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RESUMO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € amplamente cultivada em todo o mundo, sendo
um dos peixes de maior produgao e grande importancia econdmica para muitos paises,
incluindo o Brasil. Portanto, perdas na produgao causam impactos significativos na industria
aquicola, principalmente, em caso de surtos epizodticos. Infelizmente, as tilapias sao
vulneraveis a varias infecgdes bacterianas, como a estreptococose causada pelo patégeno
Streptococcus agalactiae. Um desafio enfrentado € a falta de um método de diagndstico
rapido para fornecer tratamentos adequados aos peixes. Consequentemente, € crucial
desenvolver um método rapido, especifico e acessivel para detectar esse patégeno.
Atualmente, a técnica de Amplificagao Isotérmica Mediada por loop (LAMP) tem sido
amplamente utilizada em diversos campos da biologia, demonstrando ser rapida, simples,
sensivel e especifica na detecgao de varios patéogenos, amplificando o DNA alvo a uma
temperatura constante e produzindo multiplas copias. O objetivo deste estudo é
desenvolver o ensaio LAMP como um método simples e rapido para detectar a bactéria
Streptococcus agalactiae, que infecta as tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), assim
como também, padronizar a técnica LAMP qualitativa para a identificacdo de S. agalactiae
e testar a especificidade dos primers utilizando outras cepas bacterianas, comumente
presentes em tilapias e no ambiente em que vivem. Para isso, as cepas bacterianas foram
cultivadas a partir de amostras criopreservadas, o DNA foi extraido e foram realizados
testes de padronizacdo em trés temperaturas diferentes (55 °C, 60 °C e 65 °C), utilizando
trés pares de primers para aumentar a amplificacdo. Ja para o teste de especificidade dos
primers, as cinco cepas bacterianas foram submetidas as mesmas condi¢coes de reacao
utilizadas na padronizagdo, mas com uma temperatura de 60 °C, e a deteccdo visual foi
feita utilizando o corante SYBR Green |. Os resultados demonstraram que foi possivel
padronizar a reacdo de forma simples, com amplificacdo do produto a 60 °C. Essa
temperatura foi utilizada no teste de especificidade dos primers, no qual a técnica LAMP
mostrou amplificacdo especifica para S. agalactiae em comparagcdo com as outras
bactérias, sem ocorréncia de amplificacdo cruzada. Dessa forma, a técnica LAMP se
mostrou rapida e simples, sendo ideal para a detecgcao de patdgenos como S. agalactiae.
Recomenda-se a realizagao de estudos futuros utilizando amostras de tecido fresco de
tilapias do Nilo, a fim de avaliar a sensibilidade do teste e explorar outros parametros
relevantes.

Palavras-chave: LAMP; diagndstico; tilapias; Streptococcus agalactiae; patdégenos.
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RESUMEN

La tilapia del Nilo (Oreochromis niloticus) se cultiva ampliamente en todo el mundo, siendo
uno de los peces de mayor produccion y de gran importancia econémica para muchos
paises, incluido Brasil. Por lo tanto, las pérdidas de produccion provocan impactos
significativos en la industria acuicola, principalmente, en caso de brotes epizodticos.
Desafortunadamente, la tilapia es vulnerable a varias infecciones bacterianas, como la
estreptococosis causada por el patégeno Streptococcus agalactiae. Un desafio que se
enfrenta es la falta de un método de diagndstico rapido para brindar tratamientos adecuados
a los peces. En consecuencia, es crucial desarrollar un método rapido, especifico y
accesible para detectar este patégeno. Actualmente, la técnica de Amplificacion Isotérmica
mediada por Loop (LAMP) ha sido ampliamente utilizada en varios campos de la biologia,
demostrando ser rapida, simple, sensible y especifica en la deteccion de varios patégenos,
amplificando el ADN a una temperatura constante y produciendo multiples copias. El
objetivo de este estudio es desarrollar el ensayo LAMP como un método simple y rapido
para detectar la bacteria Streptococcus agalactiae, que infecta a la tilapia del Nilo
(Oreochromis niloticus), asi como estandarizar la técnica LAMP cualitativa para la
identificacion de S. agalactiae y evaluar la especificidad de los primers utilizando otras
cepas bacterianas, comunmente presentes en la tilapia y en el entorno en el que viven.
Para ello, se cultivaron cepas bacterianas a partir de muestras criopreservadas, se extrajo
el ADN y se realizaron pruebas de estandarizacion a tres temperaturas diferentes (55 °C,
60 °C y 65 °C), utilizando tres pares de primers para aumentar la amplificacién. En cuanto
a la evaluacion de especificidad de los primers, las cinco cepas bacterianas se sometieron
a las mismas condiciones de reacciéon utilizadas en la estandarizacion, pero con una
temperatura de 60 °C, y la deteccion visual se realizé con el colorante SYBR Green |. Los
resultados demostraron que era posible estandarizar la reaccion de forma sencilla, con
amplificacion del producto a 60 °C. Esta temperatura se utilizd en la evaluacion de
especificidad de los primers, en la que la técnica LAMP mostré una amplificacion especifica
para S. agalactiae en comparaciéon con otras bacterias, sin que se produjera una
amplificacion cruzada. Asi, la técnica LAMP demostré ser rapida y sencilla, siendo ideal
para la deteccidn de patégenos como S. agalactiae. Se recomienda realizar futuros estudios
utilizando muestras de tejido fresco de tilapia del Nilo, con el fin de evaluar la sensibilidad
de la prueba y explorar otros parametros relevantes.

Palabras clave: LAMP; diagnéstico; tilapias; Streptococcus agalactiae; patdégenos.
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RT-LAMP Reverse transcriptase-loop mediated isothermal amplification
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1 INTRODUGAO

A importancia econdémica da piscicultura no Brasil € bastante relevante,
sendo um dos segmentos de produg¢ao animal que mais cresce no pais e no mundo
(CONTE, 2004). Dentro do contexto do mercado brasileiro a tilapia (Oreochromis spp.)
€ a especie de peixe mais produzida, sendo que dados estatisticos sobre a piscicultura
nacional mostram que a tilapia representou aproximadamente 63,5% da producao do
pais em 2021, acumulando 45% de aumento desde 2014 (PEIXE BR, 2022).

A Tilapia ou tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) € uma
especie introduzida, pois as tilapias s&o originarias da Bacia do Rio Nilo provenientes
da Africa (BOSCOLO et al., 2001). A temperatura do seu crescimento varia entre os
20 e 35 °C, logo, o seu desenvolvimento se vé afetado em temperaturas baixas
(BALARIN, HALLER, 1982; FAO, 2005). A grande atividade da tilapicultura no Brasil e
0 aumento na criacdo desses animais tém contribuido para surtos epizodticos de
certas doencas infecciosas (CARREON, 2018).

