALDI-TOF MS através do 

programa Bruker Daltonik MALDI. 

 
Amostra Identificação por MALDI-TOF Score 

3MAC² Vibrio alginolyticus 2.076 

6AM Vibrio alginolyticus 2.233 

14AM² Vibrio alginolyticus 2.052 

14AM Vibrio alginolyticus 2.073 

3AM Vibrio alginolyticus 2.058 

4 Vibrio alginolyticus 2.207 

13 Vibrio alginolyticus 2.049 

14 Vibrio alginolyticus 2.087 

21 Vibrio alginolyticus 2.114 

23 Vibrio alginolyticus 2.247 

28 Vibrio alginolyticus 2.105 

30 Not reliable identification - 

31 Vibrio alginolyticus 2.116 

6A Vibrio alginolyticus 2.06 

6B Vibrio alginolyticus 2.162 

10D Vibrio alginolyticus 2.031 

10E Vibrio alginolyticus 2.16 

13D Vibrio alginolyticus 2.205 

5A Vibrio alginolyticus 2.253 

6B’ Vibrio parahaemolyticus 2.161 

7A Vibrio alginolyticus 2.074 

8B Vibrio alginolyticus 2.087 

10B Vibrio alginolyticus 2.102 

11A Vibrio alginolyticus 2.308 

11B Vibrio alginolyticus 2.213 

11C Vibrio alginolyticus 1.949 

11D Vibrio alginolyticus 2.168 



   22 

 

12A Vibrio alginolyticus 2.031 

12B Vibrio alginolyticus 2.166 

12C Vibrio alginolyticus 2.118 

12D Vibrio alginolyticus 2.129 

15A Vibrio alginolyticus 2.106 

15B Vibrio alginolyticus 2.223 

18C Vibrio alginolyticus 2.244 

18D Vibrio alginolyticus 2.035 

22A Vibrio alginolyticus 2.111 

32A Vibrio alginolyticus 2.23 

36A Vibrio alginolyticus 2.243 

39A Vibrio alginolyticus 2.236 

64A Shewanella putrefaciens 2.109 

64B Vibrio alginolyticus 2.13 

70A Vibrio alginolyticus 2.216 

71A Vibrio alginolyticus 2.114 

72B Shewanella putrefaciens 2.229 

76A Shewanwlla putrefaciens 2.299 

77A Shewanella putrefaciens 2.24 

82A Vibrio alginolyticus 1.898 

85A Vibrio alginolyticus 2.066 

85B Vibrio alginolyticus 2.054 

 

O monitoramento e caracterização de bactérias marinhas tem sido laborioso e de alto 

custo devido à grande quantidade de testes a serem realizados, com isso o MALDI-TOF MS 

tem sido uma ferramenta importante para identificação desses microrganismos (EMAMI et 

al., 2012).  

Com relação à técnica, é uma metodologia que vem sendo avaliada e aplicada na 

identificação bacteriana de diversos gêneros. Esta identificação ocorre mediante perfis de 

proteínas a partir de programas de bioinformática, cujos bancos de dados são compostos por 

vários espectros de referência (NG et al., 2013; DAVIES et al., 2012; KUHNS et al., 2012; 

FANG et al., 2012; DJELOUADJI et al., 2012; BERGERON et al., 2011; VERROKEN et al., 

2010; NAGY et al., 2009; MELLMANN et al., 2008). 

Um fator limitante na utilização de MALDI-TOF MS para caracterização de bactérias 

aquáticas é a falta de um banco de dados com espectros de massa adequados para a 

identificação rápida e fiável dessas espécies durante o processamento. Os bancos de dados 

disponíveis atualmente são focados em espécies clinicamente importantes associados com 

doenças humanas. O software Bruker Daltonics Biotyper, no qual foi empregado para este 

estudo, contém atualmente uma biblioteca com 4000 espectros de massa de referência, porém 

a maioria pertence a organismos terrestres e espectros de massa para alguns grupos 

importantes de bactérias marinhas (EMAMI et al., 2012).  

