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CAPITULO 1: TESE
Francisella noatunensis orientalis EM TILAPIAS (Oreochromis
niloticus) CULTIVADAS EM TANQUES-REDE NA BACIA
HIDROGRAFICA DO RIO ARAGUARI — MINAS GERAIS



RESUMO

A franciselose em peixes podem causar sérias perdas econdémicas aos
produtores. Os objetivos dessa pesquisa foram estimar e identificar a prevaléncia
de Francisella noatunensis orientalis em Oreochromis niloticus cultivadas em
tanques-rede na bacia hidrografica do rio Araguari — Minas Gerais — Brasil.
Foram coletadas aleatoriamente 150 amostras de bago de Oreochromis niloticus
oriundas de cultivos em tanques-rede localizados em reservatorios de
hidrelétricas localizadas na bacia hidrografica do rio Araguari - Minas Gerais,
Brasil e abatidas em trés frigorificos distintos. Foram mensurados o comprimento
padrdo (cm) e a massa corpérea (g) dos peixes. Antes da coleta do bago, foi
identificado o sexo dos peixes. O baco foi utilizado para identificar a Francisella
spp. pelo método de gPCR. As fémeas apresentaram uma massa corporea e um
comprimento padrdo menores significativamente (p<0,0001) quando
comparados com os machos. N&o foi observada relagao significativa entre essas
variaveis com a presengca da bactéria (p>0,05). Os resultados da qPCR
identificaram a Francisella spp. em seis amostras, correspondendo a prevaléncia
de 4 %. Dessas, duas foram encaminhadas para a realizagcdo do
sequenciamento do gene iglC pertencente a regido 16S do RNA ribossémico, o
qual identificou a presencga de Francisella noatunensis orientalis em ambas. Esse
achado de prevaléncia pode levar a instauragcdo, por parte dos &rgaos
governamentais, de condutas de vigilancia dos casos de franciselose no pais,

devido as importantes perdas econémicas geradas por seu agente etioldgico.

Palavras-chave: franciselose, diagnéstico, qPCR, sanidade aquicola.



ABSTRACT

Francisellosis in fishes can cause serious economic losses to producers. The
aims of this research were to estimate and verify the prevalence of Francisella
noatunensis orientalis in Oreochromis niloticus grown in cages system in
Araguari river hydrographic basin — Minas Gerais state — Brazil. It was collected,
randomly, 150 spleen samples of Oreochromis niloticus derived crops in cages
located in hydroelectric reservoirs placed in Araguari river hydrographic basin —
Minas Gerais state — Brazil, from three different slaughterhouses. It was
measured the fishes standard lenght (cm) and the body mass (g). Before the
collection of the spleen, the gender of the fishes was identified. The spleen was
used to identify the Francisella spp. by gPCR method. The female showed a body
mass and significantly smaller standard lenght (p<0,0001) when compared with
males. It was not observed a significant relationship between these variables with
the presence of bacterium (p>0,05). The gPCR results identified Francisella spp.
in six samples, representing a prevalence of 4 %. From these, two were directed
to the achievement of the sequencing of the gene iglC belonging to the 16S
ribosomal RNA identified the presence of Francisella noatunensis orientalis on
both. This prevalence finding may lead to the establishment, from government
departments, monitoring behavior of francisellosis cases in Brazil, due to major

economic losses generated by its etiological agent.

Key words: francisellosis, diagnosis, qPCR, aquaculture health.



INTRODUGAO

A aquicultura, uma arte milenar de origem asiatica, € traduzida na
atualidade como a atividade do setor primario mais promissora a atender a
deficiéncia de nutricao da populacao global. Isso se deve ndo apenas ao fato de
fornecer proteina animal de qualidade, mas também por ser uma forma de
reduzir a pobreza pela geragcdo de oportunidades de trabalho para pessoas de
baixa qualificagdo profissional nos ambientes rurais e urbanos (ROCHA,;
RODRIGUES, 2015).

Nas ultimas cinco décadas, a produgao global de peixes provenientes tanto
de pesca extrativa quanto da aquicultura tem aumentado, sendo a China o maior
produtor mundial de pescado (FAO, 2014). Nesse contexto, o Brasil ocupa o 17°
lugar no ranking em aquicultura e a 252 posicdo na pesca extrativista (BRASIL,
2010). Em relagéo apenas a produgdo continental, o Brasil encontra-se em 9°
lugar, chegando a produzir 388.700 toneladas, equivalente a 0,9 % da produgao
total, enquanto que a China é lider absoluta com uma producéo de 24.817.311
toneladas, o que corresponde a 60,1 % da producdo de peixes mundial em
continente (FAO, 2015a).

O Brasil possui um relevante potencial para o desenvolvimento da
aquicultura em suas diversas regides, cada qual com sua especificidade
produtiva. Nos parques aquicolas continentais brasileiros os peixes mais
cultivados s&o: tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), tambaqui (Colossoma
macropomum), pacu (Piaractus mesopotamicus) e pirapitinga (Piaractus
brachypomus) (BRASIL, 2016).

O Estado de Minas Gerais € o segundo maior produtor de tilapias da regiao
sudeste, atras apenas do estado de Sdo Paulo (BRASIL, 2011). Na regido do
Triangulo Mineiro - Minas Gerais - Brasil, ndo ha estimativa do volume de
producéo de tildpias, uma vez que 90 % dos piscicultores atuam na ilegalidade
(BRASIL, 2016). Essa falta de fiscalizacdo gera desinformacado referente a
possiveis patdgenos que podem estar presentes nesses cultivos.

O pescado ainda nao ocupa papel de destaque da producéo de proteina
animal no Brasil. O consumo de peixes recomendado pela OMS é de 12

quilogramas/habitante/ano sendo que a populagdo brasileira consome 14,5



enquanto o consumo per capita mundial € de 19,2 quilogramas/habitante/ano
(FAO, 2014; BRASIL, 2015a).

A tilapia do Nilo € a principal espécie cultivada no Brasil, devido
principalmente a sua precocidade, facil adaptagao a diversos tipos de ambiente
e sistemas de criagéo, excelentes taxas de crescimento e 6tima aceitagao pelo
consumidor (TAVARES; PALHARES, 2011; KUBITZA et al., 2012). Além disso,
a carne de tilapia € muito apreciada, por ser saborosa, com baixo teor de gordura
(0,9 %) e de calorias (172 Kcal/100 g de carne). Outra vantagem & o fato desse
peixe apresentar um rendimento de filé em torno de 30 % a 40 %, o que o torna
bastante interessante para industrializagdo (NOGUEIRA; RODRIGUES, 2007).

A espécie O. niloticus apresenta um bom desempenho em sistemas
intensivos de producéo e vem se adaptando com sucesso a cultivos em tanques-
rede (FURLANETO et al., 2006). Esse sistema de criagdo de peixes tem sido
uma oOtima alternativa para aproveitamento dos ambientes aquaticos
inexplorados, dispensando o desmatamento e evitando problemas com erosao
e assoreamento (CARDOSO et al., 2005).

Um dos grandes entraves da aquicultura € a densidade populacional em
relacdo a area de criagdo, pois propicia maiores concentracbes de matéria
organica, desenvolvimento de algas e outros micro-organismos que causam
impacto ambiental e nos animais. A criacdo em tanques-rede favorece a alta
densidade, gerando estresse nos peixes, tornando-os aptos ao desenvolvimento
de diversas infecgcdes. Dentre os patégenos de maior ocorréncia em piscicultura,
destacam-se as bactérias que causam grandes prejuizos econdmicos e
sanitarios (BARTON, 2002; ELLIS et al., 2002; NORTH et al., 2006).

Nesse contexto, as bactérias pertencentes do género Francisella tem sido
muito estudadas devido a sua caracteristica emergente. Nesse género, destaca-
se a especie Francisella noatunensis orientalis, responsavel por perdas
econdmicas na producdo de peixes. Essa espécie € responsavel por causar
principalmente granulomas multifocais em o6rgdos internos como bago, rins e
figado (SOTO et al., 2009a, 2012), levando a sérios prejuizos econdémicos aos
produtores (LIMA, 2007).

A identificacdo das bacterioses em peixes €& realizada através da
verificagdo dos sinais clinicos, isolamento de bactérias, técnicas bioquimicas e

moleculares, como por exemplo, reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em



especial a PCR em tempo real (QPCR), seguidas de métodos baseados em
analises de sequenciamento da subunidade ribossomal 16S RNAr (JANDA;
ABBOTT, 2007).

Medidas de prevencdo e tratamento no cultivo de tilapias devem ser
adotadas na tentativa de diminuir os riscos eminentes ofertados por esse micro-
organismo. Para tal, o diagnéstico laboratorial e 0 manejo adequado sé&o

fundamentais para a manutencéo da sanidade do plantel.