Uma das doencgas preocupantes € ocasionada pela bactéria Streptococcus
agalactiae, este agente é um dos principais microrganismos que causa uma doencga
conhecida como estreptococose em tilapias, trazendo grandes perdas econdmicas na
aquicultura, e sendo assim necessaria a detecgao rapida desta bactéria (KE et al.,
2014). Streptococcus agalactiae € um patégeno cosmopolita e o principal agente
causador de septicemia e meningoencefalite em tilapias, tanto que surtos provocados
por esta bactéria levam a altas taxas de mortalidade e morbidade dos peixes
(MARCUSSO; SALVADOR; DE ALMEIDA MARINHO-NETO, 2017).

Infecgbes causadas em tilapia por S. agalactiae ou também chamado como
estreptococo do grupo B, constitui uma doenga condicionada por fatores ambientais,
entre eles, a alta temperatura e a ma qualidade da agua (PEPEY et al, 2021). O nome
dado para esta bactéria se deve a que ela contém o antigeno do grupo B de
Lancefield, um polissacarideo de superficie celular tipo-especifico, essa
especificidade de tipo é determinada pelo polissacarideo capsular que determinam os
antigenos capsulares e sao fatores de viruléncia deste microrganismo (ROEHRS,
2012). Outro fator de viruléncia caracteristico desta espécie é a enzima superoéxido
dismutase (SodA), um dato importante € que sequéncias do gene que codifica esta
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13

enzima, podem ser utilizadas no desenho de primers especificos utilizados para

diagnostico.

Segundo Ke et al. (2014) “As estratégias mais comuns de profilaxia e
tratamento da estreptococose sao o uso de antibidticos, quimioterapicos e vacinas.
Entretanto, a deteccéo rapida e precisa do patdbgeno € necessaria para o controle da
doencga e para reduzir as perdas econdmicas”. Métodos moleculares baseados em
PCR tém sido desenvolvidos devido a sua elevada sensibilidade e especificidade
frente aos métodos convencionais (JIMENEZ et al., 2011; SEBASTIAO, 2015).

Por outro lado, alternativas das técnicas de PCR vém sendo estudadas
como tentativa para diminuir custos e aumentar a praticidade, uma delas € a detecgao
por reagédo de amplificagédo isotérmica mediada por loop (LAMP), que tem a vantagem
de nao precisar de um termociclador, sendo assim bastante pratico para o uso em
campo (COLQUHOUN; DUODU, 2011).

No trabalho dos autores Ke et al. 2014, o ensaio LAMP desenvolvido, se
mostrou sensivel e especifico para a deteccdo de GBS em isolados de cultura e em
amostras de tilapias doentes, o que pode ser util para programas de monitoramento
de longo prazo, como este ensaio € simples e nao requer equipamentos sofisticados,
a técnica LAMP pode potencialmente ser usada para triagem preliminar e vigilancia

de GBS em fazendas de tilapia.

Diante disso, este trabalho teve como objetivo desenvolver e padronizar a
técnica LAMP como método simples e rapido de diagndstico de Streptococcus
agalactiae, assim como também testar a especificidade dos primers utilizados para o

estudo.
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14

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 TILAPICULTURA NO BRASIL

A tilapia € um dos peixes mais produzidos, principalmente nas regides do
Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil, tanto assim que o pais foi posicionado entre os
maiores produtores de tilapia no mundo (SCHULTER; FILHO, 2018). A atividade
iniciou aproximadamente nos anos de 1970, sendo a principal espécie produzida no
Brasil, a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), além da tilapia de Zanzibar
(Oreochromis hornorum) (BOSCOLO et al., 2001).

Na figura 1, observa-se o aumento da produ¢cao mundial de tilapia ao longo
dos anos, ja no Brasil somente a partir de 1990 a produgdo comegou a aumentar,
iniciando na regido de Parana tendo um foco industrial especialmente nas cidades de
Toledo e de Assis Chateaubriand (SCHULTER; FILHO, 2018). Esse crescimento na
produgao, em parte, se deve a utilizagado de tanques de rede e que também com o
passar do tempo houve melhoria na fabricagao de ragdes, dando como consequéncia

a resolugéo de certos problemas nutricionais das tilapias (BRANDAO, 2018).
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Figura 1 - Produgdo mundial de tilapia desde seu registro em 1950
até 2014, em toneladas (t). Fonte: BARROSO et al., 2018.

Uma caracteristica marcante do Brasil, diferentemente de outros paises
produtores de tilapia, € que esta industria atende sobretudo o mercado interno, ja que
aproximadamente 99% da producéo é consumida no pais. Este mercado é atendido
de forma eficiente, devido a que a tilapia tem certos aspectos que facilitam o seu

cultivo, entre eles se destacam a boa adaptacéao a diferentes sistemas de producgao e
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a adequagao a diversas regides geograficas, além disso este peixe tem grande

resisténcia as alteracbes ambientais (BARROSO et al., 2018).

Atualmente, segundo o ultimo levantamento da Associac&o Brasileira da
Piscicultura (PEIXE BR), o Brasil € o quarto maior produtor mundial de tilapia, espécie
que representa 63,5% da produgcdo do pais. Os peixes nativos, liderados pelo

tambaqui, participam com 31,2% e outras espécies com 5,3 % (Figura 2).
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Figura 2 - Porcentagem de produgao de peixes cultivados no Brasil. Fonte:
Adaptado de PEIXEBR, 2022.

2.2 TILAPIA DO NILO (Oreochromis Niloticus)

O nome tilapia € um nome popular utilizado para diversas espécies de
peixes pertencentes a familia que anteriormente era conhecida como ciclideos.
(KUBITZA, 2000). Estes peixes representam uma valiosa fonte de alimentos, e um
dos géneros mais relevantes € o Oreochromis, ao qual a tilapia do Nilo pertence,
sendo O. niloticus a que comumente é reconhecida de fato como tilapia do Nilo, por
ser rastreada ha 4000 a.C. no Antigo Egito no rio Nilo (OSMAN et al., 2021).

No Brasil, esta espécie foi introduzida em 1971 na regido do Nordeste,
sendo hoje cultivada desde a bacia do Rio Amazonas até o Rio Grande do Sul, isto
porque a tilapia € um peixe potencial para a aquicultura, devido a que a ela possui
uma alimentagao onivora aceitando ragdes com bastante facilidade, além disso resiste
a temperaturas altas e também a baixas concentragdes de oxigénio dissolvido na

agua, o que favorece ao seu crescimento e adaptagdo (BOSCOLO et al., 2001).
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Entretanto, o seu desenvolvimento ideal se da entre 25 °C a 30 °C e seu crescimento
se vé afetado abaixo dos 15 °C, nao resistindo muitas vezes a temperaturas como
9 °C (MARQUES DA SILVAAYROZA, 2009).

