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EBERHARDT, B.G. Avaliacdo de micro-organismos zoonéticos em filés de
tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus). Botucatu, 2018. 71p. Tese (Doutorado)
— Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Cinquenta filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) obtidos em mercado de peixes
no municipio de Ourinhos, Estado de Sdo Paulo, foram analisados quanto a prevaléncia
para Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Mycobacterium spp. e Cianobactérias.
Amostras de musculo foram avaliadas por PCR para Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella tarda e Mycobacterium spp., enguanto que as amostras para
cianobactérias foram analisadas por PCR em Tempo Real (QPCR). Os resultados
obtidos demonstraram auséncia de Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda nas
amostras de filés. A prevaléncia para Mycobacterium spp. foi de 100% (50/50).
Realizacdo posterior de sequenciamento revelou Mycobacterium gordonae. Esta
bactéria é considerada um colonizador comum, normalmente nao patogénico, porém,
ha relatos de literatura que demonstram risco de infeccdo em individuos
imunossuprimidos e até mesmo imunocompetentes. A taxa de prevaléncia para
cianobactérias foi de 48% (24/50). As cianobactérias (algas azuis) produzem grande
quantidade de metabdlitos bioativos ou mesmo toxicos, incluindo toxinas associadas a
problemas ambientais e de saude publica. Considerando a natureza e o papel das
cianobactérias como patdgenos emergentes, a elevada prevaléncia deste organismo
em um alimento popular como o filé de tilapia do Nilo desperta preocupacédo, uma vez
que os métodos tradicionais de inspecéo sdo incapazes de detectar o patdgeno, pelo
fato de ndo provocar alteracdes macroscoépicas nos produtos, bem como pelo potencial
de toxicidade para humanos. Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios a fim de
entender se estes compostos toxicos estao presentes nos peixes e, caso estejam, se

podem sofrer bioacumulacdo em niveis suficientes para afetar a salde humana.

Palavras-chave: Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Mycobacterium spp,
Mycobacterium gordonae, cianobactéria, cianotoxina, tilapia do Nilo, Oreochromis
niloticus, diagndstico.



EBERHARDT, B.G. Evaluation of zoonotic pathogens in Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) fillets. Botucatu, 2018. 71p. Tese (Doutorado) —
Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Fifty fillets of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) from a Ourinhos fish market, Sao Paulo
State (Southeast Brazil) were analyzed for the prevalence of Aeromonas hydrophila,
Edwardsiella tarda, Mycobacterium spp. and cyanobacteria. Muscle samples were
evaluated by PCR for Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda and Mycobacterium
spp. Samples for cyanobacteria were analyzed by real time PCR. Both Aeromonas
hydrophila and Edwardsiella tarda were not present in fish samples. The prevalence
of Mycobacterium spp. was 100% (50/50). Sequencing revealed Mycobacterium
gordonae. This agent is usually a ubiquitous and commonly nonpathogenic colonizing
organism, although many research publications have reported disease in
immunocompromised or even in immunocompetent patients. Prevalence for
cyanobacteria was 48% (24/50). Cyanobacteria (blue-green algae) produce a diversity
of toxic or otherwise bioactive metabolites, including a number of toxins that have been
associated with human and environmental health concerns. Considering the nature and
role of cyanobacteria as a pathogen of emerging importance, the high prevalence of this
organism in a popular food item such as Nile tilapia raises concern, since no macroscopic
alterations can be detected through regular food inspection methods. However, further
studies are necessary in order to understand whether these compounds are present in

fish and, if so, if they could accumulate sufficiently to affect human health.

Key words: Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Mycobacterium spp,
Mycobacterium gordonae, Cyanobacteria, cyanotoxins, Nile tilapia, Oreochromis
niloticus, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

Segundo relatério da Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagédo e a
Agricultura (FAO, 2014), a carne de peixes desempenha papel de suma importancia na
alimentagdo mundial, cujo consumo per capita subiu de 9,9 kg na década de 60, para 19,2
kg em 2012, correspondendo a cerca de 17% de toda a proteina consumida no mundo.
Além de sua importancia nutricional, estima-se que a atividade pesqueira empregue cerca
de 60 milhdes de pessoas, sendo o sustento de 10 a 12% de toda a populagdo mundial.

No que concerne a produgao pesqueira na América do Sul, de acordo com o ultimo
Boletim Estatistico de Pesca e Aquicultura, elaborado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (MPA, 2011), o Brasil ocupa o 3° lugar, atras de Peru e Chile, com
aproximadamente 1,3 milhdo de toneladas produzidas, o que representa um incremento
de aproximadamente 13,2% em relagéo a 2010.

Frente a um cenario mundial de crescimento populacional acelerado, onde espera-
se que o planeta alcance a marca de 9,6 bilhdes de pessoas em 2050, surgem dois
enormes desafios: fornecer alimento seguro para a populacdo mundial e, a0 mesmo
tempo, garantir que as reservas naturais estejam protegidas para as futuras geragdes.
Levando-se em consideracdo a necessidade dos humanos por uma dieta balanceada, o
pescado torna-se uma das principais opc¢des disponiveis, devido ao seu excelente valor
nutritivo, com altos teores de vitaminas A e D, calcio, dmega-3 e fésforo, baixa quantidade
de lipidios, os quais apresentam alta qualidade, além da presencga de proteinas de elevado
valor biolégico (HUNTER e ROBERTS, 2000).

Dentre as espécies de peixe mais consumidas no Brasil, destaca-se a espécie
Oreochromis niloticus, popularmente conhecida como “tilapia do Nilo”. Segundo dados do
IBGE (2016), a produgao de tilapia no Brasil aumentou 9,7% em 2015 e chegou a 219 mil
toneladas entre janeiro e dezembro, sendo a espécie predominante na piscicultura no
pais, representando 45,4% da produgao total.

O pescado pode ser contaminado com o mais amplo e variado grupo de micro-
organismos, bem como por residuos de produtos quimicos, a partir de aguas
contaminadas ou poluidas dos estuarios e das bacias pesqueiras. Dentre os micro-
organismos de risco, destacam-se os agentes bacterianos, os quais, notadamente, podem
desempenhar importante papel zoondético. De acordo com Haenen et al. (2012), as
infecgbes zoonoticas transmitidas por peixes podem ocorrer de duas maneiras:

1) Topicamente, pelo contato direto com os animais aquaticos ou com seus

produtos;
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2) Infecgdes alimentares, causadas pela ingestao de produtos aquaticos crus ou
mal cozidos contaminados.

Dentre as bactérias responsaveis pela transmissdo de zoonoses, Aeromonas
hydrophila (DASKALOV, 2006), Edwardsiella tarda (GRIFFIN et al., 2013) e
Mycobacterium spp. (HAENEN et al., 2012) tém sido implicadas em perdas significativas
em instalagdes de aquicultura em todo o mundo, bem como em surtos alimentares apés
ingestdo de carne de peixe crua, consideradas doengas de risco para a saude publica,
associadas com a aquicultura (LEHANE e RAWLIN, 2000).

Igualmente, as cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, produzem
grande variedade de metabdlitos tdxicos ou bioativos, os quais tém sido associados a
problemas ambientais e de saude em humanos (FUNARI e TESTAI, 2008). Destes, talvez
0s mais estudados sejam as microcistinas. Varios estudos tém sugerido que as
microcistinas, assim como outras toxinas de algas, podem se acumular em peixes e outros
animais aquaticos para alimentagcdo humana, estando associadas a lesdo hepatica em
mamiferos (MAGALHAES et al., 2003; XIE et al., 2005; WILSON et al., 2006; IBELINGS
e CHORUS, 2007).

As zoonoses transmitidas pelos peixes tém recebido crescente atencao a medida
que métodos microbiolégicos e moleculares mais eficientes tém possibilitado a
identificagcdo de novos patdgenos bacterianos em hospedeiros humanos (GAUTHIER,
2015). Nesse contexto, a Reagdao em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma técnica de
extrema importancia para a deteccdo e compreensao da patogenia destes micro-
organismos implicados em doencas de alto impacto em aquicultura, assim como em
quadros zoondticos. Conjuntamente a PCR, a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE — HPLC, na sigla em inglés), é atualmente o método mais utilizado para
a identificacdo e quantificacdo de cianotoxinas, o qual, além de apresentar sensibilidade
e especificidade, possibilita a identificacdo e quantificagcdo individual de microcistinas
(HARADA et al., 1999). Desta forma, quando utilizada, possibilita ndo somente identificar
a presenca da microcistina nos tecidos animais, mas também quantifica-la, auxiliando no

estudo e compreensao das cianobactérias, o que a torna valiosa em Saude Publica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aeromonas hydrophila

Atualmente, sdo conhecidas 24 espécies do género Aeromonas spp. (JANDA e
ABBOTT, 2010). Aeromonas hydrophila (A. hydrophila) € um bacilo gram-negativo
(Figuras 1 e 2), mesdfilo, pertencente a familia Aeromonadaceae, nao formador de esporo
e anaerobico facultativo (IGBINOSA et al., 2012; ALl et al., 2014; KORKOCA et al., 2014),
considerado patdégeno aquatico emergente, amplamente distribuido no meio ambiente
(DASKALOQV, 2006) e representa um problema preocupante para a Saude Publica e para
a saude animal, devido a alta patogenicidade (EDBERG et al., 2007). Este patogeno tem
sido descrito como causador de doengas em varias espécies de sangue frio (peixes,
répteis e anfibios), bem como em mamiferos e aves (SWANN e WHITE, 1991; GOSLING,
1996; AUSTIN e ADAMS, 1996), capaz de ser transmitida de animais para humanos, e
vice-versa (LEHANE e RAWLIN, 2000; DASKALOV, 2006; HAENEN et al.,, 2012),

caracterizado, portanto, como zoonose.