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Espécies de tilapias

A tilapicultura é originaria da Asia, ha mais de quatro mil anos. Seu
expressivo crescimento nas ultimas trés décadas tem feito desse grupo de
peixes um dos mais cultivados de forma extensiva no mundo. Nesse ambito, a
tilapia do Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) (Figura 1) é a principal
espécie cultivada (EL-SAYED, 2006; SOTO et al., 2014).

FIGURA 1. Oreochromis niloticus (Fonte: STIASNY, 2003).

A chegada da tilapia ao Brasil, data da década de 1950, quando a espécie
Tilapia rendalli (Boulenger, 1897) (Figura 2) foi importada de Elisabethville
(Congo Belga), atual Republica Democratica do Congo — Africa (GURGEL,



1998), para povoamento dos reservatorios hidrelétricos da empresa “Light” no
Estado de Sao Paulo. Em 1971, o Departamento Nacional de Obras Contra a
Seca (DNOCS) introduziu essa espécie com o objetivo de povoamento dos
reservatérios da regiao nordeste (OLIVEIRA et al.,, 2007; BARROSO et al.,
2015).

FIGURA 2. Tilapia rendalli (Fonte: NICO et al., 2016a).

Nesse momento da histéria da introdugdo da tilapia no Brasil alguns
entraves foram identificados. A baixa taxa de crescimento de T. rendalli e a alta
prolificidade e consanguinidade de O. niloticus causou a disseminagao
descontrolada da tilapia nos reservatérios brasileiros tendo como resultado
baixos indices de produtividade (OLIVEIRA et al., 2007). A partir dai outras
espécies foram sendo trazidas da Africa, dentre elas Oreochromis aureus —
tilapia azul (Steindachner, 1864) (Figura 3), Oreochromis urolepis hornorum —
tilapia de Zanzibar (Trewavas, 1966) (Figura 4) e Oreochromis mossambicus —
tilapia de Mogambique (Peters, 1852) (Figura 5) com o objetivo de repovoamento

para praticas de pesca artesanal e seguranga alimentar (BARROSO et al., 2015).
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FIGURA 3. Oreochromis aureus (Fonte: NICO et al., 2016b).

FIGURA 4. Oreochromis urolepis hornorum (Fonte: RAZAK, 2014).



FIGURA 5. Oreochromis mossambicus (Fonte: U.S. FISH AND WILDLIFE
SERVICE, 2011).

As espécies O. niloticus, O.aureus, O. mossambicus, e O. urolepis
hornorum tem se destacado na aquicultura mundial devido a expressao de
algumas caracteristicas zootécnicas como taxa de crescimento, toleréncia ao
frio, tolerancia a salinidade, maturacado sexual e prolificidade (OLIVEIRA et al.,
2007).

A tilapia é um peixe tropical com relativa resisténcia a variagdes no
ambiente. Suportam bem oscilagcdes de temperaturas, onde seu crescimento é
favorecido a temperaturas entre 26°C e 28°C, sendo os valores letais abaixo de
8°C e acima de 42°C. Apresenta rusticidade em relagdo ao nivel de oxigénio
dissolvido na agua, com étimo em concentragdo de 3 mg L™, suportando viver
por curtos periodos de tempo em concentragbes de 1 mg L. O potencial
Hidrogenibénico (pH) ideal da agua para seu cultivo € em torno de 7 e 8,
suportando valores limites de 3 e 12 por um curto periodo. Além disso, as tilapias
podem se adaptar a aguas salobras, onde ha grande variagdo em relagao a
salinidade no ambiente aquatico (ZANIBONI-FILHO, 2004).



1.2 Situagédo do cultivo de tilapias no Brasil

O Brasil apresenta um expressivo potencial para o desenvolvimento da
aquicultura, pois comporta aproximadamente 12 % da agua doce disponivel no
planeta. Sdo mais de cinco milhdes de hectares de laminas d’agua disponiveis
em reservatorios de usinas hidrelétricas e bacias particulares e também uma
extensa costa maritima, em torno de 8400 Km, passivel de uso para producao
em cativeiro (CREPALDI et al., 2006).

A producdo da tilapia ja ocorre em 1878 municipios brasileiros, sendo
restrita pela legislagédo ambiental apenas a bacia amazoénica. Nos ultimos anos,
o cultivo de tilapia teve um aumento médio anual entre 20 % e 25 %, em 2014
foram 198,49 mil toneladas despescadas, valor equivalente a 41,9 % do total da
piscicultura do pais (IBGE, 2014). Fato favorecido pela autorizagéo por parte do
governo, do uso das aguas da Unido para fins aquicolas (BRASIL, 2004). Desse
total produzido, 99 % é consumido internamente (BARROSO et al., 2015).

1.3 Sistemas de cultivo

1.3.1 Tanques escavados

Apesar do grande crescimento no cultivo de tilapias em tanques-rede no
Brasil, grande parte da producédo deste peixe vem do cultivo em tanques
escavados, também chamados de viveiros (Figura 6). Esse tipo de criagdo impbe
ao produtor alguns desafios para um manejo adequado e eficiente. O principal
deles é a despesca realizada com redes de arrasto convencionais. Nesse
método, peixes podem saltar por sobre a rede ou escapar por debaixo da
mesma, se enfiando no lodo do tanque e dependendo do caso, até morrendo
(KUBITZA, 2009).



10

FIGURA 6. Tanques escavados (Fonte: arquivo pessoal).

Devido a essa dificuldade na despesca, geralmente a engorda de tilapias
cultivadas em viveiros é feita em fase unica, onde os alevinos s&o estocados e
engordados até o peso de mercado sem nenhuma intervengdo. Alguns
produtores optam por realizar a engorda em duas etapas: a primeira € o bergario
onde os alevinos sao recriados em local protegido (Figura 7) até alcangarem 10
a 100 gramas e a segunda, onde os entao juvenis sdo engordados até atingirem
o peso comercial desejado (KUBITZA, 2009).

FIGURA 7. Tanque escavado com protegado contra predadores naturais

(Fonte: arquivo pessoal).
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Outro fator relevante é a presenca de sabores indesejaveis no pescado
cultivado nesse sistema, conhecido como off-flavor (TUCKER, 2000). O
ambiente limnico vem sofrendo grandes alteragdes ao longo dos anos, devido a
urbanizagao e expansao das industrias. Como consequéncia, ocorre a perda na
qualidade da agua de cultivo, o que propicia um ambiente aquatico alterado,
levando a producéo de duas substancias que sao a principal causa do off-flavor
nos peixes: Geosmina (GEO) e 2-metilisoborneol (MIB), compostos organicos
responsaveis, respectivamente, pelo cheiro de terra e de bolor ou mofo na agua
(SOUZA et al., 2012).

Vantagens estédo associadas ao cultivo de tilapias em viveiros, dentre elas
a menor incidéncia de doencas e a maior eficiéncia nas conversodes alimentares
reduzindo o uso de ragao e custo de alimentacdo. Para a viabilizagao desta
ultima, o produtor deve investir em equipamentos e estruturas que facilitem a
despesca e possibilitem a classificagdo dos peixes por tamanho. Além disso, as
tilapias sao eficientes no aproveitamento do plancton, alimento natural disponivel
nos tanques. Tais fatores quando associados, podem diminuir o custo de
producéo em viveiros (KUBITZA, 2009).

A piscicultura € uma atividade que pode gerar significativos impactos
ambientais, tanto na sua instalagédo quanto em sua operagao. Esse problema se
agrava nos cultivos em tanques escavados. Na tentativa de minimizar esse
problema nesse tipo de criagdo, algumas praticas podem ser adotadas, como:
(a) uso de ragao balanceada e de forma racional, evitando sobras; (b) uso dos
efluentes para fertirrigacao; (c) construgcdo de viveiros preferencialmente em
areas ja degradadas; (d) reducdo na taxa de renovagdo de agua; (e) uso de
lagoas de decantagéo para tratamento de efluentes aliado a colocacgao de filtros;
(f) praticar o policultivo para potencializar o uso do espago e dos recursos
naturais e (g) cultivar preferencialmente espécies da bacia hidrografica onde esta
localizada a piscicultura (FARIA et al., 2013).

1.3.2 Tanques-rede

Tanques-rede sao estruturas flutuantes para cultivo de peixes, constituidas
por redes ou telas, em diversas formas e tamanhos, com fungdo de reter um
determinado numero de individuos, com fluxo constante de agua (Figura 8).