O sucesso da sua introdugdo se deve a essa extrema plasticidade de
alimentagao, sendo um peixe filtrador, bastante eficiente, podendo ocupar uma
variedade imensa de nichos ecologicos, além disso € uma espécie considerada como
forte competidor territorialista, ocupando assim preferencialmente as margens de
corpos d’agua (TAVARES DIAS, 2019).

Apesar da grande adaptagao que apresentam as tilapias, estes peixes sao
susceptiveis a diversas infecgdes provocadas por bactérias, por isso € necessario o
conhecimento dos agentes causadores para que possa existir uma prevengao,
visando a maior qualidade do produto e reduzindo as perdas na produgao (ALBINATI
et al.,2006).

Sabe-se que o aumento da piscicultura e o crescimento da criacéo de
tilapias no Brasil, tém criado condigbes propicias para o surgimento de surtos
epizooticos de doencas infecciosas. Isso ocorre devido a alta densidade de estoque,
que resulta em maior estresse nos peixes, ampla variagado nos parametros ambientais
e diversos erros de manejo (CARREON, 2018).

2.3 BACTERIAS PRESENTES EM TILAPIAS

As doencas bacterianas representam uma grande preocupagao para a
piscicultura devido a natureza oportunista, facil disseminacdo e capacidade de
sobrevivéncia dessas bactérias em ambientes desfavoraveis (RIBEIRO, 2016), isto
ocorre porque, quando as bactérias estdo presentes na microbiota dos peixes e na
agua, elas podem ocasionar doengas quando o hospedeiro encontra-se debilitado.
Embora existam muitas bactérias patogénicas, aquelas que apresentam maior
impacto econdmico e ocorrem com maior frequéncia sao: Aeromonas spp.,
Edwardsella spp., Flavobacterium columnare, Francisella spp., Streptococcus spp. €
Klebsiella pneumoniae (LEIRA, 2017).

Alguns dos sinais clinicos em peixes infectados que indicam a presencga de

bacterioses podem ser: escurecimento do corpo, dificuldade respiratoria, letargia,
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natacao irregular ou espiralada, assim como também alteragdes comportamentais.
Além disso, eles também geralmente perdem o apetite (KUBITZA, 2005). Apesar de
todos esses problemas, cabe ressaltar que a septicemia causada por bactérias do
género Streptococcus, € considerada como uma das mais graves patologias nas
criagcOes intensivas de tilapia no Brasil e nos outros paises, bem como o seu potencial
patogénico (KUBITZA, 2008).

Sabe-se que os peixes também podem ser vias de transmiss&o de agentes
patogénicos para os seres humanos. A penetracao e estabelecimento de bactérias em
diferentes tecidos e 6rgaos dos peixes, como branquias, bexigas, rins e aparelho
digestivo, tém sido relatados em ambientes aquaticos poluidos. Além disso, a bactéria
Escherichia coli, mesmo nao sendo habitante natural da microbiota de peixes, tem
sido frequentemente isolada no estdmago e intestinos desses animais (BARBOSA,
2010).

2.4 ESTREPTOCOCOSE

Uma das principais doengas que acometem o cultivo de peixes no mundo
inteiro é a estreptococose, que pode ser causada por bactérias de diferentes géneros
€ espécies que sao capazes de lesionar o sistema nervoso central como, por exemplo,
Streptococcus parauberis, S. iniae, S. agalactiae (TORANZO et al., 2005; SALVADOR
et al., 2005; PARK et al., 2009).

No Brasil, casos registrados de infecgdes de Streptococcus spp. em
tilapias, se tornaram comuns, principalmente em tanques de rede e em periodos de
temperatura elevada, sendo os sinais classicos desta patologia a natacao irregular,
curvatura e escurecimento do corpo, olhos saltados opacos e com inflamagao
granulomatosa nas lentes, ja na pele ocorre o aparecimento de areas despigmentadas
(KUBITZA, 2005).

Alguns estudos comprovaram a relagao entre a temperatura e a progressao
da estreptococose em tilapias do Nilo. Foram comparadas duas cepas de S.
agalactiae submetidas a duas temperaturas distintas. Os resultados das analises dos
metabdlitos indicaram que, na temperatura de 35 °C, ocorre uma maior rapidez na
multiplicagdo bacteriana, acompanhada pelo aumento de fatores de viruléncia e
regulacao da resposta ao estresse térmico (MORAES, 2017). Logo, a temperatura da
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agua é um fator ambiental importante na patogenicidade da estreptococose, pois
temperaturas mais altas aumentam a taxa de mortalidade (KAYANSAMRUAJ et al.,
2014).

No caso da transmissdo desta doenga, ocorre principalmente pela via
horizontal. Isso ocorre por meio do contato direto entre peixes sadios e doentes, bem
como pela contaminagao bacteriana nos sistemas de cultivo ou pelo canibalismo dos
peixes moribundos (AMAL et al., 2013). E importante ressaltar que a bactéria também
pode ser excretada pelas fezes de peixes infectados. Além disso, pode permanecer
viva na coluna d'agua, aumentando a possibilidade de transmissao fecal-oral
(NGUYEN; KANAI; YOSHIKOSHI, 2002).

Em relac&o a transmissao vertical, JIMENEZ et al. (2011) ndo detectaram
as bactérias nas larvas do peixe progenitor infectado (MARCUSSO; SALVADOR; DE
ALMEIDA MARINHO-NETO, 2017). Porém, estudos como o de Suebsing et al. (2013)
conseguiram comprovar que a contaminagao vertical de descendentes de
reprodutores aparentemente saudaveis pode ocorrer. Além disso, peixes saudaveis

podem ser portadores e transmitir a doencga para tilapias virgens."
2.5 Streptococcus agalactiae

A bactéria Streptococcus agalactiae € um dos patdégenos mais comuns na
piscicultura mundial assim como também na brasileira, ela constitui uma ameaca para
o desenvolvimento da industria aquicola (RAMOS, 2020). Este microrganismo é
considerado uma das bactérias mais patogénicas para uma variedade de peixes de
agua doce e salgada, incluindo a tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Y1 et al., 2014).
Além disso é capaz de atingir animais terrestres produzindo meningite neonatal em

humanos e mastite em bovinos (GENG et al., 2011).

Este patdgeno, chamado também como estreptococo do grupo B devido a
que contém o antigeno do grupo B de Lancefield, & caracterizado por apresentar
células ovoides, gram positivas, catalase negativa, sendo microrganismos iméveis,
nao esporulados e anaerdbios facultativos (ROEHRS, 2012). Atualmente sao
conhecidos dez sorotipos (la, Ib, Il até o IX), sendo que em animais os mais frequentes
sdo o la, Ib e o ll. No caso do Brasil a maioria dos surtos provocados por S. agalactiae
estdo associados ao sorotipo Ib (RAMOS, 2020).
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Embora a fisiopatologia da infeccdo causada por S. agalactiae ainda nao
esteja completamente esclarecida, estudos indicam que esse patdgeno é capaz de
causar necrose local ao invadir e se multiplicar dentro de macrofagos, espalhando-se
pela corrente sanguinea e disseminando-se nos orgaos, resultando em septicemia
(RIBEIRO, 2016).