FIGURA 1. Aeromonas hydrophila aderida a células epiteliais humanas. Fonte:

https://microbewiki.kenyon.edu

FIGURA 2. Aeromonas hydrophila. Coloragdo Gram negativa. Fonte:
https://pt.wikipedia.org/wiki/Aeromonas
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Segundo Palumbo (1996), A. hydrophila tem sido isolada de uma ampla gama de
produtos animais e vegetais, incluindo carne vermelha crua, carne de aves, peixes, frutos
do mar, produtos lacteos, vegetais e alimentos mistos.

Bactérias do género Aeromonas séo capazes de sobreviver e multiplicar em baixas
temperaturas em grande variedade de produtos alimenticios estocados entre 2 e 10°C, tal
como carne bovina crua, carne assada e carne suina (KROVACEK et al., 1992; MANO et
al., 2000) e podem produzir fatores de viruléncia mesmo em tais condigbes (MATEOS et
al., 1993; MERINO et al.,1995).

Parker e Shaw (2010) observaram que Aeromonas spp. possuem fatores de
viruléncia, tais como hemolisinas, aerolisinas, proteases, adesinas, enterotoxinas, lipases
e fosfolipases. Infecgdes causadas por Aeromonas spp. podem levar a quadros de
gastroenterite, septicemia, meningite, sindrome respiratéria e sindrome hemolitico
urémica.

A presenca de Aeromonas spp. tem sido relatada em produtos lacteos (4%),
vegetais (26-41%), carne vermelha e carne de frango (3-70%), embora a maior frequéncia
de amostras positivas tenha sido isolada de frutos do mar (31-72%) (JANDA e ABBOTT,
2010). A identificacdo de Aeromonas spp. de origem alimentar mostra predominancia de
A. hydrophila (YUCEL e CITAK, 2003; HERRERA et al., 2006; SALAH EL-DIEN e SAMI,
2009; ERDEM et al., 2010; XANTHOPOULOS et al., 2010; SHARMA e KUMAR, 2011;
OSMAN et al., 2012). Embora A. hydrophila seja a espécie mais comumente relatada
como tendo potencial zoonético, pode haver relatos por A. sobria e A. caviae (KHARDORI
e FAINSTEIN, 1988; VARTIAN e SEPTIMUS, 1990; NOGA, 2010).

A. hydrophila esta presente em todos os tipos de ambientes aquaticos, tendo sido
isolada a partir de agua potavel e alimentos, o que a torna sério problema em termos de
Saude Publica e saude animal (EDBERG et al., 2007). Este agente bacteriano acomete
diversas espécies de peixes de agua doce no mundo todo (AUSTIN & ADAMS, 1996),
causando surtos em fazendas pesqueiras com altas taxas de mortalidade e perdas
econdmicas elevadas para a industria de aquicultura (FANG et al., 2004).

Em geral, sdo necessarios fatores de estresse ambiental ou coinfecgdo com outro
agente para que ocorra infeccao de peixes por A. hydrophila. As lesdes séo consistentes
com sepse, incluindo petéquias na pele e barbatanas, ulceracdes e eritema da pele,
anorexia, exoftalmia e ascite (Figuras 3, 4, 5) (AGNEW e BARNES, 2007; NOGA, 2010).
Reservatoérios de agua contendo altos niveis de nutrientes podem propiciar o aumento de
Aeromonas spp., 0 que pode representar risco de infec¢cdo para humanos, por meio de

feridas ou da ingestéo.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713505000587#bib67

FIGURA 3. Peixe infectado por Aeromonas hydrophila, apresentando ulceragao superficial
de pele. Fonte: Noga, E.J. Fish Disease — 22 Edicao (2010).

FIGURA 4. Peixe infectado por Aeromonas hydrophila, apresentando ulceragao profunda

e extensa de pele. Fonte: Noga, E.J. Fish Disease — 22 Edi¢ao (2010).

FIGURA 5. Peixe infectado por Aeromonas hydrophila, apresentando regidao urogenital

hiperémica e edemaciada. Fonte: Noga, E.J. Fish Disease — 22 Edigao (2010).

O papel potencial de A. hydrophila em infecgdes gastrintestinais em humanos foi
citado por Kirov (2003), segundo o qual, a maior parte dos casos de gastroenterite (> 85%)
séo atribuidos a trés espécies de Aeromonas spp., incluindo, A. hydrophila.

A. hydrophila se destaca como importante patdégeno alimentar, implicada em
diversos episédios, os quais vao desde quadros de diarreia aguda (POGORELOVA et al.,
1995), septicemia fatal (SHIINA et al., 2004), agente complicador em pacientes
apresentando cirrose hepatica (QU et al., 2003), infeccdo ocular em pacientes
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imunocomprometidos, pneumonia fatal em uma crianga de 5 anos (KAO et al., 2003) e,
mais raramente, fasceite necrosante, a qual pode acometer pacientes imunodeprimidos,
apresentando queimaduras ou que tenham sofrido trauma fisico em ambientes aquaticos
onde a bactéria se faz presente (MINNAGANTI et al., 2000).

2.2 Edwardsiella tarda

Edwardsiella tarda (E. tarda) é um bacilo gram-negativo intracelular facultativo
(Figura 6), anaerdbio facultativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae, que mede
cerca de 2-3 ym de comprimento e 1 ym de didmetro (WOO e BRUNO, 2010). Esta
bactéria esta envolvida diretamente em quadros de doengas em muitas espécies de
peixes de importancia econdmica em todo o mundo, desde 1962 (HOSHINA, 1962;
MOHANTY e SAHOO, 2007), bem como em quadros zoondticos (LEHANE e RAWLIN,
2000).
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FIGURA 6. Edwardsiella tarda. Mecanismo intracelular: etapa de adesao celular (A),

fagocitose (B), replicacao (C) e morte celular (D). Fonte: Rao et al. (2001).

Os membros do género Edwardsiella estao principalmente associados a ambientes
aquaticos e a animais que habitam tais ecossistemas, como anfibios, répteis e peixes
(JANDA e ABBOTT, 1993).

O género Edwardsiella € composto por trés espécies: E. tarda, E. ictaluri e E.
hoshinae (EWING et al., 1965; GRIMONT et al., 1980; HAWKE et al., 1981). Os peixes
sédo predominantemente infectados por E. tarda ou E. ictaluri, enquanto que infecg¢ao por

E. hoshinae é mais comum em répteis e aves (WOO e BRUNO, 2010).
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E. tarda foi originalmente isolada de cultivo de enguias japonesas (Anguilla
japonica) no Japéo, em 1962 (HOSHINA, 1962). Achados subsequentes foram relatados
em cobras no Japao (SAKAZAKI, 1965) e em fezes humanas nos Estados Unidos (EWING
et al., 1965). E o membro mais difundido do género Edwardsiella, tendo sido relatada em
mais de 20 espécies de peixes marinhos e de agua doce, em 25 paises das Américas,
Europa, Asia, Australia, Africa e Oriente Médio (HAWKE e KHOO, 2004).

Além de estar presente em uma ampla gama de peixes marinhos e de agua doce,
o isolamento de E. tarda também foi relatado em invertebrados e anfibios (WYATT, 1979),
répteis (SAKAZAKI, 1965; IVESON, 1971), aves (WHITE et al., 1973; VAN DAMME e
VANDEPITTE, 1984; LEOTTA et al.,, 2009) e mamiferos, inclusive humanos, bovinos,
suinos, cdes e focas de Weddell (Leptonychotes weddellii) (EWING et al., 1965;
ARAMBULO et al., 1968; TACAL e MENEZ, 1969; VAN DAMME e VANDEPITTE, 1984;
MIZUNOE et al., 2006; LEOTTA et al., 2009). Esses relatos indicaram que E. tarda possui
ampla distribuicdo geografica, ocorrendo até mesmo na Antartida (LEOTTA et al., 2009),
0 que o torna patogeno importante em Saude Publica, uma vez que atua como bactéria
epizoadtica e também zoonotica (WOO e BRUNO, 2010).