Basicamente sao estruturas constituidas de uma armacgao para sustentagao de
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telas de didametro entre 19 e 25 milimetros, com flutuadores e comedouros
apoiados, com uma tampa, também de tela, para evitar fugas dos peixes e
ataque de predadores. Sinalizadores utilizando tambores de PVC de 50 a 200
litros, na cor amarela ou luminosos, sao exigidos pela Marinha em cultivos em
aguas da Uniao (TANIGUCHI et al., 2014).

FIGURA 8. Tanque-rede (Fonte: arquivo pessoal).

O sistema de tanques-rede para o cultivo de tilapias € um dos mais
utilizados atualmente e o mais produtivo por unidade de cultivo. E uma
modalidade de criagdo intensiva que tem como principal objetivo o aumento da
produtividade por area trabalhada com consequente ganho em lucratividade.
Isso se deve ao fato do método permitir o uso multiplo e racional dos recursos
hidricos (represas, rios, lagos) que sao abundantes no Brasil, dispensando o
desmatamento; apresentar menor custo fixo por produ¢cdo quando comparado a
outros sistemas de cultivo e ainda, possibilitar produgao escalonada, obtendo a
colheita ao longo de todo o ano (TANIGUCHI et al., 2014).

Na implantac&do desse sistema, deve-se considerar algumas caracteristicas
relevantes aos tanques-rede para se evitar prejuizos. O material vazado deve ter
didmetro suficiente para permitir a maior troca possivel de agua com o ambiente
e ser resistente o bastante para suportar o peso dos peixes e impedir evasdes
através da tela, e ainda, ser de material resistente a corros&o e que permita a

remocao dos dejetos gerados pelos peixes evitando seu acumulo dentro dos
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tanques. Deve ser de custo acessivel e ser capaz de possibilitar a retencao da
ragao dentro do tanque até que seja totalmente consumida (CYRINO; CONTE,
2006).

O cultivo de tilapias em tanques-rede facilita o monitoramento e a despesca
pois nesse sistema €& possivel a observacao frequente dos peixes, o que
favorece o manejo sanitario e o controle de predadores. Porém, algumas
desvantagens em seu uso sédo observadas, como: (a) o risco de encrustamento
e rompimento da tela da gaiola com perda da produgéo; (b) total dependéncia do
sistema de arragoamento; (c) necessidade de fluxo de agua constante através
das redes; (d) a alta densidade gerando estresse aos animais; (e) diminuicdo da
qualidade da agua pelo acumulo de matéria organica favorecendo a introdugéo
de doencgas e/ou peixes no ambiente prejudicando a populagéo natural e (f) o
acumulo de fezes e metabdlitos embaixo dos tanques-rede causando impacto
ambiental (LONGHI et al., 2012).

Além disso, a criacdo de peixes em tanques-rede pode levar a eutrofizacao
artificial no ambiente, devido ao acumulo de residuos gerados no manejo
oriundos de alimentos ndo digeridos e metabdlitos, que elevam a concentragéo
de nitrogénio e fosforo na agua, proporcionando a proliferacdo excessiva de
algas e plantas aquaticas. Isso aliado a fatores como baixos indices
pluviométricos, baixa umidade relativa do ar e altas temperaturas afetam
diretamente o volume de aguas nos reservatorios e consequentemente em sua
vazao, agravando o processo de eutrofizacdo. Dependendo da intensidade
desse processo, o resultado pode ser profundas alteragbes no ambiente
aquatico comprometendo a estabilidade do ecossistema (FERREIRA et al.,
2005; BARROSO et al., 2015).

A forma de cultivo mais utilizada em tanques-rede é o bifasico, onde na
primeira fase, a de pré-engorda, alevinos com peso médio em torno de um grama
sdo estocados em tanques de alevinagem até atingirem entre 20 e 30 gramas
de peso. Dai, passam para a segunda fase, a de engorda, onde permanecem
por cerca de 120 dias até atingirem o peso comercial que varia de 600 a 850
gramas. Nesse cultivo o ciclo total de engorda da tilapia ocorre em torno de 180
dias. Outra opcao € o cultivo trifasico. A diferenca para o bifasico esta na primeira
fase, que é dividida em duas. Os alevinos de um grama de peso ficam estocados

em tanques com malha de 5 milimetros por pelo menos 21 dias, até atingirem
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peso médio de dez gramas. Dai sao transferidos para tanques com malha de 8
milimetros de didmetro onde permanecem por 30 a 40 dias até atingirem peso
superior a 20 gramas. Antes de sua transferéncia para os tanques de engorda,
0s peixes, nesse sistema, passam por classificacéo entre pequenos, médios e
grandes e sao distribuidos para outros tanques conforme seu tamanho
(NOGUEIRA; RODRIGUES, 2007).

Em cultivos em tanques-rede, a densidade de tilapias varia entre 30 a 50
Kg m™ ao final de cada ciclo. As formulagdes de ragdes especificas para esse
tipo de criagdo permitem um rapido crescimento dos peixes com uma excelente
performance em um periodo relativamente curto de tempo, e dependendo das
condi¢gbes climaticas da regido, € possivel produzir até dois ciclos por ano
(ENGLAND, 2014).

O equilibrio entre a saude dos peixes cultivados, proliferagdo de
patdogenos e a qualidade do ambiente aquatico € essencial para o sucesso na
produgao em tanques-rede. Qualquer fator que desequilibre esse sistema, como
por exemplo, manejo inadequado, alteragdes bruscas de temperatura, nutricao
desequilibrada, deterioragdo da agua; favorecem a proliferagdo de parasitos e
de agentes patogénicos fungicos, virais e bacterianos (ZANOLO; YAMAMURA,
2006; KUBITZA et al., 2013).

1.4 Francisella spp.

Os micro-organismos pertencentes ao género Francisella foram isolados
pela primeira vez em 1910, na Califérnia, nos Estados Unidos da América (EUA)
e posteriormente, em 1922, descritos pelo bacteriologista americano Edward
Francis (RYAN; RAY, 2004). Pertencem a familia Francisellaceae, sdo membros
do grupo das y-proteobactérias e sdo cocobastonetes gram-negativos imoveis
(Figura 9), alcool-acido-resistentes, parasitas intracelulares, anaerdbios
facultativos, nao formadores de esporos (SOTO et al., 2012; MARTINS et al.,
2015).
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FIGURA 9. Francisella spp. aderida a macroéfago (Fonte: MARTINS et al.,
2015).

A taxonomia do género Francisella spp. esta em discussédo e revisao.
Atualmente, 5 espécies sdo reconhecidas: F. tularensis, F. philomiragia, F.
noatunensis, F. hispaniensis e F. halioticida (OTTEM et al., 2009; HUBER et al.,
2010; BREVIK, et al.,, 2011). A espécie F. noatunensis compreende duas
subespécies: Francisella noatunensis noatunensis e Francisella noatunensis
orientalis (OTTEM et al., 2009). Ambas responsaveis por causar doenca
granulomatosa em peixes de agua doce e marinhos (SCHRALLHAMMER et al.,
2011).

O isolamento de Francisella noatunensis foi obtido inicialmente através do
cultivo de células e posteriormente pelo cultivo em agar coragao cisteina, cuja
composicao inclui infusdo coragdo de bovino (Beef Heart Infusion), peptona
proteose, dextrose, cloreto de sodio, L-cistina, agar, adicionado de 100 a 500
unidades de penicilina por mililitro de meio para reducado de possivel flora
contaminante. As colbnias caracteristicas dessa espécie sao pequenas,
convexas e opacas, com crescimento 6timo a 22°C. Bioquimicamente, s&o
catalase positivas, oxidase negativas, produtoras de acido sulfidrico. Produzem
fosfatase acida e alcalina, esterase C4, esterase lipase C8, -lactamase e nafitol-
AS-Bl-fosfohidrolase. Ndo produzem &acido na fermentagdo dos carboidratos
arabinose, glicose, maltose, manitol, ribose, sorbitol, sacarose e trealose
(AUSTIN; AUSTIN, 2012).
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Soto et al. (2013a) cultivaram cepas de Francisella noatunenis orientalis em
agar coracgao cisteina suplementado com solu¢géo de hemoglobina bovina por 72
horas a 28°C e também, em caldo Mueller- Hinton suplementado com 0,1 % de
glicose e com IsoVitaleX® (Becton Dickenson BBL, Sparks, MD, USA), um
suplemento para recuperagao de ceélulas injuriadas, segundo protocolo descrito
por BAKER et al. (1985). O caldo foi incubado overnight a 25°C, no agitador a
175 rpm e depois a cultura foi acrescentada de glicerol a 20 % e congelada a -
80°C para ser usada posteriormente.

Segundo Klinger-Bowen et al. (2012), bactérias do género Francisella
isoladas de peixes ndo sédo reconhecidas como sendo zoondticas, significando

que estas ndo causam doenga em humanos.