Os sinais clinicos desta doenca causada por esta bactéria, incluem
anorexia, natacao erratica, escurecimento da pele, letargia, exoftalmia e opacidade de
cérnea uni ou bilateral, curvatura do corpo, ulceracbes da epiderme, entre outros
(MARCUSSO et al., 2015). Logo, analisando o grande problema das infecgdes
estreptococicas na cadeia de valor da tilapia e os potenciais riscos zoonaticos,
ferramentas de diagndstico faceis, confiaveis e menos dispendiosas particularmente
para areas remotas em paises tropicais se fazem muito necessarias (PEPEY et al.,
2021).

2.6 DIAGNOSTICO CLINICO MOLECULAR
2.6.1 PCR

A técnica de PCR apresenta varias aplicacbes dentro do ambito da
pesquisa cientifica e é utilizada amplamente em estudos moleculares, visto que
oferece uma facilidade relativa para amplificar in vitro regides especificas do genoma
de qualquer organismo (OLIVEIRA, 2007). Existem diferentes tipos de PCR,
especificamente a PCR convencional ndo quantifica se comparada com a PCR em
tempo real, pois a qPCR é capaz de quantificar o nimero de moléculas produzidas
por cada ciclo (CAMPOS, 2010).

O principio da técnica € multiplicar trechos especificos de DNA, essa
multiplicagdo se da de forma alternada e por etapas (HAAS; TORRES, 2016). A
primeira etapa consiste na separacao da fita dupla de DNA, sendo aplicada uma
temperatura de 95 °C, ja na segunda etapa ocorre o anelamento dos iniciadores, a
temperatura € reduzida (o valor depende da temperatura de melting (Tm) e cada
iniciador tem um Tm especifica), na terceira etapa ocorre a extensdo, com uma
temperatura de aproximadamente 72 °C, temperatura ideal para a atividade da Taq
DNA polimerase que adiciona os dNTPs para fazer uma nova fita e o ciclo se repete
novamente (CHIARI, 2010).
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Como esta técnica da a possibilidade de obter milhdes de cépias, ela facilita
a analise genética, permitindo assim o desenvolvimento de técnicas de diagndstico
muito mais sensiveis e mais especificas que testes bioquimicos e soroldgicos,
analisando um grande numero de amostras simultaneamente, o que faz que seja um
meétodo atrativo para estudos epidemiolégicos de microrganismos causadores de
doencas (LIVAK et al., 1995).

Apesar da PCR ser bastante utilizada para diagnostico, ela requer bastante
tempo e no final da reacdo menos copias sao produzidas se comparadas com uma
técnica molecular que vem sendo bastante utilizada recentemente, que € o ensaio
LAMP, além disso a PCR é mais sensivel a inibidores da reacdo se comparados com
esta outra técnica (LEIN, 2022).

2.6.2 LAMP

A técnica de LAMP consiste na amplificagcdo do DNA utilizando a enzima
Bst DNA polimerase e, no minimo, dois pares de primers. Conforme observado na
figura 3, os primers internos incluem o FIP e o BIP, enquanto os externos sdo o F3 e
0 B3. Esses primers sao projetados a partir da sequéncia alvo que se deseja amplificar
(GONCALVES, 2014). Os iniciadores participam de duas etapas, uma ciclica e outra
nao ciclica, formando fitas simples de DNA em forma de haltere com alga em ambas
extremidades, realizando assim a produgcao exponencial de amplicons de

comprimentos variaveis (RIBEIRO et al., 2022).
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Figura 3 - Esquema dos primers FIP, BIP, F3 e B3 e as regides de ligacdo da fita alvo
(F1c, F2c, F3c, B1c, B2c e B3c). Fonte: Eiken Chemical Co. Ltd.
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e Etapa nao ciclica da LAMP:

Primeiramente, ocorre a etapa nao ciclica, na qual é produzido o alvo. Esse
processo se inicia pela agdo do primer interno FIP (interno de sentido direito), que
possui uma regidao complementar que vai se ligar ao alvo F2c. Além disso, o primer
interno FIP possui uma porgao sintética que sera incorporada a nova fita a ser gerada
pela polimerase. Em seguida, o primer externo F3 reconhece a regido especifica F3c,
que esta localizada anteriormente a regido F2c do alvo, e se liga a ela, direcionando
a enzima para iniciar a extensao da nova fita. Nesse processo, a fita sintetizada pelo

primer FIP é deslocada simultaneamente (OLIVEIRA, 2016).

Ap0bs isso 0 mesmo processo acontece com os primers BIP (primer interno
sentido reverso) e B3, ja que o BIP é complementar a B2c e possui também uma
regiao sintética e o B3 que é complementar a uma regido anterior ao B2c. Apds a agao
desses quatro primers, o resultado é a fita de DNA com estruturas em loop (algas) nas
duas pontas, estas dobras sdo dadas pelas porcdes sintéticas inseridas nas novas

fitas como se observa na figura 4 (LEIN, 2022).
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Figura 4 - Esquema da etapa n&o-ciclica da LAMP. A) Desenho das seis regides distintas
da sequéncia alvo (F3c, F2c, F1c, B1, B2 e B3) e os primers. B) Inicio da etapa n&do-ciclica
e formagéao das algas. Fonte: Oliveira, 2016.
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e Etapa ciclica da LAMP:

A partir das fitas em loop, o alvo pode ser amplificado na etapa chamada
de ciclica, ou seja, aqui comeca o segundo momento da reagédo que é marcada pela
ciclagem e amplificagcédo, acontece quando o FIP se anela a uma porgdo complementar
da alca e da inicio a uma nova sintese, libera a fita anterior e forma outra estrutura em

loop. Depois a mesma situagédo acontece com o BIP (LEIN, 2022).

O terceiro momento € o da elongagao e reciclagem, onde, a partir das al¢as
formadas, as reagdes de sintese por deslocamento de fitas sdo sequencialmente
repetitivas, produzindo exponencialmente inumeros produtos de amplificagdo. Isso
resulta em produtos finais que n&do sao copias lineares de fita dupla ou simples, mas
sim de diferentes proporgdes, logo, é possivel a obtengédo de varias cépias do alvo,
com multiplos loops em uma mesma fita, em escala de 10°, isso em menos de 1 hora
(GONCALVES, 2014).

