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RESUMO

A lactococose é uma enfermidade causada por bactérias Gram-positivas
do gênero Lactococcus, que causam, principalmente, septicemia
hemorrágica hiperaguda. Esta doença tem sido considerada emergente e
pode apresentar-se como risco para a produção aquícola mundial. No
Brasil, os agentes etiológicos detectados em surtos de lactococose são: L.
garvieae (LG), L. petauri (LP) e L. formosensis (LF). O estudo de
diversidade genética das amostras de Lactococcus spp. possui uma
importância epidemiológica, fornecendo informações das relações
genéticas entre isolados e indicando distribuição geográfica e temporal. O
objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética dos isolados
brasileiros de Lactococcus spp. obtidos de espécies de peixes nativos,
através das técnicas de BOX-PCR e RAPD-PCR. Para tanto, foram utilizados
36 isolados (LG = 14; LP = 17; LF = 5), obtidos de diferentes espécies de
peixes nativos (pintado = 3; cachara = 2; surubim híbrido = 11; pirarucu
= 10; tambaqui = 3; matrinxã = 4; pacamã = 1; trairão = 1; pirarara = 1)
cultivados em seis estados (AM; BA; MG; MS; PA, SP). Todos esses isolados
foram identificados previamente à nível de espécie pelo sequenciamento
do gene gyrB. Os isolados foram estriados em ágar MRS e incubados à
28ºC por 72 h. Após o crescimento, colônias foram coletadas para
extração de material genético e quantificação. O DNA foi usado como
template nas reações de RAPD-PCR e BOX-PCR. Os amplicons foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com
brometo de etídio, e visualizados em transiluminador. As imagens foram
capturadas usando fotodocumentador e analisadas usando o software
BioNumerics. Coeficiente de Dice e abordagem UPGMA foram usados para
avaliar a similaridade entre os padrões de bandas identificados. Isolados
que apresentaram similaridade ≥ 80% foram considerados clonalmente
relacionados. O poder discriminatório das técnicas foi calculado usando o
índice de diversidade de Simpson e o índice ajustado de Rand (IR) foi
calculado para quantificar a congruência entre os diferentes métodos. Os
14 isolados de LG avaliados apresentaram 06 padrões genéticos distintos
no RAPD-PCR e 05 no BOX-PCR, com similaridade de 29.02% e 64.33% e
poder discriminatório de 0.813 e 0.780, respectivamente. Os 17 isolados
de LP apresentaram 6 padrões de bandas no RAPD-PCR e 3 no BOX-PCR,
com similaridade de 56.86% e 63.88% e poder discriminatório de 0.654 e
0.412, respectivamente. Enquanto os isolados de LF apresentaram 04
padrões de bandas no RAPD-PCR e 02 no BOX-PCR, com similaridade de
47.21% e 59.52% e poder discriminatório de 0.900 e 0.4,
respectivamente. Pelo IR observou-se uma baixa congruência entre as
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técnicas de RAPD-PCR e BOX-PCR para isolados de LG (0.329) e LP
(0.007). Por outro lado, os isolados de LF demonstraram uma congruência
de IR  = 1. Ambas as técnicas de genotipagem permitiram a discriminação
de isolados de Lactococcus spp. em diferentes grupos genéticos, contudo,
a técnica de RAPD-PCR teve um maior poder discriminatório,
independente da espécie bacteriana. É possível concluir que os isolados
brasileiros de Lactococcus spp. obtidos de peixes nativos constituem uma
população geneticamente diversa. Financiamento: CAPES (Processo:
88881.200614/2018-01) e FAPEMIG (APQ-01227-22)
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