Hazen et al. (2009), compararam os espectros de 10 isolados de Vibrio através do 

MALDI-TOF MS. Os autores abordaram essa técnica já que muitas espécies de Vibrio, como 

V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, V. harveyi e V. campbelli, não conseguem ser 

distinguíveis apenas pela análise do gene 16S rRNA. Já Böhme et al. (2010) utilizaram o 

MALDI -TOF MS para a caracterização de espécies bacterianas associadas a frutos do mar, 

incluindo Proteus, Pseudomonas, Vibrio, Serratia e Shewanella. Os autores ao compararem 

os espectros no nível de gênero, constataram que apenas alguns gêneros podem ser 

diferenciados. Os gêneros Shewanella e Vibrio não mostraram semelhanças no nível de 

gênero e apenas alguns pico de massas comuns poderia ser encontrados. No entanto, os perfis 

espectrais dos dois gêneros, que fazem parte da microbiota natural de pescados marinhos, 

puderam ser claramente distinguidas das outras espécies que foram estudadas. 

Assim o presente trabalho alcançou um alto índice de isolados identificados por perfis 

de proteínas usando MALDI-TOF MS, podendo esta técnica ser a melhor opção de 

identificação, com a vantagem de ser um método eficiente, mais rápido e de fácil 
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manipulação. Porém a aquisição do equipamento torna-se improvável para determinados 

laboratórios, uma vez que este requer um custo elevado.  

Shewanella putrefaciens é um bacilo gram-negativo não-fermentador, móvel, capaz de 

produzir sulfeto de hidrogênio. Pode ser encontrado em diversos locais como alimentos, 

esgoto e água doce ou salgada, sendo responsável pela degradação de material orgânico. S. 

putrefaciens tem sido descrita como uma bactéria importante na deterioração de animais 

aquáticos como o peixe (SHARMA & KALAWAT, 2010; HOLT et al., 2005). A sua 

detecção através do MALDI-TOF MS aponta para a importância de técnicas mais acuradas na 

análise das espécies circulantes no ambiente aquático.  

V. alginolyticus e S. putrefaciens são bactérias que necessitam de sódio para seu 

crescimento, porém ocorre o crescimento de S. putrefaciens em meio de cultura sem adição de 

NaCl (TEIXEIRA, 2009; ANVISA, 2004). A fermentação dos açúcares maltose e manose, 

assim como descarboxilação de lisina são testes que permitem a diferenciação entre essas 

duas espécies (ANVISA, 2004). Esta espécie não foi diferenciada pelo protocolo fenotípico 

utilizado, e pelo fato de ter amplificado o gene collagenase, considerado marcador de espécie 

em V. alginoyticus, foi erroneamente identificada como pertencente a esta espécie. Este fato 

corrobora o desafio da busca pela compreensão da diversidade do ambiente marinho e seus 

impactos sobre sanidade animal e saúde pública. 

 

5.2 AVALIAÇÃO DA VIRULÊNCIA DE Vibrio alginolyticus. 

 

Para a análise fenotípica da virulência de V. alginolyticus, foi realizado o teste da 

hidrólise da gelatina onde todos isolados de V. alginolyticus e S. putrefaciens foram positivos 

(n = 47) (figura 2B). Lafisca e seus coloboradores (2008) observaram que a maioria das cepas 

de V. alginolyticus aumentaram as características de virulência expressos por enzimas e entre 

elas a colagenase. A degradação do colágeno permite que a invasão e a proliferação de 

microrganismo patogênicos sejam mais favoráveis, levando a quadros de infecção e patologia 

tanto em animais marinhos quanto em humanos (CAVALEIRO, 2008). 

Dentre os 49 isolados estudados, 47 amplificaram para o gene collagenase 

apresentando um fragmento de 424pb (figura 2A), 91,5% foram caracterizados como Vibrio 

alginolyticus (43/47), 6,4% como S.putrefaciens (3/47) e 2,1% V. parahaemolyticus (1/47) 

pela técnica de MALDI-TOF. Apesar do gene collagenase ser considerado por alguns autores 

como um marcador molecular de espécie de Vibrio (PINTO et al., 2005), no presente 

trabalho, foi observada a presença deste gene em Shewanella putrefaciens. Os mesmos 

autores reportam a utilização do gene collagenase na avaliação da virulência, como também 

consideram-no um alvo alternativo para a análise filogenética e identificação de espécies de 

Vibrio alginolyticus para complementar os sistemas de identificação fenotípica mais 

convencionais.  
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Figura 3. A - Perfil eletroforético do gene collagenase (424 pb) em gel de agarose 1,5%. (M= 

marcador 100 pb; 1 = controle positivo; 2 = isolado positivo; B = branco da reação de PCR). 

B - Presença do halo transparente ao redor da colônia indicando resultado positivo no teste de 

hidrolise da gelatina. 
 