Além dos dois primers internos (FIP e BIP), existem outros dois primers
chamados de LF (Alca Anterior) e LB (Alca Posterior). Esses primers sé&o
complementares as sequéncias localizadas entre as regides F1 e F2 e B1 e B2, que
sao regides nao acessadas pelos primers internos, e que quando acessadas sao
capazes de acelerar a reacdo de amplificacdo para finaliza-la com mais quantidade
de DNA e com maior rapidez (RIBEIRO et al., 2022).

Todo este processo € possivel devido a utilizagdo da Bst DNA polimerase,
que é responsavel pela amplificacdo isotérmica do gene alvo, ocorrendo em
temperaturas aproximadas de 55 a 65 °C. Isso permite que a reagao seja realizada
em um banho-maria, dispensando a necessidade de um termociclador. O tempo de
reacdo € em torno de 60 minutos, e o resultado pode ser obtido no mesmo tubo
através de uma reagao colorimétrica (NUNES et al., 2013). Dadas essas condi¢des
da realizagdo da técnica, a sua simplicidade levou ao seu uso na deteccdo de
diferentes patégenos bacterianos e virais de peixes, por isso, 0 método poderia ser

utilizado potencialmente em campo (CAIPANG et al, 2010).
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e LAMP e a deteccao de patdgenos:

O ensaio LAMP, se mostrou sensivel e especifico a varios patdgenos como
por exemplo, a bactéria causadora da Peste, detectando até 10 pg de DNA de Yersinia
pestis (NUNES et al., 2013). A técnica também se mostrou especifica, sensivel e de
baixo custo para a detecgao da espécie Wolbachia pipientis, uma bactéria intracelular
que infecta artropodes e alguns nematddeos, causando alteragdes reprodutivas em
seus hospedeiros (GONCALVES, 2014). Sendo assim também uma alternativa

promissora para a detecgao de S. agalactiae.
e Deteccao Visual do Ensaio:

O resultado do teste pode ser visualizado pelo método da turbidez, uma
vez que o subproduto da LAMP ¢ o pirofosfato de magnésio, que causa a precipitacéo
e consequentemente a turbidez da solucdo, servindo como indicador de resultado
positivo (RIBEIRO et al., 2022). Outro método bastante eficiente é a detecgdo com
agentes intercaladores de DNA, que auxiliam na confirmagdo da amplificagao,
possibilitando uma analise rapida e simples. Os marcadores fluorescentes
apresentam afinidade pelas bases de DNA, interagindo assim com as cdpias dos
fragmentos amplificados e gerando fluorescéncia. A intensidade da fluorescéncia é
diretamente proporcional a quantidade de fitas de DNA intercaladas, sendo a presenca
de fluorescéncia um resultado positivo e a auséncia um resultado negativo (MAO et
al., 2012; BHIMANI et al., 2015).

Além disso, a deteccdo visual pode ser realizada por colorimetria, que
ocorre através da mudancga de cor da reagao induzida pela alteragdo no pH. Um
exemplo disso € o uso do corante Phenol Red. Essa substancia altera a coloragéo de
rosa para amarelo devido a mudanga de pH que ocorre pela sintese dos amplicons e
pela liberagcado dos prétons H*, que acidificam a reag&o. Portanto, € considerado um
resultado positivo se houver mudanga de pH (YOSHIKAWA, 2022).

Também € utilizada a deteccdo por ions metalicos, como o calcio e o
magnésio. Exemplos disso sao a utilizagao do hydroxy naphtol azul (HNB) e a calceina
(ZHANG et al, 2014). O hydroxy naphtol azul (HNB) € um indicador de metal que muda
de cor de acordo com a concentragdo de Mg?* na solugdo. Na auséncia de Mg?*,

apresenta um pico de absor¢cdo em 650 nm, o qual diminui a medida que a
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concentragcado desse ion aumenta. Dessa forma, o HNB promove a alteragao da cor
da solugéo, passando de violeta em concentragdes mais altas de Mg?* para azul
celeste a medida que a concentragdo desse ion diminui devido a precipitagdo como
pirofosfato de magnésio (ZATTI, 2016).

Por outro lado, a calceina combinada com ions de manganés € capaz de
gerar fluorescéncia no processo de amplificagdo. A amplificagao resulta na formagao
de ions de pirofosfato como subproduto, os quais se ligam e removem os ions de
manganés da calceina, desencadeando a emiss&o de fluorescéncia. A intensidade da
fluorescéncia é ainda mais acentuada quando a calceina se associa aos ions de
magnésio (TOMITA et al.,2008).
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3 OBJETIVOS
GERAL

Desenvolver o ensaio LAMP como um método de deteccdo simples e
rapido da bactéria Streptococcus agalactiae que infecta as Tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus) causando a doenga conhecida como Estreptococose.
ESPECIFICOS

e Padronizar a técnica LAMP qualitativa para a identificacdo de
Streptococcus agalactiae, utilizando amostras criopreservadas, otimizando
assim as condi¢cdes de reacdo, incluindo a temperatura e o tempo de

incubacao.

e Avaliar a especificidade dos primers para S. agalactiae através da utilizagao
de outras cepas bacterianas que sdao comumente encontradas em

ambientes de cultivo de tilapias.
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4 METODOLOGIA
4.1 CEPAS BACTERIANAS

Para o estudo foram selecionadas cinco culturas bacterianas, Aeromonas
sobria, Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae, Klebsiella pneumoniae, que
sao provenientes de um banco de isolados criopreservados com as principais
espécies circulantes nos tanques de produgcdo do Oeste do Parana, sendo ja
previamente identificadas por testes bioquimicos convencionais e pelo sistema
automatizado VITEK®2 Compact. Estas bactérias se encontram preservadas em
solugao salina 0,9% e glicerol, armazenados em freezer -80 °C no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica da Universidade da Integracao Latino-americana (UNILA).
Por outro lado, as amostras de Escherichia coli sdo provenientes do banco de cepas

da UNILA, sendo conservadas em meio LB com 50 % de glicerol (Figura 5).

Figura 5 - Bactérias criopreservadas sendo preparadas para reativagao.

4.2 CONDIGOES DE CULTIVO

As culturas de Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Streptococcus
agalactiae, Klebsiella pneumoniae, foram reativadas por semeadura em meio de
cultura Extrato de Levedura e posteriormente incubadas a 37 °C por 24 h. Para a
semeadura de Escherichia coli, foi utilizado o meio caldo nutriente e em seguida
incubada a 30 °C por 24 h (Figura6 e 7).
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Figura 7 - Cultivos bacterianos em meio Extrato de Levedura.