Edwardsielose em peixes ocorre usualmente em condicbes de desequilibrio
ambiental, tal como alta temperatura, baixa qualidade da agua e alto conteddo orgéanico
(WOO e BRUNO, 2010). Os peixes infectados com E. tarda mostram comportamento
natatorio anormal, incluindo movimento em espiral e flutuacdo proximo a superficie da
agua (MEYER e BULLOCK, 1973; MIYAZAKE e KAIGE, 1985).

Embora os sinais clinicos variem apds o inicio da infecgéo, os peixes infectados
com E. tarda apresentam perda de pigmentacao, hérnia retal, exoftalmia (Figura 7),
opacidade ocular, aumento de volume na regido abdominal (Figura 8) e hemorragia
petequial (Figura 9) nas barbatanas e na pele (EGUSA, 1976; SAHOO, 1998; MIYAZAKE
e KAIGE, 1985). A laparotomia, verifica-se ascite aquosa e sanguinolenta na cavidade
celomatica, congestdo hepatica, renal e esplénica (MIYAZAKE e EGUSA, 1976;
MIYAZAKE e KAIGE, 1985).

Dentre as caracteristicas histopatologicas da edwardsielose em peixes estdo a
nefrite intersticial supurativa, hepatite supurativa e inflamacao purulenta do baco (EGUSA,
1976; MIYAZAKE e EGUSA, 1976; MIYAZAKE e EGUSA, 1976b; MIYAZAKE e KAIGE,
1985). Abcessos de varios tamanhos, colonizagéo bacteriana e infiltrados de neutrofilos e
macroéfagos sédo encontrados no figado, baco e rins (EGUSA, 1976; MIYAZAKE e EGUSA,
1976; MIYAZAKE e EGUSA, 1976b).

Outras caracteristicas patologicas em peixes também tém sido relatadas, tal como

hemorragia petequial dorsolateral e abcessos em lesbes cutdneas em bagres americanos
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(Ictalurus punctatus) (MEYER e BULLOCK, 1973; DARWISH et al., 2000); hiperplasia,
necrose e inflamacao das linhas laterais em robalo riscado (Morone saxatilis) (HERMAN
e BULLOCK, 1986).

FIGURA 7. Peixes acometidos por Edwardsiella tarda. Esquerda: destaque para os
granulomas hepaticos e exoftalmia. Direita: 6rgdos edemaciados (coragcéo e figado).
Fonte: Xu & Zhang (2014).

FIGURA 8. Peixe acometido por Edwardsiella tarda, apresentando ascite e hérnia retal.
Fonte: Park et al. (2012).

FIGURA 9. Peixe acometido por Edwardsiella tarda, apresentando regides com sufusao e
area de fistula. Fonte: Noga, E.J. Fish Disease — 22 Edi¢cao (2010).
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E. tarda tem sido considerado patdogeno ndo usual em humanos, o qual esta
primariamente associado com gastroenterite, infeccoes em lesdes tais como celulite ou
gangrena gasosa e Iinfecgcbes generalizadas em humanos apresentando
imunossupressédo (THUNE et al., 1993; PLUMB, 1999; SRINIVASA RAO et al., 2001;
NUCCI et al., 2002).

Pacientes infectados por E. tarda apresentam frequentemente gastroenterite com
diarreia aquosa, predominantemente em pacientes imunocomprometidos, idosos e
criangcas (SLAVEN et al., 2001; WANG et al., 2005; SPENCER et al., 2008). A doenca
intestinal causada por E. tarda é caracterizada por diarreia com aspecto que varia de
aquoso até sanguinolento, de curso prolongado ou intermitente. Anorexia e vémito sdo
comuns em neonatos e criangas, as quais sdo particularmente susceptiveis a infecgao
devido a imaturidade do sistema imune (LIM, 1978; VANDEPITTE et al., 1983). Em alguns
casos, foram relatadas gastroenterites que progrediram até se tornar colite ulcerativa
(ENGEL e MARTIN, 2006), e pacientes que recebem terapia imunossupressiva durante
transplante de 6rgaos sao susceptiveis ao desenvolvimento de gastroenterite por E. tarda
(SPENCER et al., 2008). A preocupagao com a doenga € grande em regides tropicais e
subtropicais, em que habitos alimentares como consumo de pescado e frutos do mar crus
estdo diretamente associados a manifestagdes clinicas da doenga (TSUJI et al., 2008).

As manifestacdes extraintestinais da infeccado incluem infeccdo do trato biliar,
bacteremia, infeccéo da pele e dos tecidos moles, abcesso hepatico, peritonite, abcesso
intra-abdominal, e abcesso tubo-ovariano (WANG et al., 2005). O patdégeno também tem
sido relatado como causador de mionecrose, infecgdo intrauterina puerperal, artrite
séptica e empiema (ASHFORD et al., 1998; SLAVEN et al., 2001; MIKAMO et al., 2003;
MIZUNOE et al., 2006). Muitas doencas sistémicas tais como septicemia, meningite,
colecistite, endocardite, abcesso hepatico e osteomielite, também foram relatadas
(CLARRIDGE et al., 1980; JANDA e ABBOTT, 1993). Estas observacdes suscitaram

preocupacao acerca do papel de E. tarda como bactéria zoondtica.

2.3 Mycobacterium spp.

As bactérias do género Mycobacterium sao pleomoérficas, aerdbicas, alcool-acido
resistentes (BAAR), pertencentes a familia Mycobacteriaceae, com cerca de 0.2-0.6 um
de diametro e 1-10 um de comprimento. Atualmente, 186 espécies e 13 subespécies de
Mycobacterium séo reconhecidas na Lista de Nomes Procarioticos com Nomenclatura
Reconhecida (List of Prokaryotic Names with Standing in Nomenclature - LPSN, 2017). As
bactérias desse género diferem imensamente em sua ecologia, variando do

importantissimo patdégeno M. tuberculosis, uma das principais causas de morte em todo o
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mundo, a residentes saproéfitas do solo, como Mycobacterium terrae (GAUTHIER e
RHODES, 2009).

Mycobacterium spp. estao frequentemente envolvidas em quadros patogénicos em
peixes marinhos e de agua doce. M. marinum esta amplamente distribuido pelo mundo,
relacionado com doengas de pele em humanos (DOBOS et al., 1999; DECOSTERE et al.,
2004).

As chamadas micobactérias ndo-tuberculosas (MNT) estdo presentes em todos 0s
tipos de ambientes naturais como solo, &gua e aerossois e também estao presentes nos
sistemas de distribuicdo de dgua potavel em todo o mundo como residentes persistentes
da microbiota (FALKINHAM, 1996). Em anos recentes, estes agentes tém recebido
atencao crescente como agentes causadores de infeccbes oportunistas em humanos
(VAN INGEN, 2015). Elas podem afetar grande variedade de animais, inclusive
pecilotérmicos; varias espécies de micobactérias causam doencas em peixes, réepteis e
anfibios (KAATTARI et al., 2006), das quais trés espécies estdo mais comumente
associadas com doencas em peixes: M. marinum, M. fortuitum e M. chelonae (TALAAT et
al., 1999; ASTROFSKY et al., 2000; BERAN et al., 2006; GAUTHIER e RHODES, 2009).

Em anos recentes, grande numero de espécies de Mycobacterium tém sido
isoladas a partir de peixes, suplantando o paradigma de que M. marinum, M. fortuitum, e
M. chelonae sdo os unicos agentes causadores de micobacterioses em peixes
(GAUTHIER e RHODES, 2009).

Neste contexto, varias espécies tém sido associadas a micobaterioses em peixes,
incluindo M. abscessus, M. kansasii, M. peregrinum, M. septicum, M. neoaurum, M.
shottsii, M. pseudoshottsii, M. scrofulaceum, M. simiae entre outras, mostrando que as
micobacterioses estdo entre as doencas mais comuns em criacfes de peixes comerciais
e em peixes selvagens em todo o mundo (BERAN et al., 2006; GAUTHIER e RHODES,
2009; MRLIK et al., 2012).

Estudo de revisao publicado em 1963 apontou 151 espécies de peixes afetadas por
micobacterias (NIGRELLI e VOGEL, 1963). Desde entdo, essa lista tem aumentado
consideravelmente, sendo que as infec¢cdes micobacterianas tém sido descritas em peixes
marinhos e de agua doce, de latitudes tropicais até subarticas (LUND e ABERNETHY,
1978; ARAKAWA e FRYER, 1984; MACKENZIE, 1988; DAOUST et al., 1989; NOGA et
al., 1990; LANSDELL et al., 1993; BRUNO et al., 1998; DIAMANT et al., 2000; RHODES
et al., 2004).