1.4.1 Patogenia

Os mecanismos de patogenicidade da Francisella noatunensis orientalis
ndo sao totalmente conhecidos. Esses micro-organismos apresentam uma
expressiva taxa de infectividade e uma notavel habilidade em persisitir no
ambiente (SOTO et al., 2015). Em alevinos de tilapias uma contagem igual ou
superior a 23 UFC g™' pode ser letal (SOTO et al., 2009b).

As lesdes mais comumente encontradas em peixes acometidos por
franciselose sdo esplenomegalia, nefromegalia, com granulomas multifocais
afetando principalmente o bagco e de forma menos frequente o figado, rins,
intestinos e musculo esquelético (Figuras 10 e 11) (JEFFERY et al., 2010;
COLQUHOUN; DUODU, 2011; CAMUS et al., 2013). Tais lesdes caracterizam-
se pela grande quantidade de cocobastonetes que se acumulam nos
citoplasmas celulares ocasionando vasculite necrotizante focal e difusa,
resultando na formagao de granuloma (MAUEL et al., 2007; SOTO et al., 2012).

Exames histopatologicos de 6rgdos e tecidos afetados ajudam na
identificacdo e descricdo da Francisella. Cortes histoldgicos de 6rgéaos afetados
revelam a presenga de granulomas com centro de aspecto necrosado e
geralmente preenchido com liquido. E possivel observar ainda a presenga de
macrofagos, fibroblastos, leucocitos e um pequeno numero de bactérias Gram
negativas nesses granulomas (KUBITZA; KUBITZA, 2013).
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FIGURA 10: Baco de tilapia com lesbes sugestivas de Francisella spp.
(Fonte: FIGUEIREDO, 2015).

FIGURA 11: Bacgo hipertrofiado com lesbes granulomatosas (Fonte:
FIGUEIREDO, 2015).

Soto et al. (2013b), no intuito de estudar a patogenicidade da Francisella
noatunensis orientalis, desafiaram experimentalmente alevinos de tilapias com
uma cepa selvagem de Francisella noatunensis orientalis. E ainda, avaliaram a
dispersao da bactéria através de multiplos 6rgaos e verificaram a relagdo com
as lesdes. Os autores observaram lesdes granulomatosas predominadas pela
presenca de macréfagos com vacuolos citoplasmaticos contendo pequenas
bactérias cocoides (Figura 12, A e B). Achados esses consistentes com outros
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descritos na literatura para franciselose (BIRCKBECK et al., 2011,
COLQUHOUN; DbUODU, 2011).

M

-
-

b

3 i A =)
. . . b A5 7, ORIl e PN A
FIGURA 12. Alteracbes em tecidos de tilapias experimentalmente infectadas
com Francisella noatunensis orientalis. (A) Granuloma, (g) na porgao anterior do
rim com predominancia de macréfagos epitelidides palidos e vacuolizados.
Granulomas com nucleos escurecidos representam dissociagao de linfécitos. (B)
Granuloma, (g) na porgao posterior com tubulos renais deslocados

perifericamente (setas) (Fonte: adaptado de SOTO et al., 2013b).

Bactérias do género Francisella spp. sdo capazes de penetrar a pele intacta
ou injuriada para induzir uma resposta inflamatéria local, com formacédo de
papulas e ulceras in situ. Através de dispersao linfohematogénica, os agentes
conseguem invadir o tecido parenquimal resultando na formagéo de granulomas
e abscessos (HSIEH et al., 2006).

Klinger-Bowen et al. (2012) relataram que pode haver peixes com
granulomatose em surtos de outras doengas que nao a franciselose, ou seja,

essa lesao por si s6 ndo confirma a presenca de Francisella nas tilapias.
1.4.2 Sinais clinicos

Nos peixes, a franciselose pode se manifestar de forma aguda,

apresentando sinais clinicos discretos, porém com alta taxa de mortalidade.



19

Segundo Chern e Chao (1994) a mortalidade de tilapias associada a infecgao
natural por Francisella spp. pode alcangar 95 %.

A franciselose pode também se manifestar como uma infecgao subaguda
ou crénica, com sintomas inespecificos tais como anorexia, natacao erratica,
anemia e exoftalmia. Durante a necropsia também é possivel observar areas
hemorragicas focais, perda de escamas, erosdo na epiderme, nefromegalia e
esplenomegalia (SOTO et al., 2009 a,b; MARTINS et al., 2015).

Dentre os sinais caracteristicos de Francisella destaca-se: (a) presenga de
granulomas de um a cinco milimetros, branco-amarelados, principalmente no rim
e bago mas que podem ocorrer com menos frequéncia nas gbnadas, figado e
coragao; (b) nédulos brancos nas branquias, semelhantes aos que ocorrem nas
infec¢des por Edwardsiella tarda; (c) lesées granulomatosas na forma de pontos
escurecidos na musculatura. Os sinais clinicos da franciselose podem ser
semelhantes a de outras bacterioses, como por exemplo, Edwardsiella tarda.
Sendo assim, o diagnéstico definitivo da doenca deve ser realizado somente
através da identificagdo do agente patogénico (KUBITZA; KUBITZA, 2013).

Hiperplasia epitelial pode ser observada nas branquias e também ascite.
Além disso, lesdes intramusculares podem ocorrer e afetar significativamente o
processamento das tilapias (BIRCKBECK et al., 2011).

1.4.3 Epidemiologia

A bactéria Francisella spp. esta largamente difundida pelo mundo. Essa
distribuicdo geografica generalizada associada a um amplo espectro de
hospedeiros e a transmissdo peixe a peixe, sugerem a existéncia de
reservatorios naturais desse micro-organismo. Nesse sentido, a previsdo de
surtos relacionados a franciselose é dificultada e agravada pela impossibilidade
de controle efetivo por falta de informagdes relativas a presenca ou nao do
agente no ambiente de cultivo (BARTHOLOMEW, 2011).

A franciselose ¢é altamente transmissivel sob condigdes ambientais 6timas.
Nylund et al. (2006) demonstraram que a transmissao horizontal da Francisella
spp. ocorre em bacalhau por coabitagao. Esses mesmos autores sugeriram que

a introducdo da bactéria em fazendas de cultivo se da através de alevinos
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cultivados oriundos de ninhada selvagem ou que reservatérios naturais de
Francisella spp. podem estar presentes na forma de amebas, peixes selvagens
ou outras espécies marinhas. Outros estudos evidenciaram que a Francisella
spp. € transmitida horizontalmente, de peixe para peixe a curtas distancias
(NYLUND et al., 2006; MIKALSEN et al., 2007).

Kubitza e Kubitza (2013) relataram a possibilidade da infeccdo e
mortalidade causadas por Francisella estarem relacionadas a temperatura da
agua, infestagdes parasitarias, manejo e aumento da turbidez mineral da agua.
E ainda, o contato direto entre peixes sadios e infectados bem como com suas
fezes, também pode ser via de infecgao dentro do cultivo. Francisella isolada de
tilapia ndo se desenvolve bem a temperaturas acima de 28°C e quando a agua
estd a baixas temperaturas, o sistema imunoldgico das tilapias se torna
enfraquecido. A associagao desses fatores pode explicar o fato da franciselose
ocorrer com maior frequéncia quando a agua esta entre 20°C e 25°C. Além disso,
os autores também afirmaram que protozoarios sdo potenciais reservatorios
para Francisella, portanto, peixes com alta carga parasitaria sdo mais
susceptiveis a doenga.

Francisella noatunensis pode estar presente em ambientes com diferentes
temperaturas. Nos cultivos em climas temperados predomina a Francisella
noatunensis noatunensis, devido a sua predilecdo por aguas mais frias. Ja em
climas tropicais, onde a temperatura da agua € mais elevada, ha o predominio
da espécie Francisella noatunensis orientalis (OTTEM et al., 2009; KLINGER-
BOWEN et al., 2012).

1.4.4 Diagndstico

Para o diagndstico das doengas bacterianas em peixes, as alteragoes
comportamentais dos animais acometidos, os sinais clinicos e a taxa de
mortalidade devem ser associados ao isolamento bacteriano através de métodos
microbiolégicos convencionais. Nesse caso, deve-se considerar as
caracteristicas da doenga e a peculiaridade de cada agente. Algumas bactérias
sdo facilmente isoladas em cultivos tradicionais, ja outras requerem condigdes
mais especificas para seu crescimento, o que pode se tornar inviavel pela
dificuldade no isolamento (ISHIKAWA et al., 2011; TOENSHOFF et al., 2012).
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Técnicas de imuno-histoquimica que permitem a marcacdo de bactérias
associadas a avaliagao histopatolégica podem facilitar a identificagao etiologica
e dessa forma, complementar as analises microbiolégicas no diagndstico de
bacterioses (ROMANO et al., 2012).

