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Avaliacéo da viruléncia de duas estirpes de

Tenacibaculum maritimum por métodos in vitro

INTRODUCAO

g Tenacibaculum maritimum é o agente etiol6gico de uma doenga ulcerativa conhecida como Flexibacteriose [1]. E

um organismo de crescimento lento e cuja cultura levanta problemas [2]. Sendo este agente patogénico a causa de

importantes prejuizos na produgdo comercial em aquacultura do linguado (Solea senegalensis), é importante
desenvolver esfor¢os no sentido de melhorar o conhecimento dos mecanismos de interagdo patogénio/hospedeiro,
pois todo o conhecimento acrescido podera ajudar na aplicagdo de imunoestimulantes e no desenvolvimento de
vacinas, podendo no futuro conduzir a melhores praticas de prevengdo e maneio, e contribuir para a eliminagdo dos

Solea senegalensis (aprox. 3509) ’ ¥

problemas levantados por esta infecgdo na aquacultura do linguado.

MATERIAL E METODOS

Tenacibaculum maritimum ACC6.1 e
ACC13.1

1 x108%; 1x10% 1 x 10° cfu/ml

iva ou morta por UV dependendo do ensaio

Monocamada de células no fundo plano
do pogo nas placas de 96 pogos.

Gradiente de  Percoll
34:51% para separacao do
anel de leucécitos do rim
anterior

RESULTADOS

Tabela 2

Tabela 1
Producdo do anido O,

(nmoles) extracelular por
leucocitos do rim anterior de S. senegalensis
estimulados com diferentes concentracdes de 2 estirpes
(ACC6.1 e ACC13.1) de T. maritimum.

anterior

Explosdo Respiratéria

Reducéo do ferrocitocromo C
pelo anido O,

30min — 18°C

Producéo de Oxido Nitrico

Reaccao de Griess —
guantificac@o de nitritos do
sobrenadante dos leucécitos

72h —18°C

Producédo de 6xido nitrico (UM) de leucécitos do rim
de S.
diferentes concentragcbes de 2 estirpes (ACC6.1 e
ACC13.1) de T. maritimum.

senegalensis estimulados

Estirpes Bactéria (cfu/ml) Estirpes

Bactéria (cfu/ml)

1x 103 1x10* 1x10°

1x108

1x 10* 1x10°

ACC6.1 058+0,18 1,02+0,12 6,56+0,29

ACC13.1 0,63+0,16 0,97+0,16 3,19+0,21

ACC6.1 1,63+0,34 2,20+0,45 7,53+1,81

ACC13.1 1,47+0,26 1,82+0,42 2,98+ 0,39

Todos os valores foram apresentados como média + desvio padrdo (ANOVA duas vias;
P>0,001). Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS 15.0

para WINDOWS. para WINDOWS

DISCUSSAO

ﬁ: dados obtidos no presente estudo mostram pela primeira veza
respostas celulares do linguado perante um desafio com T.
maritimum. A exploséo respiratéria e a producao de éxido nitrico sdo
mecanismos criticos na limitagdo do crescimento de agentes
patogénicos [3]. Assim, para a concentracdo mais alta verificou-se
que a estirpe ACC6.1 induz uma resposta superior a da estirpe
ACC13.1, o que podera ser indicativo de que a estirpe ACC6.1
apresenta um grau de viruléncia superior. Em estudos anteriores no
nosso laboratério, Costas et al. (comunicacdo pessoal) verificaram
que células do rim anterior do linguado infectadas com
Photobacterium damselae subsp. piscicida apresentavam uma maior
producdo de anido O, quando desafiadas com a estirpe mais
virulenta. O facto de nado existirem diferengas significativas entre
estirpes quando utilizadas concentragtes de bactéria inferiores a 1 x

Todos os valores foram apresentados como média + desvio padréo (Teste Kruskal-Wallis;
P>0,001). Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS 15.0

CONCLUSOES

/gn os resultados obtidos\no\
nosso estudo podemos sugerir
gue a estirpe ACC6.1 podera ser
mais virulenta do que a ACC13.1.
No entanto, estudos de desafio
com estas estirpes e com a
utilizacédo de ferramentas
moleculares, poderdo ajudar a
clarificar esta hip6tese, assim
como dar mais indicios na

10° cfu/ml, pode ser indicativo de que 0s ensaios ndo s&o
uficientemente sensiveis para detectar eventuais diferencas. /
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