A micobacteriose em peixes se apresenta predominantemente na forma cronica,
podendo ndo apresentar sinais clinicos. Todos os tecidos do animal podem estar

envolvidos, incluindo olhos, branquias, visceras, musculatura e barbatanas. Os sinais
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clinicos externos ndo sao especificos e incluem perda de escamas e Ulceras da derme,
alteracdoes pigmentares, comportamento anormal, defeitos na espinha, perda de peso
excessiva e ascite (Figura 10) (NIGRELLI e VOGEL, 1963; ROSS, 1970; SNIESZKO,
1978; WOLKE e STROUD, 1978; BRUNO et al., 1998).

FIGURA 10. Peixe apresentando ulcera de cornea, além de erosdes e ulceragdes cronicas
e hiperpigmentadas nos flancos e na barbatana (seta), por M. marinum. Fonte: Noga, E.J.
Fish Disease — 22 Edigao (2010).

Os sinais internos de infeccéo incluem aumento de tamanho do baco (Figura 11),
rins e figado, bem como ndédulos brancos ou acinzentados caracteristicos em 6érgaos
internos (CHINABUT, 1999). Doenca aguda é ocasionalmente observada em associacao
com cargas bacterianas elevadas (WOLF e SMITH, 1999; WHIPPS et al., 2007). A
micobacteriose ndo esta tipicamente associada a mortalidade em alta escala em peixes
selvagens, embora perdas significativas atribuidas a essa doenca tenham ocorrido em
aquicultura (HEDRICK et al., 1987; BRUNO et al., 1998).

FIGURA 11. Baco hipertrofiado apresentando granulomas multifocais por M. marinum.
Fonte: Noga, E.J. Fish Disease — 22 Edi¢ao (2010).
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A &gua pode ser considerada como via de transmissdo de M. marinum para o0s
humanos, por contaminacbes via aquarios e atividades na indulstria pesqueira
(FALKINHAM 111, 1996).

Em infeccBes humanas, M. marinum ganha acesso por lesGes prévias de pele e,
geralmente, se caracterizam por lesdes superficiais envolvendo as maos, antebracos,
cotovelos e joelhos (EVEN-PAZ et al., 1976; HUMINER et al., 1986; STEITZ et al., 1997).

A ocorréncia de micobacterioses em humanos geralmente esta associada com
alguma atividade aquatica, como natacdo, pesca, navegacédo ou aquarismo (COLLINS et
al., 1985). Vérias outras formas de transmissdo sdo descritas, a saber, manuseio de
aquarios ou tanques com peixes contaminados, mordidas de golfinho em cativeiro,
ferimentos provocados por nadadeiras de peixes ou manuseio de motor de barco e outras
(COLLINS et al., 1985; BRAGG et al., 1990).

M. fortuitum também pode provocar lesbes em humanos, havendo relatos de
doencas pulmonares causadas por esse agente (NIGRELLI e VOGEL, 1963). O
isolamento desta micobactéria em varias espécies de peixes ornamentais na Africa do Sul
€ um dado importante, a partir da possibilidade de infeccbes em humanos pelo manuseio
de aquéarios contaminados (BRAGG et al., 1990).

Contaminagado humana por bactérias deste género podem se manifestar de forma
cutanea, com consequente inflamagao granulomatosa da pele (Figura 12), podendo
também acometer tecidos mais profundos, resultando em bursites, artrites e tendinites
(LAHEY, 2003).

FIGURA 12. Forma cutanea de infeccdo por Mycobacterium spp, com inflamagao
granulomatosa da pele. Fonte: http://www.nejm.org (esquerda); https://meded.ucsd.edu

(centro); https://srxawordonhealth.com (direita).

M. gordonae é uma micobactéria ndo-tuberculosa ou oportunista, presente em
todos os ambientes, caracterizando-se como a terceira micobactéria mais frequentemente
encontrada, superada somente por Mycobacterium tuberculosis e o complexo
Mycobacterium avium (WOODS e WASHINGTON, 1987). No entanto,


http://www.nejm.org/
https://meded.ucsd.edu/
https://srxawordonhealth.com/
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surpreendentemente, essa bactéria € responsavel por poucas infec¢des, considerada de
baixo potencial patogénico (WOODS e WASHINGTON, 1987).

M. gordonae € comumente encontrado ha agua e quando recuperado em cultura,
é considerado de menor significado clinico ou, mesmo, um contaminante (ECKBURG et
al., 2000). Relatos de infecches estdo geralmente associados a pacientes
imunocomprometidos, causando infeccbes nos pulmdes, tecidos moles, cérnea e
cavidade peritoneal (CHAN et al., 1984; CARCABA et al., 1989; BARBE et al., 1991;
GARCIA-FORCADA et al., 1991; WEINBERGER et al., 1992). Menos frequentemente, M.
gordonae pode causar doenca disseminada e bacteremia (CHAN et al., 1984; BERBARD
et al., 1992; BONNET et al., 1996).

2.4 Cianobactérias

A deterioragao ou a alteragao dos parametros fisico-quimicos da agua predispde o
crescimento acelerado de plantas superiores e de microalgas, também conhecidas como
cianoficeas, algas azuis ou cianobactérias (GOWEN, 1994), muitas das quais sao
utilizadas como fonte de alimento por varias espécies de peixes (MOHAMED e HUSSEIN,
2006). Além de alterar a biodiversidade aquatica e as qualidades cénicas locais, a rapida
proliferacdo das algas, fendmeno conhecido como floragédo, predispde a morte de
organismos aquaticos devido ao decréscimo nos niveis de oxigénio dissolvido e a
liberacdo de substancias toxicas denominadas cianotoxinas (BEASLEY et al., 1989;
MOHAMED e HUSSEIN, 2006).

FIGURA 13. Floragao de cianobactérias. Fonte: http://cfb.unh.edu.
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Dentre tais toxinas, destacam-se as microcistinas, uma familia de toxinas
estruturalmente semelhantes, as quais tém como alvo o figado, visto que a citotoxicidade
€ mais acentuada nos hepatdcitos do que em outros tipos celulares (MCDERMOTT et al.,
1998; ZHAN et al., 2004).

Sao relatadas atualmente mais de 80 anélogos de microcistinas, todos contendo
um anel ciclico de sete aminoacidos e dois aminoacidos varidveis, indicados por duas
letras apds a respectiva microcistina, como LR, YR e RR, onde L € Leucina, R é argininina
e Y é tirosina (CARMICHAEL et al., 1988).

Estudos demonstraram que as microcistinas séo potentes inibidores das fosfatases
1 e 2A (YOSHIZAWA et al., 1990; ERIKSSON et al., 1990). A interacao entre microcistinas
e as fosfatases ocorre por meio de pontes de hidrogénio, interacéo hidrofébica e ligacao
covalente. A formacéo de ligacao covalente causa hiperfosforilacédo, levando a ruptura da
rede citoesquelética dos hepatocitos, resultando em insuficiéncia e hemorragia hepaticas
(HONKANEN et al., 1990; MACKINTOSH et al., 1990). As microcistinas também podem
aumentar o estresse oxidativo, desencadear a apoptose e promover a formacéo tumoral
(LANKOFF et al., 2004).

A ingestdo de microcistina em baixas concentragdes e por longo periodo pode
predispor ao desenvolvimento de carcinoma hepatico, como observado na China, onde a
ingestao de agua contaminada pela microcistina foi relacionada a incidéncia oito vezes
maior de cancer hepatico primario (YU, 1989).

A toxicidade aguda por microcistina € uma ameaca tanto para a saude animal
quanto humana (YU, 1989; LAWTON e CODD, 1991; CARMICHAEL, 1994). A
Organizacao Mundial de Saude estabeleceu o limite diario toleravel de ingestdo para
exposicao crénica a microcistina-LR de 0,04 ug/kg/dia de peso corporal, e 1 mg/L (1 nM)
como sendo o limite de seguranca em aguas destinadas ao consumo humano (TOXINS,
2003). Trata-se do analogo mais comum e também o0 mais toxico presente em agua
potavel.

Em mamiferos, a toxicidade das microcistinas pode ser exacerbada quando estes
consomem as algas presentes em aguas contaminadas, resultando em liberacdo de
microcistina adicional devido a lise de células de cianobactérias pela digestao (Figura 14).
A presenca de toxinas de algas é um perigo para varias espécies aquaticas
(LANDSBERG, 2002; PAVAGADHI e BALASUBRAMANIAN, 2013) e uma preocupacgao

mundial em termos de Saude Publica em todo o mundo (POSTE et al., 2011).
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FIGURA 14. (A) Figado normal de uma lontra marinha. (B) Hepatomegalia, com areas
hemorragicas. (C) Hepatdcitos normais de lontra marinha. (D) Hepatdcitos hipertrofiados,

apresentando areas de vacuolizacao citoplasmatica. Fonte: Miller et al. (2010).

Pesquisas tém demonstrado o perigo da bioacumulagdo de microcistina em
invertebrados e vertebrados aquaticos, incluindo os peixes, que participam da cadeia
alimentar humana (MAGALHAES et al., 2003; XIE et al., 2007).