O isolamento de bactérias através de técnicas moleculares como por
exemplo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em especial a PCR em tempo
real (QPCR), seguidas de sequenciamento da subunidade ribossomal 16S RNAr
sdo os meétodos mais acurados para identificacdo especifica de bactérias
(JANDA; ABBOTT, 2007). Esse fragmento do DNA gendmico € conservado
entre as bactérias, o que permite a identificagdo com alta especificidade e
sensibilidade entre as espécies de micro-organismos presentes nas amostras
(CLARRIDGE, 2004).

No caso especifico da identificacdo de Francisella spp. isolada de peixes,
autores aplicaram a técnica de gPCR seguida pelo sequenciamento da
subunidade 16S do RNAr ribossomal com resultados satisfatorios na
identificacdo de Francisella spp. em peixes (BIRKBECK et al., 2007; OTTEM et
al., 2008; JEFFERY et al., 2010; JACOB et al., 2011; KULKARNI et al.,2011;
KLINGER-BOWEN et al., 2012; SOTO et al., 2012; CAMUS et al., 2013; SOTO
et al.,, 2013b; BRETT et al., 2014; ; LIN et al.,, 2015; NGUYEN et al., 2015;
RUANE et al., 2015).

1.4.4.1 PCR

No ano de 1988, Saiki et al. descreveram a utilizagdo da enzima DNA (acido
desoxirribonucleico) polimerase extraida da bactéria termdfila, Thermus
aquaticus na PCR. O uso dessa enzima permitiu que a reacao fosse processada
em temperaturas mais altas, melhorando a especificidade da reacdo e
aumentando o percentual de produto amplificado, permitindo a automacao do
processo. Além disso, a enzima DNA polimerase possibilitou a minimizacao da
obtencdo de produtos inespecificos, bem como a amplificagdo de produtos
maiores que 400 pares de bases, expandindo significativamente a utilizacdo da
PCR (INNIS; GELFAND, 1990; ERLICH et al., 1991).

A PCR permite que um fragmento especifico da molécula de DNA seja

amplificado milhares de vezes em apenas algumas horas. A técnica baseia-se
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em ciclos que se repetem em trés etapas que ocorrem a diferentes temperaturas,
na presencga de reagentes termoestaveis (dois primers ou iniciadores, quatro
desoxirribonucleotideos trifosfatados, a enzima termoestavel Taq polimerase e
tampéo) e sequéncias especificas de DNA a serem amplificadas. Os primers sao
pequenos fragmentos de DNA fita simples, com orientagcbes opostas
(EISENSTEIN, 1990).

A reacgao envolve ciclos de temperatura e se divide em trés etapas: (a)
desnaturagcao do DNA molde em fita simples; (b) hibridizagdo ou anelamento dos
primers as regides complementares no molde; (c) extensdo e sintese do
fragmento de DNA (FARBER, 1996).

Na etapa de desnaturacdo, a temperatura é elevada para 92°C a 95°C,
quebrando as ligagdes do tipo pontes de hidrogénio que unem as fitas de DNA,
desnaturando-as. A fita de DNA exposta é denominada template ou molde e essa
se anelara a outra fita de DNA contendo a sequéncia iniciadora (primers).
(SCHEINERT et al., 2005). Para que ocorra o anelamento, a temperatura da
reacao é reduzida rapidamente para 35°C a 60°C, dependendo do tamanho dos
iniciadores utilizados. Isso permite que ocorra a hibridizagdo DNA-DNA dos
primers com a sequéncia alvo (EISENSTEIN, 1990). Em seguida, para que a
enzima DNA polimerase realize a extensao no sentido 5'— 3’, a temperatura é
elevada para 72°C (TAYLOR et al., 1993). Este ciclo deve ser repetido dezenas
de vezes e conforme os ciclos se repetem, a quantidade de DNA da sequéncia
alvo aumenta exponencialmente e a amplificacdo segue uma progressao
geomeétrica, tendo como resultado sequéncias de DNA homdlogas ao DNA
molde (TAYLOR, 1993; FARBER, 1996).

Apds a obtengao do produto amplificado (amplicons), uma aliquota deste é
aplicada em gel de agarose, submetida a eletroforese, corada com Brometo de
etidio e visualizada sob luz ultravioleta. Os resultados sdo obtidos pela
comparacao entre as amostras, da presenca de bandas de mesmo peso
molecular. Isso aliado a sua intensidade levam a um resultado qualitativo sobre
a presenca do alvo amplificado (ORLANDO et al., 1998).

A eletroforese € uma técnica baseada na separagao de particulas em um
determinado gel de acordo com sua massa e carga. Macromoléculas que
possuem carga elétrica sdo capazes de movimentar-se quando submetidas a um

campo elétrico, sendo atraidos pelo polo de carga oposta. A eletroforese em gel
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de agarose permite separar longos fragmentos de DNA, dependendo da
concentracéo do gel. Geralmente se trabalha com géis de agarose de 1 % a 1,5
% dependendo do fragmento de DNA esperado. Sao utilizados fluoréforos como
o Brometo de etidio, que se ligam ao DNA e permitem sua visualizagdo no gel
(SAMBRROK; GREEN, 2012).

1.4.4.2 gPCR

A gPCR, técnica amplamente utilizada para quantificar micro-organismos
de interesse clinico e em saude publica, foi desenvolvida inicialmente no intuito
de estimar o numero de cépias de um gene de interesse (DOLKEN et al., 1998).
No final da década de 1990, a qPCR passou a ser utilizada para quantificar virus
em humanos (CANE et al., 1999; LEWIN et al., 1999). Uma técnica que une
relevante simplicidade combinada a alta sensibilidade, especificidade e rapidez
nos resultados fez da gqPCR referéncia e uma potente ferramenta em
quantificacdo da expressao génica (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008; BUSTIN et al.,
2009).

A curva de amplificagdo obtida da qPCR apresenta quatro fases (Figura
13): (a) linear; (b) exponencial inicial; (c) logaritmica linear e (d) platé. Os
primeiros 10 a 15 ciclos onde a emissao de fluorescéncia ainda n&o é suficiente
para atingir o limiar de detecgao (threshold line), corresponde a fase linear. O
inicio da fase exponencial se da quando essa emissao ultrapassa o limiar de
detecgao. Nesse ponto estabelece-se o ciclo de detecgao (Cycle threshold — Ct).
O aumento exponencial no sinal fluorescente corresponde a fase logaritmica
linear. E quando o sinal se torna constante pela limitacdo dos componentes da
reacao, tem-se a fase platé (WONG; MEDRANO, 2005).
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FIGURA 13. Representacdo esquematica das fases da qPCR. ® = amostra com
DNA alvo; © = amostra controle; Rn = intensidade do sinal fluorescente; (a)
linear; (b) exponencial inicial; (c) logaritmica linear; (d) platdé. Adaptada de
Mocellin et al. (2003).

Na reacdo de qPCR, os amplicons produzidos s&o marcados com
moléculas fluorescentes ou corantes que se ligam ao DNA e sao quantificados a
cada ciclo. O Ct, parametro essencial a ser avaliado na qPCR, corresponde ao
ciclo da reac¢ao no qual o sinal fluorescente do corante sinalizador atravessa uma
linha arbitraria, denominada limiar (threshold line) (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
Em uma relagao linear, o Ct é inversamente proporcional ao numero de copias
do DNA alvo, ou seja, quanto maior a concentragdo de material genético na
amostra, menor sera o numero de ciclos necessarios para atingir o ciclo de
deteccao (Ct) (Figura 14) (MOCELLIN et al., 2003).
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FIGURA 14. Representacao esquematica da variacao linear de amplificacao
conforme o numero de copias de DNA obtidas pela gPCR. Adaptada de Mocellin
et al. (2003).

A identificagdo da amplificagdo na qPCR baseia-se no uso de sondas
fluorescentes especificas para uma determinada regidao da molécula que esta
sendo amplificada, através do emprego de marcadores fluorescentes que se
intercalam na molécula de DNA. Dentre esses, o sistema SYBR Green® ¢ um
dos mais utilizados e consiste de um corante fluorescente altamente sensivel
que quando ligado a fita dupla de DNA, provoca um acréscimo significativo na
fluorescéncia, permitindo a identificagdo do acumulo do produto da qPCR
durante a reacdo. Portanto, existe uma relagao diretamente proporcional entre
a intensidade da fluorescéncia e a quantidade de DNA alvo gerada durante a
gPCR. Esse corante permanece estavel durante toda a reacao de amplificacao
(RAMOS-PAYAN et al., 2003; PAUDEL et al., 2011).