4.3 EXTRAGCAO DE DNA

A extracdo do DNA das 5 cepas utilizadas Aeromonas sobria, Aeromonas
hydrophila, Streptococcus agalactiae, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, foi
realizada através de um protocolo adaptado do Kit de Extracdo Geno Plus Genomic
DNA Sistema Miniprep (Viogene). Inicialmente, os pellets bacterianos foram
ressuspendidos, utilizando para cada amostra 300 ul de PBS estéril para assim depois
adicionar 1000 pl de tampéo RL, incubando por 5 minutos para a lise ocorrer. Logo
apos, foi adicionado 20 pl de solucéo de Proteinase K e também 180 ul de tampéo de
lise (LYS Buffer), e em seguida homogeneizado, para assim partir para incubagéo
durante 30 min a 60 °C. Posteriormente, foram adicionados e misturados 300 pl de
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tampéo FX, seguido de 200 pul de etanol 100 %. Esse preparado foi transferido para
uma coluna B/T Genomic, especifica do Kit, logo centrifugado a 8000 rpm por 2 min.
O tubo coletor foi entdo descartado, a coluna colocada em um novo tubo coletor e
acrescida de 500 pL de tampéo de lavagem WS e centrifugado a 8000 rpm por 2 min
e apos isso descartado o liquido que passou pela membrana de silica (etapa realizada
duas vezes). A coluna foi transferida para um novo microtubo para eluir o DNA em
200 pl de solucéo tris EDTA pré-aquecida a aproximadamente 70 °C, deixando assim
a coluna vertical por 1 a 5 min, em seguida, centrifugado na velocidade maxima por 1
a 2 min para eluir o DNA. A dosagem do DNA foi realizada com o equipamento
NANODROP ONE€® Thermo scientific e as amostras foram armazenadas em -20 °C.

4.5 PADRONIZACAO DO ENSAIO LAMP

Inicialmente, para a padronizacéo da técnica, foram utilizados 3 pares de

primers como se observa na tabela 1.

Tabela 1 - Primers a ser utilizados para detecgéo de S. agalactiae.

Primer Sequéncia (5'2> 3")
F3 ATATGATGCGCTTGAGCC
B3 ACCACCGTTATTGATGACTG
FIP GAGCAGCATTTGCATTAGCAACATATTTTGATGCTGAGACAATGACAC
BIP ACATCCTGAAATTGGAGAAGACTTTTTTCCTGACGAATATCTTCTGGAAT
LF TGCATGGTGCTTATCATGATGT
LB AGGCGCTCTTAGCTGATGT

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Os primers utilizados foram feitos utilizando como base o trabalho de Pepey
et al. (2021), eles foram projetados por Suebsing et al. (2013) baseados na sequéncia

de consenso do gene da superdxido dismutase (sodA) (Tabela 1).

Para a padronizacdo da reacdo foram utilizadas 3 temperaturas de
amplificacdo 55 °C, 60 °C e 65 °C, o tempo de incubacao foi de 1 hora e o tempo de
parada da reacao 2 min a 90 °C, utilizando como base os parametros mais citados
dentro da literatura (Figura 8). As amostras utilizadas para o teste de padronizagao
foram Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae e o controle negativo (Tabela
2).
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Tabela 2 - Temperaturas e amostras testadas para a padronizagao da LAMP.

Temperaturas da padronizacgao

55 °C 60 °C 65 °C
S. agalactiae S. agalactiae S. agalactiae
A. hydrophila A. hydrophila A. hydrophila
Controle Negativo Controle Negativo Controle Negativo

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

Figura 8 - Amostras testadas nas temperaturas de 65 °C e 60 °C.

A reacéo foi feita com seguindo os parametros do fabricante do Kit Bst 2.0
DNA Polymerase (New England BiolLabs), o volume total da reacdo foi de 25 pl
contendo o tampao 10x isothermal amplification buffer (20 mM Tris-HCI, 10 mM
(NH,).SO., 50 mM KCI, 2 mM MgS04, 0.1% Tween® 20) com concentragao final de
1x, 6 mM de MgSO4, 2 mM de cada dNTP, betaina 0,8 M, 8 U de Bst 2.0 DNA
Polymerase. Ja para os primers foi utilizada uma concentragéo de 0,2 yM para F3 e
B3, 1,6 uyM de FIP e BIP € 0,4 uM de LF e LB como se observa na tabela 3. Por ultimo,
para a analise dos resultados foi utilizado o reagente SYBR Green diluido em 1:10
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentragdes para reacdo de LAMP. S. agalactiae.

REAGENTES e deseiada . (deuso por amesira)
H.0 - - 7 L
formophol 10 10x L 2,54
Betaina 10M 0,8 M 2 uL
Mg SO, (100mM) 100 mM @ rﬁl\’;‘t'\gtal) 1,5 pL
dNTPs 10 mM 2 mM 0,5 pL de cada
F3eB3 100 mM 0,2 uM lpL
FIP e BIP 100 mM 1,6 uM 1pL
FLP e BLP 100 mM 0,4 M 1pL
Bst Polimerase 8000 U 8u luL
DNA - - 3uL
TOTAL 25 uL

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

4.6 ESPECIFICIDADE DOS PRIMERS

Ap0s a padronizagéo do ensaio LAMP, foram realizados experimentos com
outras bactérias presentes no ambiente como E. coli e bactérias causadoras de
doencas em tilapias como Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Klebsiella
pneumoniae e o patégeno de interesse Streptococcus agalactiae, para assim avaliar
a especificidade dos primers F3, B3, FIP, BIP, LF e LB (Figura 9).

Figura 9 - Primers FIP, BIP, F3, B3, LB e LF.
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O experimento foi realizado duas vezes e as condigdes de reagao foram as
mesmas utilizadas para a padronizagcdo como se observa na tabela 3, sendo a
temperatura da reacéo 60 °C durante 1 h e o tempo de parada da reagao foi de 2 min
a uma temperatura de 90 °C, além das bactérias foi utilizado um controle negativo na

reacao usando agua livre de nucleases (Figura 10).

S M0537S 8,000 U/ml

1,600 units Store at -20°C

For product details, visit www.neb.com/M0537

e
Typical LAMP Protocol
Inctibate the following reaction at%5°C for 3060 mins.

{ 25 l RXN
10X lsothermal Amplification Buffer 2551 | 1X (contains 2 mM MgSO,)
MgSO, (100 m) 1w |
ANTP Mix (10 mM)

FIP/BIP Primers (25X)
F3/B3 Primers (25X)
LoopF/B Primers (25X)

\ SN
Figura 10 - Teste da especificidade dos primers seguindo os
padrdes do fabricante para a execugédo da LAMP.
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5 RESULTADOS

Foi realizado o procedimento de detec¢cdao molecular de Streptococcus
agalactiae, que incluiu a extracdo de DNA das bactérias. Em seguida, foi feita a
padronizagdo do Ensaio LAMP utilizando Aeromonas hydrophila, S. agalactiae e um
controle negativo para cada temperatura testada. Apds determinar a temperatura ideal
para o ensaio, foi conduzido o teste de especificidade dos primers. Amostras de DNA
das cinco espécies de bactérias foram utilizadas, e os resultados correspondentes

podem ser observados nos respectivos topicos.
5.1 EXTRACAO DE DNA

Para a realizagdo do ensaio LAMP foi extraido o DNA das amostras, na
tabela pode ser observada a quantidade e a pureza de DNA medida com o

equipamento NanoDrop (Tabela 4).