Mohamed et al. (2003) relataram o acumulo de microcistina no intestino, no figado
e no rim de tilapias (O. niloticus). Em ensaio experimental, Soares et al. (2004) também
relataram bioacumulagdo de microcistina-LR no musculo e em maior concentragdo no
figado de peixes (T. rendalli), uma vez que este € o 6rgao alvo da toxina.

E importante notar que nem o ato de ferver a &gua nem cozinhar o peixe antes do
consumo séo eficazes em diminuir o risco de exposi¢cao a microcistina (HARADA et al.,
1996; ZHANG et al., 2010).

Poste et al. (2011) verificaram que a microcistina esta presente na agua e nos
peixes de varios lagos de clima tropical e temperado, incluindo alguns dos lagos com maior
atividade pesqueira do mundo, demonstrando que o consumo de pescado pode ser uma
das principais vias de exposicdo a microcistina para os humanos, levando o0s

consumidores a exceder as concentragdes diarias recomendadas para a microcistina.

2.5 Saude Publica
A medida que a aquicultura se populariza e, ainda, em vista da emergente

resisténcia dos agentes bacterianos aquaticos aos antimicrobianos convencionais, as
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bactérias passam a apresentar sérias implicagbes em Saude Publica (LEHANE e
RAWLIN, 2000; CABELLO, 2006). Outro ponto relevante & que esses micro-organismos,
embora patogénicos para o homem, ndo apresentam nenhuma alteragdo macroscopica
nos filés, o que aumenta o risco de infeccédo nos consumidores. O maior agravante é a
mudanga do habito alimentar, ou seja, o consumidor brasileiro ingere pescado na forma
crua devido a caracteristica da preservacao dos nutrientes e frescor, 0 que pode acarretar

em infecgdo por patdogenos que estejam presentes nos filés de tilapia.



19

3. OBJETIVOS

* Detectar a presenca de Aeromonas hydrophila, Edwardsiella tarda, Mycobacterium
spp. e cianobactérias em filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com auxilio

da Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR) e PCR em tempo real (QPCR).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Amostragem

Considerando o carater endémico e/ou desconhecido da maioria das doencas de
animais aquaticos no Brasil, a prevaléncia utilizada foi de 10%, de forma discricionaria,
para todos os agentes pesquisados, conforme preconizado pelo Ministério da Pesca e
Aquicultura (BRASIL, 2013).

Para o calculo da amostragem foi utilizada a ferramenta “EpiTools” (freeware) da
empresa “AusVet Animal Health Services”, na qual é possivel determinar o tamanho da
amostragem para identificacdo da presenga de doengas utilizando amostras em pool
(http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=PPFreedom). Para tal, foi selecionado o
estudo de proporgao com intervalo de confianga de 95%. Com esses dados, para se ter
confiabilidade nos resultados, seriam necessarias pelo menos 32 amostras, porém como
a prevaléncia varia de acordo com o patdégeno, foram coletadas 50 amostras para se ter
uma margem de seguranga maior.

A origem da matéria prima adquirida no varejo ndo possuia informagdes (rotulagem)
que permitissem caracterizar de forma precisa sua origem. Assim, foram coletados 50 filés
congelados de tilapia do Nilo (O. niloticus), em coleta uUnica, na forma de amostragem por
conveniéncia, comercializados em supermercado no municipio de Ourinhos, SP. Apds a
colheita, os filés foram acondicionados e identificados em sacos plasticos estéreis
individuais herméticos (Figura 15). Em seguida, o material foi colocado em um isopor com
gelo em escama para preservar a temperatura durante o transporte até o laboratério para

a analise.

FIGURA 15. Filé de tilapia do Nilo (O. niloticus) acondicionado em saco plastico estéril
individual hermético. Fonte: arquivo pessoal.


http://epitools.ausvet.com.au/content.php?page=PPFreedom
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4.2 Extragcao de DNA

As analises moleculares foram realizadas no laboratorio de Biologia Molecular do
Instituto de Biotecnologia, UNESP, Botucatu. Para a extragdo de DNA foram pesados 20
mg da musculatura de cada filé (Figura 16). Em seguida, as amostras foram submetidas
a extragdo com o kit Relia Prep™ gDNA Tissue (Promega™), de acordo com as
recomendagdes do fabricante (Disponivel em: https://www.promega.com.br/-
/medialfiles/resources/protocols/technical-manuals/101/reliaprep-gdna-tissue-miniprep-
system-protocol.pdf). Apds esse procedimento, as amostras foram quantificadas e
avaliadas quanto a sua pureza no espectrofotdmetro Nanodrop 2000™ (Figura 18). O DNA

extraido foi mantido a -20°C até a realizacao dos testes moleculares.

FIGURA 16. Pesagem de filés de tilapia do Nilo (O. niloticus) para extragcao de DNA. Fonte:

arquivo pessoal.

FIGURA 17. Pipetagem de tampéo de lise para extragdo de DNA com o kit Relia Prep™

gDNA Tissue (Promega™). Fonte: arquivo pessoal.
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FIGURA 18. Espectrofotobmetro Nanodrop (ND-1000) para quantificacdo das amostras

extraidas. Fonte: arquivo pessoal.

4.3 Testes moleculares

Para a realizacdo de pesquisa de DNA para Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
tarda e Mycobacterium spp. foi utilizada a técnica de PCR, pois essa metodologia
possibilita o sequenciamento para confirmagdo dos patégenos. No entanto, para
cyanobacteria, utilizou-se a técnica de PCR em tempo real. Ainda, o laboratério possui
controle positivo ja sequenciado para Cyanobacteria, o qual foi gentilmente cedido por

pesquisadores da Universidade de Copenhagen, Dinamarca.

4.3.1 Aeromonas hydrophila

A selecao dos primers para a reacdo de PCR foi feita a partir de pesquisa em
literatura cientifica e sua escolha foi fundamentada em genes de viruléncia da bactéria.
Com isso, foram utilizados os iniciadores que reconhecem o gene ascV de A. hydrophila
(CARVALHO-CASTRO et al., 2010).

Para realizacédo da reacao de PCR foram utilizados no mix: 5,3 pL de agua livre de
acidos nucléicos, 10 pyL de GoTaq Green 1x (Promega™), 0,6 uL do primer ascV sense
(10 pmol/pL), 0,6 uL do primer ascV antisense (10 pmol/uL), 0,5 yL de DMSO e 3 pL de
DNA extraido. Para o controle negativo foi utilizado agua livre de acidos nucleicos e
positivo com amostra de tilapia do Nilo infectada naturalmente, proveniente de piscicultura
do estado de S&o Paulo com aeromonose. Esse controle positivo foi obtido durante projeto
de pesquisa (Improved quality of cultured fish for human consumption, FAPESP:
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2013/50504-5) que avalia sanidade de tilapias do estado de Sdo Paulo, no qual foram
avaliadas somente tilapias, e as amostras positivas por testes microbiologicos
convencionais e moleculares foram utilizadas no presente estudo.

A condicao da reacéao foi realizada conforme descrito por Carvalho-Castro et al.
(2010): desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguidos de 35 ciclos a 95°C por 1
minuto, 58°C por 1:30 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos. A

visualizagdo da amplificagéo foi feita em gel de agarose a 1,5% sob a luz ultravioleta.

4.3.2 Edwardsiella tarda

Os primers selecionados para a pesquisa de E. tarda foram escolhidos para o gene
de viruléncia da maior subunidade da fimbria dessa bactéria (GRIFFIN et al., 2013). Para
realizacdo da reacdo de PCR foram utilizados no mix: 5,8 yL de agua livre de acidos
nucléicos, 10 uL de GoTaq Green 1x (Promega™), 0,6 yuL do primer EtfimDF (10 pmol/uL),
0,6 pL do primer EtfimDR (10 pmol/pL) e 3 pL de DNA extraido. Para o controle negativo
foi utilizado agua livre de acidos nucleicos e positivo com amostra de tilapia do Nilo
infectada naturalmente, proveniente de piscicultura do estado de Sao Paulo com
edwardsielose. Esse controle positivo foi obtido durante um projeto de pesquisa (Improved
quality of cultured fish for human consumption, FAPESP: 2013/50504-5) que avalia
sanidade de tilapias do estado de Sao Paulo, no qual foram avaliadas somente tilapias e
as amostras positivas por testes microbiolégicos convencionais e moleculares foram
utilizadas no presente estudo.

A condicdo da reacdo foi realizada conforme descrito por Griffin et al. (2013):
desnaturagao inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto,
55°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 7 minutos. A visualizagcao

da amplificagao foi realizada em gel de agarose a 1,5% sob a luz ultravioleta.