A especificidade do ensaio de qPCR é determinada pelos primers e
condicbes de reacbes aplicadas. Entretanto, ha sempre a possibilidade de,
mesmo diante da utilizagao de primers bem delineados, estes possam ligar entre
si, formando primers-dimers, ou, ainda, pode ocorrer a amplificagdo de produtos
inespecificos. Diante dessas possibilidades, ha a necessidade confirmacao da
especificidade da reacao e isso € possivel através da analise da curva de melting
(LIFE TECHNOLOGIES, 2014).
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Na avaliagdo da curva de melting (ou curva de dissociagdo) é possivel
determinar o ponto correspondente a temperatura de dissociagado dos primers
das sequéncias alvo, ou seja, permite a identificagdo do fragmento do produto
amplificado através de uma temperatura especifica, temperatura de melting
(TM). A TM corresponde a temperatura onde metade das fitas de DNA esta na
forma de fitas simples e a outra metade na forma de dupla hélice, e devido a
essa dissociacdo na cadeia de DNA, os corantes marcadores entdo sao
liberados e detectados. A inclusao da avaliacdo dessa curva é primordial para
determinar se houve formagdo de um unico produto ou se houve formagao de
produtos inespecificos (PEREZ et al., 2011; PAUDEL et al., 2011).

As principais vantagens da qPCR em relagdo a PCR convencional é que
a primeira permite que os processos de amplificagdo, deteccédo e quantificacao
de DNA sejam realizados em uma unica etapa, obtendo resultados rapidos,
diminuindo o risco de contaminagdo da amostra e garantindo maior precisao.
Além disso, a gPCR combina deteccdo e quantificacao através da emissao de
fluorescéncia o que permite 0 monitoramento da reagao em tempo real, uma vez
que a cada ciclo de amplificagdo s&o gerados dados. O contrario acontece na
PCR convencional, onde os dados sao analisados somente ao final da reacgao,
pela eletroforese em gel (KUBISTA et al., 2006).

1.4.4.3 Sequenciamento

Na década de 1970, dois experimentos possibilitaram o desenvolvimento
de métodos de obtencdo da sequéncia de fragmentos de DNA em laboratério
(MAXAM; GILBERT, 1977; SANGER; COULSON, 1975). Um desses métodos,
até entido chamado de terminacido da cadeia ou sequenciamento dideoxi, ficou
conhecido como método de Sanger de sequenciamento. Posteriormente, na
década de 1980, foram desenvolvidos os primeiros protétipos de sequenciadores
semiautomaticos, o que fez do método de Sanger o mais comumente utilizado
para sequenciamento. Concomitantemente, o desenvolvimento de algoritmos
para montagem de genomas a partir de fragmentos sequenciados, fez desse
método a principal ferramenta para sequenciamento do genoma humano e de
outros organismos nos anos subsequentes (LANDER et al., 2001; VENTER et
al., 2001)
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O principio da replicagao de DNA foi usado por Sanger et al. (1977) para
o desenvolvimento da técnica de sequenciamento. A vantagem desse processo
esta na habilidade da DNA polimerase em incorporar 2’-3’ dideoxinucleotideos,
nucleotideo analogo que falta do grupo 3’-hidroxi, essencial na formagao da
ligacao fosfodiester.

O sequenciamento pelo método de Sanger requer um produto de DNA,
DNA polimerase, primer, ddNTPs (didesoxirribonucleosideos trifosfatados),
dNTPs (desoxirribonuclesideos trifosfatados) e tamp&o para a reagdo. S&o
configuradas quatro reagdes distintas, cada uma contendo um nucleotideo
radioativamente marcado (ddA, ddC, ddG, ddT). Em cada etapa da extensao da
cadeia de nucleotideos, a DNA polimerase adiciona um dNTP ou o ddNTP
correspondente, dependendo da concentracdo de cada um na reag¢ao. Quando
um dNTP (adenina, citosina, guanina ou timina) é adicionado a uma extremidade
3’, a extensao da cadeia é continuada. Porém, quando um ddNTP (ddA, ddC,
ddG, ddT) é adicionado a essa extremidade, a extensao cessa. Os produtos da
extensdo sao entdo separados por eletroforese (APPLIED BIOSYSTEMS, 2009).

1.5 Prevencgéo e controle da franciselose

Atualmente, ndo ha vacinas comerciais disponiveis para a prevencgao da
franciselose em peixes (SOTO et al.,, 2014). Algumas empresas estéo
trabalhando no desenvolvimento de vacinas para a doenca. Testes estao sendo
realizados em bacalhau na Noruega, mas ainda sem resultados satisfatérios
(COLQUHOUN; DUODU, 2011). Soto et al. (2011) elaboraram uma vacina feita
com uma cepa de Francisella asiatica mutante para um dos seus genes que
conferem patogenicidade. Tilapias jovens foram desafiadas sendo submersas
por 30 minutos ou 180 minutos em agua contendo as bactérias mutantes. Foi
observado uma mortalidade de 80 % nos peixes que nao foram vacinados
(controle) e de 20 % a 30 % nos peixes que receberam a vacina e que
permaneceram 180 minutos na agua contaminada experimentalmente.

Segundo Kubitza (2008), o controle e a prevengao da franciselose em

tilapias no Brasil sdo realizados na forma de aplicacdo de boas praticas na
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producdo e no manejo sanitario para a prevencao de doengas. Tais praticas
abrangem:

(a) monitoramento continuo e manutencdo de adequada qualidade da
agua nos tanques e, no caso de tanques-rede em reservatorios de hidrelétricas,
uma analise criteriosa dos possiveis riscos associados e se possivel, o historico
da qualidade dessa agua;

(b) adequada nutricdo e alimentagdo, com ajustes nos niveis nutricionais
da ragao e no tamanho dos pellets conforme as fases de crescimento;

(c) cuidados na introdugdo de alevinos, juvenis e reprodutores, dando
preferéncia a aquisicao de animais de produtores que aplicam boas praticas de
manejo sanitario;

(d) manter novos estoques adquiridos, separados do plantel ja existente
para quarentena;

(e) atencao constante ao comportamento dos peixes, com remogao
imediata de peixes doentes ou mortos e isolamento das unidades de produgao
onde esses peixes habitavam;

(f) exames de rotina para detectar problemas, mesmo em lotes de peixes
aparentemente sadios;

(g) evitar o uso indiscriminado de terapéuticos;

(h) realizar a desinfec¢ao de equipamentos periodicamente.

Para Klinger-Bowen et al. (2012) peixes acometidos por Francisella
noatunensis orientalis tendem a n&o se alimentarem, por esse motivo, é indicado
0 uso de antibidticos como medida profilatica, sendo a administragcdo dos
farmacos realizada dias antes da diminuicdo da temperatura da agua,
antecipando assim uma provavel infecgéo.

Ja Colgquhoun e Duodu (2011) afirmaram que o uso de antibidticos para
tratamento da franciselose pode nao oferecer efeito satisfatério e duradouro,
uma vez que a bactéria é intracelular, a doenca é caracterizada por alta
prevaléncia e transmissibilidade, baixa dose infectante e causa inapeténcia em
peixes severamente infectados. Porém, alguns estudos demonstram que a
oxitetraciclina (CHERN; CHAO, 1994) e a tetraciclina (MAUEL et al., 2005;
OSTLAND et al., 2006) demonstraram certo grau de eficacia para o tratamento
da franciselose. Soto et al. (2011) verificaram a eficiéncia do florfenicol no

tratamento de tildpias juvenis experimentalmente infectadas com Francisella
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spp. e observaram uma eficiéncia de 100 % no grupo tratado apés 30 dias do
desafio, enquanto que no grupo controle, que nao recebeu o medicamento, a
mortalidade nesse periodo foi de 70 %.

A United States Food and Drugs Administration (FDA) permite o uso de trés
antibidticos em ragdo de peixes: Florfenicol, Oxitetraciclina e
Sulfadimetoxina/ormetropim (FDA, 2016). No Brasil, a Instrugao Normativa n® 13
de 15 de julho de 2015 dispde sobre o Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes para as cadeias de carnes e estabelece os limites maximos de
residuos de antimicrobianos que podem estar presentes na carne de peixes de
cultivo. Nessa normativa, dentre os antibidticos relacionados, constam os
autorizados pelo FDA com seus respectivos limites residuais permitidos na carne
dos peixes (BRASIL, 2015b).

E valido ressaltar que os produtores que optarem pelo uso de antibiéticos
devem contar com o suporte de profissional especializado e tomar como
referéncia o antibiograma realizado contra as bactérias patogénicas isoladas de
peixes doentes. E ainda, no caso de tratamento de peixes com peso proximo ao
indicado para abate, deve-se respeitar o periodo de caréncia do medicamento
utilizado indicado pelo fabricante (KUBITZA; KUBITZA, 2013).