A expressão do gene ompK pode ser observada em 46,9% (23/49) dos isolados, pela 

amplificação de um fragmento de 319pb (Figura 3). Destes, 91,3% confirmaram a presença 

do gene em V. alginolyticus (21/23), 4,3% em V. parahaemolyticus (1/23) e 4,3% em S. 

putrefaciens (1/23).  A literatura relata que técnicas de PCR tem revelado que a proteína 

OmpK está amplamente distribuída entre as espécies de Vibrio incluindo V. alginolyticus. O 

alinhamento de sequências de aminoácidos tem demonstrado que o gene ompK de Vibrio 

alginolyticus compartilha uma alta identidade com V. parahaemolyticus, V. harveyi, V. 

vulnificus e V. cholerae em mais de 70%. Estas análises também tem indicado que OmpK é 

uma proteína altamente conservada, o que poderia servir como um antígeno de superfície para 

uma vacina promissora (LI et al., 2010; STRUYWE et al., 1991 apud QIAN et al., 2008). 

Zhang e colaboradores (2008) já relataram a imunidade protetora induzida por vacinação de 

OmpK de V. harveyi em peixes. Além disso, essas proteínas podem desempenhar papeis 

semelhantes durante a infecção e ter as mesmas oportunidades de serem expostas ao sistema 

imune (LEE et al., 2004). 
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Figura 4. Perfil eletroforético do gene ompK (319 pb) em gel de agarose 1,5%. (M= 

marcador 100 pb; 1 = controle positivo; 2 = isolado positivo; B = branco da reação de PCR). 

  

Dos isolados avaliados 14,3% (7/49) produziram bandas para amplificação do gene 

toxR, sendo todos caracterizados como V. alginolyticus, gerando um fragmento de 173pb 

(Figura 4). Genes de virulência homólogos ao V. cholerae, estão amplamente distribuídos em 

algumas de espécies de vibrio (V. parahaemolyticus, V. cholerae non-O1, V. mimicus, V. 

hollisae, V. fluvialis e V. alginolyticus). Cepas de V. alginolyticus podem apresentar alguns 

destes genes, como o toxR, sugerindo que esta espécie seja um importante reservatório de 

genes de virulência advindos de outras espécies de Vibrio vinculadas no ambiente marinho 

(XIE et al., 2005).  

Em estudo realizado por Osorio e Klose (2000), o alinhamento múltiplo de sequências 

de toxR de Vibrio mostrou que uma região na membrana citoplasmática, conhecida como 

"tether", é cercada por sequências relativamente conservadas que permite a ativação da 

transcrição e dos domínios periplásmicos e transmembrana da proteína ToxR. E embora a 

região "tether" seja considerada um domínio variável (com deleções e/ou inserções), ela 

mantém sua função de ativação.  

 

 
Figura 5. Perfil eletroforético do gene toxR (173 pb) em gel de agarose 1,5%. (M= marcador 

100 pb; 1 = controle positivo; 2 = isolado positivo; B = branco da reação de PCR). 
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6 CONCLUSÃO 

 

 Vibrio alginolyticus é uma espécie bacteriana de importância na sanidade animal por 

ser potencialmente patogênica, capaz de causar enfermidades não só em humanos 

como também em animais de ambiente aquático.  

 

 Os testes fenotípicos foram capazes de identificar os isolados de V. alginolyticus 

quando comparados com os resultados genotípicos e de proteômica. 

 

 Os testes fenotípicos não permitiram a discriminação entre os isolados de V. 

alginolyticus e S. putrefaciens. 

 

 Com os resultados obtido neste estudo, o uso do gene collagenase como marcador 

molecular de espécies de Vibrio torna-se questionável por ter gerado o mesmo 

fragmento para Shewanella putrefaciens. 
 

 A identificação de isolados ambientais é de extrema complexidade em virtude de 

alguns fatores como: salinidade, pH, temperatura e diversidade metabólica. Assim a 

utilização de técnicas genômicas como amplificação de genes alvos pela PCR e 

proteômicas como o MALDI-TOF MS são fundamentais para identificação rápida, 

precisa e eficaz. 

 

 Por sua elevada especificidade e sensibilidade, O MALDI-TOF MS foi considerado 

padrão-ouro para este estudo. 

 

 O ambiente aquático pode atuar como disseminador de genes de virulência detectado 

nas espécies de Vibrio. Com isso cepas não patogênicas podem adquirir estes genes 

provalvemente por transferência horizontal ou por transdução entre outras espécies de 

Vibrio e tornarem-se patogênicas.  
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