4.3.3 Mycobacterium spp.

Para a deteccao e identificacdo de Mycobacterium foi selecionado um par de
primers que reconhecem diversas espécies dessa bactéria que acometem peixes,
humanos e também podem ser encontrados no meio ambiente (CHEN et al., 2013). Assim,
foram desenhados os iniciadores para a regidao 16S ribossomal, que é conservada para
esses micro-organismos. Para realizagao da reagao de PCR foram utilizados no mix: 5,3
uL de agua livre de acidos nucléicos, 10 uL de GoTaqg Green 1x (Promega™), 0,6 L do
primer Myc16SrRNAF (10 pmol/uL), 0,6 puL do primer Myc16SrRNAR (10 pmol/uL), 0,5 pL
de DMSO e 3 uL de DNA extraido. Para o controle negativo foi utilizado agua livre de
acidos nucleicos e positivo com amostra de tilapia do Nilo infectada naturalmente.
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A condicdo da reacdo foi feita conforme descrito por Chen et al. (2013):
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 40 ciclos a 94°C por 1 minuto,
50°C por 1 minuto, 72°C por 1 minutos e extensao final a 72°C por 6 minutos. A

visualizagao da amplificagao foi realizada em gel de agarose a 1,5% sob a luz ultravioleta.

4.3.4 Cianobactérias

Os primers utilizados para deteccido de cianobactérias foram desenhados a partir
de iniciadores que reconhecem 0s genes responsaveis pela produ¢do de toxinas,
substancias causadoras de doengas nos peixes e em humanos (AL-TEBRINEH et al.,
2012). Para a amplificagdo de cianobactérias foram utilizados os primers que reconhecem
o gene 16S rRNA desenhados por Al-Tebrineh et al. (2012). Para tanto, foi utilizado para
o mix da reagao: 10 yL de GoTaq gPCR Mastermix 2x (Promega™), 0,5 uL de cada primer
(16 S rRNA f e 16S rRNAr) a 0,2 uM, 5 uL de agua livre de acidos nucléicos e 4 L de
amostra extraida. Para o controle negativo foi utilizado agua livre de acidos nucleicos e
positivo, amostra de agua positiva para esse micro-organismo.

As condig¢des de reacao ocorreram conforme descrito por Al-Tebrineh et al. (2012),
com desnaturacgao inicial a 95°C por 2 minutos, seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60°C por 30 segundos. Para avaliagdo da positividade da amostra foi
adicionada a ciclagem da curva de dissociagao. Dessa forma, a avaliagéao para a presenca
de cianobactérias foi feita pela curva de amplificacdo e de dissociagdo. A reacgao foi

realizada no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems™).

4.4 Sequenciamento

As amostras amplificadas para Mycobacterium spp. foram submetidas a purificagao
utilizando o kit PCR Clean-up, Gel Extraction, da Machery-Nagel™, seguindo as
recomendagdes do fabricante, para confirmagcao do patdgeno. A relagdo de pureza
(260/280 e 260/230) e quantificacdo das amostras purificadas foi conduzida no
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000™. Somente foram aceitas amostras purificadas com
relacdo maior que 1,7. A quantificacdo foi baseada nas recomendagdes do fabricante
(Applied Biosystems) do sequenciador ABI 3500™ (Tabela 1), o qual estima a

concentragdo minima baseado no tamanho do produto amplificado.
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TABELA 1. Concentracao ideal para submissao de amostras para sequenciamento no

equipamento ABI 3500™ (Applied Biosystems).

Tamanho do produto de PCR (pb) Concentracao (ng/uL)
100-200 3
200-500 5-10
500-1000 10-20
1000-2000 20-40
>2000 40-100

As amostras purificadas e quantificadas foram submetidas ao sequenciamento pelo
método de Sanger. A reagédo para sequenciamento foi realizada com o kit ABI Big Dye
Terminator Chemistry (Applied Biosystems™), seguido de eletroforese em capilar (Applied
Biosystems, ABI 3500™). A qualidade dos eletroferogramas foi avaliada pelo software
Sequencing Analysis versdo 5.4, alinhadas em ClustalN no programa Molecular
Evolutionary Genetics Analysis versdo 5.1. As sequéncias foram comparadas usando o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) com os dados depositados no

genbank utilizando o programa Genious 7.0.6.

4.5 Analise estatistica

O presente trabalho se trata de estudo descritivo relacionado a deteccédo de
bactérias com importancia em Saude Publica. Sendo assim, os dados foram avaliados de
acordo com a sua prevaléncia. A partir dos resultados de prevaléncia, foram elaborados

graficos no programa GraphPad Prisma v. 5 para melhor visualizagao.



26

5. RESULTADOS

As amostras de filés de tilapia do Nilo analisadas ndo apresentaram nenhuma
alteracdo macroscopica digna de nota e pela reagdo de PCR foram negativas para
Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda.

Com relagao a Mycobacterium spp., todas as amostras foram positivas (Figura 19)
e a reagao apresentou produtos inespecificos que podem ser a amplificagdo de DNA
genbémico do hospedeiro. No entanto, este fato n&o interferiu na analise, pois o tamanho
selecionado como positivo apenas amplifica Mycobacterium spp. A reagao foi realizada
uma unica vez, pois a PCR para esse patdgeno ja esta padronizada no laboratério.

Apods o sequenciamento pelo método de Sanger, foi confirmada que a espécie de
Mycobacterium se tratava de M. gordonae (numero de acesso: MF472702). A sequéncia

apresentou 93% de identidade, confirmando a presenga do patégeno.

123456 78 9101112131415161718192021222324252627 282930

3132 3334353637383940414243444546 474849 50515253

FIGURA 19. Gel de eletroforese para visualizagdo de produtos amplificados para
Mycobacterium spp. 1 e 31: marcador de peso molecular de 50 pb. 2-51: amostras
positivas. 52: controle positivo. 53: controle negativo (agua livre de acidos nucleicos).

Fonte: arquivo pessoal.

Das 50 amostras analisadas, 24 (48%) filés foram positivos para cianobactérias
(Figura 20 e 21), sendo que as amostras 10 e 42 apresentaram menor concentracéo € a
32, a maior concentragdo do micro-organismo (Tabela 2). Embora tenha ocorrido
amplificagao inespecifica de alguns produtos, ndo houve prejuizo na analise, tendo em
vista que a curva de dissociacdo é usada para confirmacdo do diagndstico quando é
utilizado Sybr Green. Essa analise avalia a temperatura de melting, ou seja, a temperatura
onde metade das fitas estdo desnaturadas e quando ocorre a ligacao do primer com a
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sequéncia alvo, demonstrando especificidade da reacdo. Para determinacdo das
amostras positivas, o0 manual do termociclador de PCR em tempo real recomenda que

seja aceita a variagao de até £1,5°C.
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FIGURA 20. Curva de amplificagdo para cyanobacteria. Observa-se que apenas algumas

amostras (seta) amplificaram na reag¢ao. Fonte: arquivo pessoal.
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FIGURA 21. Curva de dissociacdo para cyanobacteria. Observa-se que as amostras
positivas (seta) amplificaram adequadamente com relagdo ao controle positivo. Nota-se
que houve amplificagado inespecifica (I). Fonte: arquivo pessoal.
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TABELA 2. Valores de ciclo de amplificacdo (Cq) nas amostras positivas para

cianobactérias amplificadas por gPCR.

Amostra Cq

2 33,45

3 33,46

4 32,52

8 33,77
10 35,46
12 33,89
14 33,45
16 35,14
17 33,14
18 33,80
19 32,64
20 33,45
23 32,81
24 33,64
25 34,24
27 34,45
32 32,15
34 33,48
38 34,62
40 34,08
41 32,46
42 35,43
44 32,75
49 34,61
Média 33,70
Desvio Padrao 0,92
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6. DISCUSSAO

6.1 Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda

A. hydrophila é amplamente distribuida no meio ambiente (DASKALOV, 2006),
sendo responsavel por infectar e causar doenga em diversas espécies (SWANN e WHITE,
1991; GOSLING, 1996; AUSTIN e ADAMS, 1996).

Diversos estudos envolvendo a ocorréncia de Aeromonas hydrophila em peixes
demonstraram alta prevaléncia, como € o caso dos experimentos realizados nos Estados
Unidos por Wang e Silva (1999) 36.1%, no Reino Unido, por Fricker e Tompsett (1989)
19.14%, na Nova Zelandia, por Hudson et al. (1992) 28.0%, na Turquia, por Saglam et al.,
(2006) 35.0%, na india, por Vivekanandhan et al. (2004) 33,58% e em Taiwan, por Tsai e
Chen (1996) 22,2%. Em contraste aos altos valores relatados acima, Castro-Escarpulli et
al. (2003) verificaram prevaléncia de A. hydrophila em 2,6% dos peixes amostrados (em
um total de 250 amostras). Nagar et al. (2011) verificaram a presencga deste agente em
3,85% das 52 amostras colhidas de peixes de agua doce. Em estudo conduzido na
Turquia por Kahraman et al. (2017), no qual foram analisados 400 peixes crus de diversas
espécies (Sparus aurata, Dicentrarchus labrax, Salmo salar, Pomatomus saltatrix e
Trachurus mediterraneus) verificou-se positividade das amostras para Aeromonas
hydrophila, em 15 das 400 amostras (3,75%).