Tabela 4 - Resultado da extragdo e dosagem do DNA das amostras.

Amostras ng/uL A260/A280 A260/A230
Streptococcus agalactiae 178.15 2.23 0.24
Aeromonas sobria 26 1.95 0.37
Aeromonas hydrophila 125.8 1.93 0.59
Klebsiella pneumoniae 249.9 2.03 0.85
Escherichia coli 143.9 2.22 1.12

Fonte: elaborado pelo autor, 2023.

5.2 PADRONIZACAO DO ENSAIO LAMP

Dentre os resultados da padronizacdo utilizando as 3 temperaturas
diferentes 55 °C, 60 °C e 65 °C, observou-se que a amplificacdo ocorreu na
temperatura de 60 °C, sendo esta a temperatura 6tima para as condi¢des utilizadas.
O teste colorimétrico utilizando SYBR Green | mostra a coloragcédo esverdeada de um
dos tubos, correspondente a amostra de S. agalactiae, indicando a ocorréncia de

amplificagdo (Figura 11).
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Figura 11 - Visualizagdo a olho nu da mudanga de coloragdo das amostras. (A)
Se observa as 3 amostras testadas na temperatura de 60 °C sendo a (1) S.
agalactiae positiva e as outras duas amostras negativas com uma coloracéo
alaranjada, (2) A. hydrophila e (3) o controle negativo. (B) Aqui se observa a
amostra de S. agalactiae com coloracdo verde indicando a presenca de
amplificagdo.

No teste de padronizagdo ndao houve reagao cruzada, a amostra (2) de
Aeromonas hydrophila mostrou um resultado negativo para amplificagdo, assim como
o controle negativo, onde também n&o foram detectados amplicons. Esses resultados
indicam que a temperatura de 60 °C foi adequada para as condi¢cdes da reacao, pois
nao houve amplificagdo indesejada e os controles negativos deram resultados

esperados.
5.3 ESPECIFICIDADE DOS PRIMERS

No teste de reacao cruzada, no primeiro experimento realizado foi possivel
observar que as amostras 2, 3, 4, 5 e 6 tiveram uma coloragao alaranjada o que indica
a auséncia de amplicons como era esperado, ou seja, ndo houve amplificagéo
inespecifica do material genético de outras espécies. Por outro lado, a amostra 1 teve

uma coloragao verde, indicando um resultado positivo (Figura 12).
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Figura 12 - Visualizag&o a olho nu da mudancga de coloragédo nas amostras. (A) Aqui se observa
que a amostra (1) Streptococcus agalactiae, adquiriu uma coloragdo verde mostrando-se
positiva para a presenga de amplicons enquanto a amostra (2) Aeromonas sobria, (3)
Aeromonas hydrophila, (4) Klebsiella pneumoniae, (5) Escherichia coli e (6) Controle Negativo,
apresentaram coloragao alaranjada indicando auséncia de amplificagdo (B) Pode-se observar
uma imagem ampliada do resultado positivo para (1) S. agalactiae e (2) o Controle Negativo na
coloragao alaranjada sem amplificagao.

Os resultados da repeticdo do experimento mostraram que novamente
houve amplificacdo somente para S. agalactiae e auséncia de amplicons para as
outras amostras de bactérias testadas (Figura 13).

Figura 13 - Detecgao visual das amostras. Pode-se observar que a amostra de (1) Streptococcus
agalactiae é positiva para a amplificagdo e as amostras (2) Aeromonas sobria, (3) Aeromonas
hydrophila, (4) Klebsiella pneumoniae, (5) Escherichia coli e (6) Controle Negativo, sdo negativas.
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que aproximadamente 50 paises, exceto a Antartica, criam a
tildpia do Nilo para fins de consumo. Por isso, O. niloticus ocupa o sexto lugar entre
as espécies cultivadas, que servem nao s6 como fonte de alimento, mas também
como fonte de empregos, sendo de grande importancia na economia de varios paises
(OSMAN et al., 2021). Porém, existem uma série de doengas que podem comprometer
a criagcao destes peixes, entre elas uma causada por Streptococcus agalactiae,
bactéria considerada como uma ameaca a saude publica, podendo infectar humanos
por lesbes acidentais durante o manuseio de peixes frescos contaminados
(SUEBSING et al., 2013).

Diante deste cenario, € crucial a detecgao de patdégenos para diagnosticar
este tipo de doencas e poder administrar o tratamento adequado. Por exemplo, a
utilizagao de antibioticos para o tratamento de infec¢des por Streptococcus spp. ainda
€ um pouco controversa, pois estudos demonstraram que esta bactéria pode
sobreviver no interior de macrofagos, onde muitas drogas antimicrobianas nao
conseguem atingi-la (RIBEIRO, 2016). Embora os testes bioquimicos sejam
importantes ferramentas para detecgdo, os testes moleculares, como a PCR,
ribotipagem e métodos novos, como o ensaio LAMP, sdo necessarios para confirmar
as identificacdes das espécies (SUEBSING et al., 2013).

Esta ultima técnica apresenta uma série de vantagens, atraindo a atengao
dos pesquisadores, pois a rea¢ao pode ser realizada em qualquer laboratério com o
uso de equipamentos simples, como banho-maria ou banho seco. Além disso, tem
curta duracdo, alta sensibilidade e seletividade na amplificagdo. Nao requer o
processo de desnaturagcdo da amostra de DNA por temperatura e € menos sensivel a
inibidores de reacdo em comparacdo com a PCR. Também, os resultados podem ser
observados a olho nu (LEIN, 2022). Isto foi visto no experimento, onde o método
utilizado foi o de coloracdo com SYBR Green |. Apds a parada da reacao e a adigao
da substancia, a mudancga de coloragao ocorreu de forma instantanea, permitindo a
visualizagao do resultado positivo para a presenca de Streptococcus agalactiae, que
apresentou coloracado verde. As amostras negativas das outras bactérias em teste
apresentaram uma coloragao alaranjada (Figura 11 e 12).
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Além disso, existem estudos como os de Pepey et al (2021), onde a LAMP
foi combinada com a tecnologia FTA utilizando os cartdes chamados FTA elute para o
diagnodstico de S. agalactiae, simplificando a coleta de amostras sendo uma
abordagem atraente para atividades de trabalho de campo em areas tropicais, se
apresentando como uma alternativa prometedora para melhorar manejo da saude nas
fazendas de peixes. Logo, a LAMP pode ser utilizada desde em laboratérios com

infraestrutura mais simples até em campo.