Os imunoestimulantes sao substancias quimicas, sintéticas ou biologicas
que atuam no sistema imune especifico, aumentando a atividade fagocitica e
bactericida das células de defesa, melhorando a resisténcia do peixe a doencas
infecciosas. Seu uso pode ser uma interessante alternativa a ser aplicada nas
boas praticas de manejo no intuito de reduzir ou nao utilizar antimicrobianos no
ciclo de producéo de tildpias (BRICKNELL; DALMO, 2005).

Diversos ingredientes utilizados na ragdo podem ajudar a fortalecer a
resposta imunoldgica dos peixes as diversas enfermidades, bem como auxiliar
no equilibrio da microflora intestinal, facilitando e potencializando a absorg¢ao de
nutrientes. Sob a ética da imunonutricdo, a inclusdo desses ingredientes as
racoes tem sido uma importante pratica para reducao do uso de medicamentos,
em especial antibioticos, resultando em uma melhor percepg¢ao e seguranga no
consumo da carne desses peixes (KUBITZA; KUBITZA, 2013).

A eficacia dessas praticas esta diretamente relacionada a qualidade

sanitaria dos peixes comercializados. A conscientizacdo dos produtores em
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relacdo aos riscos e da importancia desse manejo preventivo sdo de suma

importancia na garantia da saude da populagao.

1.6 Produgéo

A producdo de peixes no Brasil, segundo fonte do IBGE (2014)
movimentou um montante de mais de dois milhdes e setecentos mil reais em
2014, com uma producéo total de mais de 474 toneladas. Nesse contexto, Minas
Gerais aparece com uma producao total de mais de 16 toneladas de peixes
produzidos, movimentando mais de 98 milhdes de reais. Nesse mesmo ano, a
tilapia foi a espécie mais cultivada no Brasil (198,7 toneladas) e o estado de
Minas Gerais foi responsavel por 16.530 toneladas desse montante (IBGE,
2014).

Estudo realizado pelo Rabobank, principal banco financiador agricola do
mundo, mostra que a aquicultura pode ser, na proxima década, a nova fronteira
de proteina animal no Brasil. Na pesquisa, os dados mostram que a produgao
de peixe em cativeiro podera alcangar 960 mil toneladas em 2022 (BRASIL,
2015c).

As tilapias séo eficientes no aproveitamento de alimentos naturais, o
plancton. Em estudo realizado por Schroeder (1983) em viveiros com baixa
renovacgao de agua, cerca de 50 % a 70 % do crescimento de tilapias foi atribuido
ao consumo de alimentos naturais, mesmo recebendo ragéo suplementar. Esse
fato explica o menor custo de producido de tilapias em viveiros de baixa
renovagao de agua comparado ao cultivo intensivo em tanques-rede (KUBITZA,
1999).

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A deficiéncia nos dados de produgao das tilapias na bacia hidrografica do
rio Araguari na mesorregiao do Triangulo Mineiro, Minas Gerais, Brasil, devido a
ilegalidade da atividade leva a desinformagao também em relagdo a sanidade

dos peixes cultivados, ocasionando a subnotificacdo de doencgas. Isso pode
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gerar sérios prejuizos aos produtores e a saude da populagdo exposta ao
consumo desses peixes.
Diante do exposto, o presente estudo tem como objetivos:

(a) Detectar e determinar a prevaléncia de Francisella noatunensis
orientalis em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivadas em
tanques-rede em represas da bacia hidrografica do rio Araguari, Minas
Gerais, Brasil.

(b) ldentificar se a espécie Francisella noatunensis orientalis esta
presente nessa regido, com o auxilio do sequenciamento pelo método

de Sanger.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Numero de amostras

Com base nas pesquisas realizadas com sanidade de O. niloticus, no
Laboratério de Biotecnologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) no
Campus de Botucatu — Sao Paulo — Brasil, observou-se prevaléncia de 10 %
para Francisella spp. (RODRIGUES, 2016) *. Esse valor percentual foi utilizado
para definir o numero de animais a serem amostrados. Dessa forma, para o
célculo da amostragem foi utilizado o programa do site OpenEpi (DEAN et al.,
2013) onde foi selecionado o método de prevaléncia (estudo transversal). A
amostragem minima calculada para este tipo de estudo foi de 139 animais com
intervalo de confianga de 95 %. Para evitar erros de amostragem, aumentou-se

o valor para 150 peixes.

*Rodrigues, M.V. Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — UNESP —
Campus de Botucatu (comunicagao pessoal, 2016).
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3.2 Amostras

Nos meses de novembro e dezembro de 2015, 150 tilapias em idade adulta
foram selecionadas aleatoriamente, apds a insensibilizagdo em agua gelada, em
trés frigorificos distintos (50 em cada estabelecimento), todos inspecionados
pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria, oriundas de criatérios em tanques-rede,
localizados na bacia hidrografica do Rio Araguari que se localiza na mesorregiao
do Tridangulo Mineiro, na porgao oeste do Estado de Minas Gerais - Brasil, entre
as coordenadas geograficas de 19°35’21.67” de latitude Sul e 44° 39'16.44” de
longitude Oeste de Greenwich (Figura 15) o qual ocupa uma area de 20.186 Km?,
abrangendo parte de 20 municipios (BRITO; ROSA, 2003).
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FIGURA 15. Vista da bacia hidrografica do Rio Araguari na mesorregiao do
Tridangulo Mineiro, a uma distancia aproximada de 207,07 Km (Fonte: Google
Earth, 2016).

Foram mensurados a massa corporea (g) € o comprimento padrao (cm) dos
animais. Em seguida, os peixes foram submetidos a necropsia conforme descrita
por Noga (2010). Todas as alteracbes macroscoépicas observadas e sexo foram

anotadas em planilhas proprias para esse fim.
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Apoés a abertura da cavidade celomatica, o bago foi retirado com o auxilio
de uma lamina de bisturi estéril, transferido para tubo estéril devidamente
identificado e imediatamente acondicionado em caixa isotérmica com
temperatura de 4°C. No laboratério, as amostras foram congeladas a -18°C e,

posteriormente, foram realizados os testes moleculares.

3.3 Identificagéo de Francisella spp. por gPCR

3.3.1 Extragéo de DNA

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o Kit GEnedet Genomic DNA
Purification (Thermo Scientific). Foi transferido 10 mg de bago para um tubo
estéril livre de acidos nucléicos. Em seguida, esse material foi ressuspendido em
180 uL de solugao de digestao, acrescido de 20 pL de Solugéo de Proteinase K
e homogeneizado até obtengdo de uma solugdo uniforme. A amostra foi
incubada a 56°C, sob agitagdo ocasional, por trés horas, até a completa lise do
tecido. Em seguida, foi adicionado 20 uL de solugdo de RNAse A e incubada a
temperatura ambiente por dez minutos para se obter apenas DNA na solugao
eluida. Foi acrescentado 200 uL de solugao de lise e homogeneizada por quinze
segundos para romper a membrana citoplasmatica e nuclear. Foram adicionados
400 uL de etanol a 50 %. Esse preparado lisado foi transferido para uma coluna
especifica do kit inserida a um tubo coletor, no qual, o DNA possui afinidade
eletrostatica pela membrana de silica. O conjunto foi centrifugado por um minuto
a 6000 x g. O tubo coletor foi entdo descartado, a coluna colocada em um novo
tubo coletor e acrescida de 500 uL de tampao de lavagem | (adicionada de
etanol). O conjunto foi centrifugado por um minuto a 8000 x g. O liquido que
passou pela membrana de silica foi descartado e a coluna recolocada no mesmo
tubo coletor. Posteriormente, 500 uL de tampao de lavagem Il (acrescida de
etanol) foi adicionado e o conjunto centrifugado por trés minutos a velocidade
maxima (212000 x g). Foi descartado o tubo coletor para remover todos os
residuos celulares e sais presentes nas solucdes utilizadas. A coluna foi
transferida para um tubo estéril (1,5 mL) de microcentrifuga. Foi adicionado 200

ML de solugcdo de eluigdo para eluir o DNA gendémico. O conjunto ficou a
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temperatura ambiente por dois minutos e foi centrifugado por um minuto a 8000
x g. Enfim, a coluna de purificagdo foi descartada e o DNA purificado foi
imediatamente utilizado. Para a quantificacdo e avaliacdo da qualidade do

purificado, foi realizada a relacdo de 260/280 no Nanodrop 2000c.