Assim como A. hydrophila, Edwardsiella tarda € um agente frequentemente
presente em diversas espécies de peixes marinhos e de agua doce, assim como em
diversas outras espécies de vertebrados (HOSHINA, 1962; LEHANE e RAWLIN, 2000;
MOHANTY e SAHOO, 2007), apresentando ampla distribuicdo mundial (HAWKE e KHOO,
2004).

Kumar et al. (2016) analisaram a prevaléncia de E. tarda em 35 espécies comerciais
de peixes da india, totalizando 280 amostras, compreendidas em branquias (106), pele
(84), intestino (77), musculo (11) e rim (2). Dentre tais amostras, o intestino apresentou
maior incidéncia de E. tarda (12,98%), seguidos pelas branquias (6,60%) e pele (2,38%),
sendo que as amostras de musculo e rins foram negativas para o agente.

Galal et al. (2005) relataram maior presenca de E. tarda em Oreochromis niloticus
nos rins, bago e figado, seguido do intestino. Entretanto, o agente foi negativo para as
amostras de branquias e da musculatura dorsal.

Em estudo realizado por Muratori et al. (2000), no qual foram analisadas 540 tilapias
do Nilo criadas em sistema de consércio com suinos (uso de fezes suinas para

alimentagdo dos peixes), houve positividade para E. tarda nas superficies externas
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(17,20% - amostra composta por 25g de pele, branquias, nadadeiras e opérculo), musculo
(14,30%) e intestino (11,20%).

No presente experimento, nenhuma das amostras de musculo de Oreochromis
niloticus foi positiva para Aeromonas hydrophila e Edwardsiella tarda.

As diferencas relativas as taxas de prevaléncia entre os diferentes estudos pode
ser devida a uma série de fatores, incluindo localiza¢do geogréafica (nenhum dos estudos
acima foi conduzido no Brasil, exceto pelo estudo de Muratori et al., 2000), espécies
utilizadas na amostragem (diversas espécies vs. O. niloticus), ambiente de procedéncia
dos peixes coletados (lagoas, mar), condicdo de saude dos animais amostrados (coleta
realizada a partir de animais com sintomatologia compativel com doenga por A. hydrophila
ou E. tarda vs. coleta de peixes saudaveis), 6rgdo amostrado (musculo, figado, rim, baco,
pele, branquias, nadadeiras, rins), metodologia de analise (métodos de confirmacao
guimicos e/ou microbiolégicos vs. técnicas moleculares), além das condi¢des sanitarias

especificas dos locais onde as amostras foram colhidas.

6.2 Mycobacterium spp.

Poucos estudos disponiveis na literatura se destinaram a investigar a ocorréncia de
micobactérias em amostras de filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) prontas para
0 consumo, provenientes de populacdes de peixes clinicamente saudaveis. A maioria dos
estudos envolveu populacbes de peixes que apresentaram sinais clinicos de
micobacteriose, provenientes de aquicultores e incubadoras de peixe (TESKA et al., 1997;
SANDERS e SWAIM, 2001; ANTYCHOWICZ et al., 2003).

O presente estudo se propds a analisar filés obtidos de exemplares sadios de tilapia
do Nilo, destinados ao consumo humano. Destes, 100% foram positivos para
Mycobacterium gordonae. As altas taxas de prevaléncia encontradas para o agente no
presente estudo podem, em parte, estar relacionadas ao sistema de criagdo a que esta
espécie de peixe € comumente submetida, ou seja, em tanques, com alta densidade
populacional. As populagdes de peixes em alta densidade nas fazendas levam a perda de
qualidade da agua, com o aumento da poluicdo organica, acarretando em maior
ocorréncia de micobactérias. Este fator foi associado a ocorréncia frequente de varias
especies de micobactérias em aquarios de agua doce e em tanques de reproducéo
(PATTYN et al., 1971; BERAN et al., 2006; TSAI et al., 2007).

De acordo com Falkinham Ill (2016), talvez o exemplo mais conhecido de
adaptagao micobacteriana seja a aquisicdo de resisténcia a condigcdes anaerdbicas. A
reducao gradual na concentragao de oxigénio em culturas nao afeta a sobrevivéncia das

células, em virtude de sua capacidade de entrar em um estagio de dorméncia (DICK et
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al., 1998).

A persisténcia de micobactérias em varios ambientes criados pelos humanos (por
exemplo, sistemas de distribuicdo de agua potavel) se deve a varios fatores, como a
capacidade de sobreviver em ambientes com niveis muito baixos de nutrientes, sua
diversidade nutricional, a formacao de biofiimes e a resisténcia aos desinfetantes. O uso
de desinfetantes em sistemas de agua potavel ou a introdugdo de poluentes de
hidrocarbonetos em solos e na agua parecem atuar como agentes seletivos, levando a
proliferacdo e dominancia final das micobactérias nesses habitats. E provavel que as
atividades humanas (como desinfec¢do e poluicdo) estejam provocando a selegéo de
micobactérias, no momento em que o envelhecimento das populacdes € o aumento da
prevaléncia de individuos imunodeficientes irdo predispor mais individuos a infeccéo e
doencga (FALKINHAM l1l, 2016).

Segundo Mrlik et al. (2012), locais de criagdo com alta densidade populacional de
peixes atuam como ambientes poluidos organicamente, onde numero abundante de
micobactérias, contendo ampla gama de espécies desse género, sdo esperadas. Nesse
mesmo estudo, os pesquisadores isolaram pelo menos seis espécies de micobactérias a
partir da agua de lagoas de criacao, a saber: M. gordonae, M. chimaera, M. intracellulare,
M. kumamotonense, M. montefiorense e M. nebraskense.

Pavlik e Falkinham (2009) propdem que a rota de contaminagao dos peixes por tais
micobactérias pode se dar pela lixiviagdo, uma vez que tais bactérias também estao
presentes no solo e assim, seriam levadas pelas aguas até as lagoas de criagédo. Uma vez
nas lagoas, entrariam em contato com os peixes, pelas branquias e pele.

Segundo Eckburg et al. (2000), M. gordonae € comumente encontrado na agua,
considerado colonizador normalmente n&o patogénico, o qual, quando recuperado em
cultura, é considerado de menor significado clinico ou contaminante, sendo geralmente
dificil distinguir infeccao de colonizagdao, uma vez que a bactéria € encontrada em todos
os tipos de ambientes.

Entretanto, relatos de literatura apontam o envolvimento deste agente em infecgbes
em humanos, as quais geralmente estdo associadas a pacientes imunodeficientes,
acometendo os pulmdes, tecidos moles, cérnea e cavidade peritoneal (GARCIA-
FORCADA et al., 1991; WEINBERGER et al., 1992), além de poder causar, em menor
proporgao, doenga disseminada e bacteremia (CHAN et al., 1984; BERNARD et al., 1992;
BONNET et al., 1996). Fatores de risco para a colonizagao do trato respiratério ou doenga
pulmonar por M. gordonae nao foram definidos até o momento. A arquitetura anormal dos
pulmbes e imunidade do hospedeiro podem desempenhar fatores importantes
(WEINBERGER et al., 1992).
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Embora grande parte dos relatos enfatize a maior predisposi¢cédo de infeccao por
pacientes imunocomprometidos, diversos pesquisadores relataram infeccées em
pacientes imunocompetentes, a maior parte delas associadas a doencas pulmonares,
incluindo infeccdo pulmonar (MAZUMDER et al., 2010), n6dulo pulmonar e pneumonia
granulomatosa necrética (ASIJA et al., 2011) e doenga pulmonar (ALBAYRAK et al., 2012;
ADZIC-VUKICEVIC et al., 2018).

No Brasil, os controles oficiais do pescado e seus produtos requerem a analise dos
indicadores de frescor, controle de histamina (nas espécies formadoras), controle de
biotoxinas ou de outras toxinas perigosas para a saude humana, além do controle de
parasitas (BRASIL, 2017). Entretanto, pelo fato de grande parte dos patdégenos
bacterianos ndo causar qualquer alteracdo macroscopica nos filés de pescado, sua
deteccao pelos métodos tradicionais de inspecao torna-se impraticavel.

E impossivel ignorar o crescimento e o desenvolvimento da aquicultura brasileira e
a importancia dessa atividade como fonte de alimento. Contudo, o crescimento, sem a
aplicacao de boas praticas, pode gerar o aumento da produtividade do setor; com isso, o
risco de ocorréncia de doengas também aumenta (DE PEREZ, 2017).