A padronizagao da técnica foi rapida e simples. Apds consultar a literatura,
foram escolhidas trés temperaturas para a padronizacao: 55 °C, 60 °C e 65 °C. O
tempo mais citado foi de 1 hora, e a temperatura de parada da reacao foi de 90 °C por
2 minutos. O resultado obtido foi a amplificagcdo a 60 °C. No experimento realizado,
nao houve amplificacdo na temperatura de 65 °C, que foi a temperatura de
amplificagdo mencionada no artigo-base dos primers. Isso pode ser devido ao fato de
que uma técnica molecular possui varios parametros que podem afetar a reagao.
Assim como a PCR, a LAMP é uma técnica molecular e seu desempenho pode ser
influenciado ndo apenas pela concentracido de primers e pela temperatura, mas
também pela concentragdo de diferentes reagentes, especialmente

desoxinucleotideos, cloreto de magnésio e a enzima (OLIVEIRA, 2009).

Um dos grandes desafios para uma reagao altamente eficiente de LAMP é
o design dos primers espécie especificos. Esses primers devem atender a certos
critérios, como porcentagem de G/C, concentracdo, localizagdo dos pares de
nucleotideos e distancia entre regides do DNA. Além disso, eles ndo devem criar uma
estrutura de fita dupla na temperatura que sera usada no experimento ou dentro da
faixa na qual amplifica a bst polimerase (LEIN,2022). Dado isso, apesar de que 0s
primers foram baseados no trabalho de Pepey et al. (2021), é crucial realizar o teste
de especificidade dos primers para verificar se ndo existe reagcado cruzada, além de
que especialmente na LAMP deve ser feita uma escolha de regides de anelamento
dos iniciadores na extremidade 3’ de F3; F2; B2 e B3 e na 5 de F1c e B1c, que
garantam suficientes incompatibilidades entre a espécie alvo e as ndo-alvo (NOTOMI
et al., 2000).

Os resultados mostraram que os primers FIP, BIP, F3, B3, LF e LB foram

especificos para a amplificagdo da amostra de S. agalactiae, ndo havendo
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amplificagdo cruzada. O tubo contendo a amostra de Streptococcus agalactiae
adquiriu coloragdo verde apos adicdo do corante SYBR Green |, enquanto as
amostras de Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, Klebsiella pneumoniae,
Escherichia coli e o Controle Negativo permaneceram com coloragdo alaranjada,

indicando resultado negativo (Figura 12 e 13).

No desenvolvimento do Ensaio LAMP para este estudo, foi utilizado o
corante SYBR Green | a diferengca do artigo-base de Pepey et al. (2021), onde
utilizaram Phenol Red como método de visualizacdo. O uso do Phenol Red na
deteccao visual da LAMP possui algumas limitagdes, como menor sensibilidade em
comparagao ao SYBR Green |. Além disso, a interpretagao dos resultados pode ser
subjetiva, pois a mudancga de cor pode nao ser tao visivel quanto a do SYBR Green |
(WONG et al, 2015). Isto porque o corante SYBR Green |, € capaz de detectar baixas
concentragbes de DNA amplificado, tornando-o altamente sensivel para a deteccao
de produtos de amplificagao na técnica LAMP e tem facilidade de uso, ja que é de facil
aplicacdo, ndo exigindo equipamentos complexos ou procedimentos complicados.

Basta adicionar o corante a reacao e visualizar os resultados (MORI et al, 2001).

Apesar da coloracdo com SYBR Green | ser um método simples, ele tem
uma desvantagem em relagdo aos outros métodos colorimétricos, se ele for
adicionado no inicio da reacdo, este corante inibe a reacdo de amplificacao,
impossibilitando a sua adi¢édo prévia na reagao (MAO et al., 2012). Por isso, ele deve
ser colocado apds a reacdo de amplificagdo ter ocorrido, entre tanto, isso pode
aumentar o risco de contaminagdes ja que a LAMP atinge a escala de 10° copias
(GONGCALVES, 2014).

Para a visualizacdo dos resultados neste trabalho, ndo foi utilizada a
eletroforese com gel de agarose, pois a diferenga da PCR convencional, a LAMP
forma bandas de diferentes tamanhos e pesos moleculares, ja que seus produtos sdo
estruturas variadas, sendo também uma alternativa lenta e com risco de
contaminagdes cruzadas entre as amostras devido a grande quantidade de amplicons
gerados na reagao, nao sendo o método de detecgao mais recomendado (CHAOUCH,
2021).
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Desde a realizacdo da reacao até o método de visualizacdo, a LAMP se
mostrou uma técnica rapida e simples de ser realizada. Além disso, em relagdo ao
custo, no trabalho de Ximenes (2021) e também no estudo de Gongalves (2014),
resultados similares foram obtidos. O custo do ensaio LAMP se mostrou
aproximadamente 53,92% menor em relagédo a PCR convencional. Ja no trabalho de
Silva (2019), foi feita uma comparagéao entre o diagndstico de RT-LAMP para o virus
ZIKA em comparagao com a técnica de qRT-PCR. O custo por reagcao da LAMP foi de
aproximadamente R$ 1,00, e o da qRT-PCR R$ 43,00 mais caro, além de se mostrar

mais sensivel que a técnica padrao-ouro para o diagnostico dessa doenca.

Neste trabalho, ndo foi incluida a PCR nos experimentos como método
comparativo, porém € importante ressaltar que, como € o método molecular mais
utilizado atualmente, cabe mencionar, de forma comparativa, as vantagens e
desvantagens de ambos os métodos. Em resumo, a LAMP se mostrou mais sensivel
e especifica em diversos estudos, além de apresentar custo mais baixo. Isso se aplica
tanto em comparagado com a PCR convencional quanto com a qPCR no diagndstico

de varios patdégenos.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Foi possivel desenvolver o ensaio LAMP como um método simples e rapido
para a detecg¢ao de Streptococcus agalactiae, que infecta tilapias do Nilo. Além disso,
a técnica foi padronizada otimizando as condi¢cdes de reacdo. Os primers FIP, BIP, F3,
B3, LF e LB demonstraram especificidade para a detecgdo de S. agalactiae em
relagdo a outros patdégenos comumente encontrados em tilapias e no ambiente em
que vivem. Esses resultados foram obtidos utilizando amostras de bactérias

previamente isoladas e criopreservadas.

Recomenda-se, como perspectiva para pesquisas futuras, a utilizacao de
amostras frescas de tecido de tilapias infectadas para verificar outros parametros,
como a sensibilidade do teste. Também, seria interessante avaliar os custos do
diagnostico de S. agalactiae em comparagdo com outros métodos moleculares

disponiveis.
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