A maior parte das doencas de animais aquaticos no Brasil possuem carater
endémico e/ou desconhecido (BRASIL, 2013). O pais tem registrado elevado numero de
doencas causadas por bactérias e virus, porém o conhecimento desses agentes ainda é
restrito. Algumas dessas doengas podem, inclusive, ser de notificagdo obrigatéria (DE
PEREZ, 2017).

Devido a evidéncia de M. gordonae como possivel agente infeccioso em humanos,
estudos adicionais sdo necessarios a fim de avaliar o real risco apresentado por este
patdégeno, quando ingerido a partir dos alimentos, tanto em pessoas imunossuprimidas
guanto em pessoas sadias. Deve-se ainda levar em consideragcao a crescente mudancga
dos habitos alimentares da populagao, com diferentes formas de preparo e consumo do

pescado, inclusive na forma crua.

6.3 Cianobactérias

Além de representar uma grave ameaca aos suprimentos globais de dgua doce, as
cianotoxinas contidas nos tecidos de peixes podem apresentar uma via alternativa de
exposicdo a humanos. Entretanto, esse mecanismo ainda € mal compreendido, uma vez
gue poucos estudos determinaram a concentragcéo de cianotoxinas no tecido muscular de
peixes tipicamente consumidos por humanos (MAGALHAES et al., 2001; XIE et al., 2004;

WOOD et al., 2006). Em vez disso, a maior parte dos estudos documentaram niveis de
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toxina nos tecidos onde ocorre agregacao de cianotoxinas, como a microcistina em tecido
hepatico (KOTAK et al., 1996; ZIMBA et al., 2001; IBELINGS et al., 2005).

No presente estudo, foi constatada a presenca de cianobactérias em 48% das
amostras (24/50) coletadas em musculos de O. niloticus, a partir de filés destinados ao
consumo humano.

Em estudo realizado por Magalhaes et al. (2003) na Baia de Sepetiba, RJ, foram
coletadas amostras mensais de musculo de varias espécies de peixes e crustaceos
destinados ao consumo humano (1 amostra = pool de cinco animais, 5g de musculo de
cada), durante 11 meses e foi constatado que 19% das amostras apresentaram
concentragdo de cianotoxinas superior ao limite de ingestdo diario estabelecido pela
Organizacao Mundial de Saude (0,04 ug/kg/dia de peso corporal).

Jia et al. (2014) estudaram a presenca de cianotoxinas em 46 amostras de
musculos obtidas de quatro espécies de peixes (C. carpio, H. molitrix, C. auratus, A.
nobilis) e verificaram que os limites maximos diarios descritos acima foram excedidos em
55,6% das amostras de musculo.

Bukaveckas et al. (2017) analisaram amostras de musculos de peixes de
importancia comercial, coletados na costa leste dos Estados Unidos, e também em um
estuario do mar Baltico, onde se verificou a presenca de microcistina em concentracoes
acima do limiar de ingestao diaria toleravel para esta molécula.

Casos clinicos de intoxicagao por microcistina em humanos indicaram que a
microcistina € uma potente hepatotoxina, a qual pode desencadear insuficiéncia hepatica
aguda, embora as intoxicagdes em geral sejam raras (POURIA et al., 1998).

Atividades recreativas com consumo acidental de agua contendo niveis
moderadamente elevados de Microcistina-LR (MC-LR) poderiam levar a toxicidade em
populagdes vulneraveis, incluindo criangas, populagdes geneticamente predispostas (LI et
al., 2012) e pacientes com doencga hepatica em curso. Uma vez que os pacientes sao
submetidos rapidamente a faléncia hepatica aguda apds a intoxicagao aguda por MC-LR,
mesmo a exposi¢do a niveis muito baixos poderia resultar em taxas de morbidade e
mortalidade muito elevadas a partir do contato de pessoas com uma fonte de agua
contaminada, devido a probabilidade de multiplas espécies de microcistina estarem
presentes simultaneamente na agua (WOOLBRIGHT et al., 2017).

Poste et al. (2011) verificaram que a microcistina esta presente na agua e nos
peixes de varios lagos de clima tropical e temperado, o0 que representa perigo aos
consumidores, devido ao risco da bioacumulagéo nesses individuos (MAGALHAES et al.,
2003; XIE et al., 2007).
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As microcistinas sdo extremamente importantes, ndo apenas pelo seu potencial de
causar intoxicagdo aguda, mas também pela capacidade de promover formagao tumoral
pela exposigdo crbnica em baixas concentragdbes em agua potavel contaminada
(SVIRCEV et al., 2009; ZHOU et al., 2002; MAATOUK et al., 2004). Em 2006, em Lyon,
na Franga, a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre Céancer (IARC) realizou avaliagéo
da MC-LR e concluiu que esta molécula € um possivel carcinébgeno para humanos,
classificando-o como um carcinogénico 2B (IARC, 2006), demonstrando a importéncia da
pesquisa dessa toxina em filés de peixes destinados ao consumo humano.

A melhor maneira de reduzir a ocorréncia de cianotoxinas no pescado é controlar
as floracbes de cianobactérias, uma vez que nenhuma ou pouca cianotoxina se
acumularia nos organismos aquaticos. Esta bem estabelecido que a intensidade das
floragoes tem aumentado como consequéncia de eutrofizagado antropogénica mundial (ou
seja, enriquecimento de corpos d'agua com nutrientes fertilizantes, particularmente o
fésforo) (IBELINGS e CHORUS, 2007).

Na aquicultura intensiva, a capacidade natural de suporte dos tanques é bastante
excedida. Como a aquicultura trata do cultivo intensivo de organismos, sdo estabelecidos
processos ecoldgicos artificiais em fungdo da manipulagdo do ambiente aquatico. Devido
a alta densidade de peixes ou camardes cultivados para atender a aquicultura comercial
lucrativa, os tanques recebem grandes aportes de nutrientes pelo acumulo de ragao néo
consumida (ZIMBA e GRIMM, 2003). Além disso, a excregao dos organismos cultivados,
mineralizagao natural e ressuspensao do sedimento aumentam o estoque de foésforo na
agua. Os peixes poderiam assimilar apenas 20-27% do nitrogénio e 8-24% do fésforo
langados no sistema durante o cultivo. Do estoque total destes nutrientes nos tanques, a
ragao dos peixes contribui com 90-98% do nitrogénio e 97-98% do fésforo. No sedimento,
foram encontrados de 54-77% de nitrogénio e 72-89% do fdsforo, resultantes do acumulo
de racéo no fundo (AFSAR, 2008).

No Brasil, a presenga de cianobactérias em aguas destinadas a aquicultura, bem
como as concentragdes de fésforo total e nitrogénio amoniacal total sdo regulamentadas
pela Resolugdo n° 357, de 17/03/2005, do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(CONAMA), a qual estipula como limite o valor de 50.000 células/mL ou 5 mm?3/L para a
densidade de cianobactérias no meio (Fosforo total = 0,020 mg/L; Nitrogénio = 1,27 mg/L,
ambos em ambientes |énticos).

Com relacao aos controles oficiais do pescado e seus produtos, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, por meio do Regulamento de Inspecao Industrial
e Sanitaria de Produtos de Origem Anima (RIISPOA) prevé a analise dos indicadores de
frescor, o controle de histamina (nas espécies formadoras), controle de biotoxinas ou de



35

outras toxinas perigosas para a saude humana, além do controle de parasitas (BRASIL,
2017). Entretanto, pelo fato das cianobactérias nao apresentarem alteragdes
macroscoépicas nos filés de pescado, sua deteccdo pelos métodos tradicionais de
inspecao é improvavel. Assim, produtores e autoridades responsaveis pela fiscalizagcao
dos parametros de qualidade da agua e do pescado devem atentar para a importancia da
presencga desses agentes no ambiente de cultivo.

Estudos adicionais sdo necessarios a fim de detectar e quantificar as cianotoxinas
nos filés de tilapia do Nilo disponibilizadas ao consumo humano no varejo, de forma a
verificar se estas, caso presentes, representam risco a saude humana, ou seja, se sua
concentragdo esta acima dos valores maximos de ingestdo diaria para cianotoxinas

estabelecidos pela Organizagdo Mundial de Saude.
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7. CONCLUSOES

» As amostras de musculo de filés de tilapia do Nilo do presente estudo ndo apresentaram

Edwardsiella tarda e Aeromonas hydrophila aos exames moleculares de PCR,;

» Ataxa de prevaléncia de cianobactérias em musculo de filés de tilapia do Nilo foi de 48%
a PCR em tempo real (QPCR);

» 100% dos filés de tilapia do Nilo amostrados no presente estudo revelaram ser positivos

para Mycobacterium gordonae aos exames moleculares de PCR;

» Tendo em vista os resultados obtidos, estudos adicionais s&o necessarios para detecgao
de agentes patogénicos de importancia em saude publica em filés de tilapia, tendo em

vista o crescente habito do consumo “in natura” pela populacgao.
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