3.3.2 gPCR

As amostras foram processadas no Laboratério do Instituto de
Biotecnologia da Universidade Estadual Paulista (UNESP) no Campus de
Botucatu — S&o Paulo — Brasil. Para a extracdo do DNA, o bacgo foi pesado em
novos tubos livres de acidos nucléicos de 1,5 mL em uma balanga analitica até
atingir 10 mg. Em seguida, o tecido foi macerado e submetido a extragao de DNA
com o Kit GEneJet Genomic DNA Purification (Thermo Scientific®) conforme
recomendagao do fabricante. Em seguida, foi realizada a quantificagdo e a
avaliagdo da correlagdo de 260/280 para verificar o grau de pureza das
amostras. Foram utilizadas amostras com concentracdo acima de 5 ng/uL e
relacdo acima de 1,7.

Apds a extragao de DNA, todas as amostras foram submetidas a gPCR
para deteccéo de Francisella noatunensis orientalis. O par de primers utilizado
que reconhece o gene iglC da regido ribossomal 16S e o tamanho esperado do
produto (SOTO et al., 2010) estéo listados na Tabela 1.

TABELA 1. Primers utilizados para pesquisa de Francisella noatunensis

orientalis.
R Tamanho esperado do
Primer Sequéncia (5’ a 3’)
produto
lgicF  GGGCGTATCTAAGGATGGTATGAG 88 ob
p

lglcR AGCACAGCATACAGGCAAGCTA
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O mix da reacdo de gPCR foi constituido de 12,5 yL de Gotag gPCR
Mastermix 2X (Promega®), 0,5 uL (concentragdo 10,0 pmol/uL) de cada primer
(iglC foward e iglC reverse), 4,0 yL de DNA extraido e 7,5 pL de agua livre de
acidos nucléicos. Todas as amostras apresentaram relacao 260/280 acima de
1,7, ndo havendo a necessidade de nova extragdao. Como controle positivo foi
utilizado DNA da bactéria Francisella noatunensis orientalis previamente
identificada, sequenciada e caracterizada (RODRIGUES, 2016) *.

Para a realizacdo da qPCR foi feita a desnaturacao inicial a 95°C por 15
minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 60°C por um
minuto. A reagao foi realizada no termociclador Applied Biosystems 7500 Fast
Real-time PCR Systems (Applied Biosystems/ Life Technologies®). Para a
visualizacdo dos resultados foram analisadas as curvas de amplificagcao e de

melting, comparando com o controle positivo e negativo.

3.4 Sequenciamento

Duas amostras positivas na qPCR, oriundas dos frigorificos A e C, foram
entdo purificadas do amplificado utilizando o kit llustra Microspin™ S-400 HR
Columns kit (GE Healthcare®) conforme recomendacgao do fabricante.

O sequenciamento foi realizado pelo Método de Sanger (SANGER et al.,
1977). Os amplicons foram sequenciados usando o BigDye™ Terminator Cycle
sequencing kit (Applied Biosystems®) no sequenciador Applied Biosystems
capillary 3500 Genetic Analyser. A qualidade dos electroferogramas foi realizada
no programa Sequencing Analysis version 5.4 (Applied Biosystems®). Apds a
obtencao das sequéncias, estas foram alinhadas apds a remoc¢ao dos primers e
gerado o consenso no software Bioedit versdo 7.2.5 (Hall, 1999).
Posteriormente, as sequéncias foram submetidas no banco de dados do
genbank para pesquisa de similaridade com outras sequéncias com o0 uso do

algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool).

*Rodrigues, M.V. Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — UNESP —
Campus de Botucatu (comunicagao pessoal, 2016).
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3.5 Analise estatistica

O estudo estatistico do sexo, da massa corporea e do comprimento das
tildpias foi realizado através da analise de variancia Anova e complementado
com o teste de comparagbes multiplas de Kramer-Tukey. O teste do Qui-
quadrado foi utilizado para determinar a associagdo entre a prevaléncia da
Francisella spp., 0 sexo e o tamanho dos peixes analisados. Para o teste do Qui-
quadrado foi utilizado o Software R versdo 2.14.2 de dominio publico (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2011). Os resultados do sexo, da massa
corporea e do comprimento das tilapias foram expressos em média * erro padréo
da média. As conclusdes estatisticas foram realizadas com 5 % de significancia
(MONTGOMERY, 2013).

4. RESULTADOS

O estudo demonstrou que os peixes fémeas apresentaram massa
corporea (g) e comprimento (cm) menores significativamente (p<0,0001) quando

comparados com os machos (Tabela 2).

TABELA 2. Média * erro padrao da massa corporea (g) e do comprimento (cm)
de Oreochromis niloticus machos e fémeas. Analise estatistica complementado

com o Teste Kramer-Tukey (p<0,05).

Analise n Macho Fémea Média
Massa 150 1 034,76 + 19,32 811,90 + 36,84 1 003,56 +
corporea (g) B(M A 18,48

Comprimento
(cm) 150 30,34 + 0,20 B® 27,88+ 0,43 A 29,99+0,20
cm

() p<0,0001; e @ p<0,0001.
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Algumas lesdes foram identificadas nos peixes avaliados. Hepatomegalia
estava presente em 21,33 % (32/150) dos peixes, esplenomegalia em 4,16 %
(5/150) e ulcera nos labios superiores em 0,66 % (1/150). Frente as lesdes
observadas, durante a necropsia surgiu a hipétese de se tratar de uma infecgao
bacteriana. Pela presenca de esplenomegalia foi realizado a gqPCR para

Francisella spp. (Figura 16).

Total

Frigorifico C

Frigorifico B

Frigorifico A

o

5 10 15 20 25 30 35

m Ulcera nos labios superiores ~ ® Esplenomegalia  ® Hepatomegalia

FIGURA 16. Porcentagem (%) de lesdes observadas nas tilapias (Oreochromis
niloticus), presentes nos frigorificos A, B e C, localizados na bacia hidrografica

do rio Araguari, Minas Gerais, Brasil.

As variaveis sexo e comprimento foram avaliadas para verificacdo se
essas caracteristicas sao fatores de risco para o desenvolvimento da
franciselose, observando a nio significancia (p>0,05) conforme dados expressos

na Tabela 3.
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TABELA 3. Associagdo entre a presenca de Francisella spp. € sexo e

comprimento das tilapias (Oreochromis niloticus) analisadas.

Categoria Positividade qPCR Valor de p
Sexo 0,16
Fémea 9,52 % (2/21)
Macho 3,10 % (4/129)
Comprimento (cm) * 0,96
27,0 12,5 % (1/8)
29,0 9,52 % (2/21)
29,5 16,6 % (1/6)
30,0 12,5 % (1/28)
31,5 16,67 %(1/6)

* Os dados relativos ao comprimento das tilapias listados na tabela se referem

as amostras positivas.

Dos 150 peixes analisados, seis foram positivos para Francisella spp. pela
gPCR. Na Tabela 5, pode-se observar a prevaléncia de animais positivos para

Francisella spp. por gPCR.

TABELA 4. Porcentagem (%) da lesdo macroscopica e da confirmagéo
laboratorial da presenca de Francisella spp. pela gqPCR em bago de tilapias

machos e fémeas.

Analise n Macho Fémea Média
gPCR 150 3,10 % (4/129) 9,52 % (2/21) 4,00 % (6/150)

() O numerador é o niumero de positivo para Francisella spp. e o denominador é

o0 numero total na razao.

Das amostras analisadas, seis foram positivas para Francisella spp. pelo
teste de qPCR, o que corresponde a prevaléncia de 4 %. Os dados de threshold
cycle e temperatura de melting das amostras positivas, controles positivo e

negativo estdo expressos na Tabela 6.
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TABELA 5. Valores de cycle threshold e temperatura de melting das amostras

positivas e dos controles positivo e negativo para Francisella spp. realizados pela
gPCR.

Amostra Cycle Threshold Temperatura de Melting (°C)
1 35,831 77,550
2 28,985 77,163
3 31,716 77,337
4 34,640 77,862
5 31,406 77,687
6 28,379 76,988
Controle positivo 28,675 76,660
Controle negativo  Indeterminado 61,971

Os pontos de amplificagao das amostras positivas em relacdo ao controle,
com a representacdo do Threshold e a curva de Melting estdo demonstrados na

Figuras 17 e 18, respectivamente.
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FIGURA 17. Ponto de amplificacdo das 6 amostras positivas de baco de tilapias
na qPCR para Francisella spp. em comparagdo com o controle positivo

Francisella noatunensis orientalis.
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FIGURA 18. Curva de Melting para as 6 amostras positivas de bago de tilapias

comparadas ao controle positivo Francisella noatunensis orientalis.

Das seis amostras positivas, duas foram provenientes do frigorifico A e
quatro do frigorifico C. A quantidade de amostras positivas distribuidas por

frigorifico, com suas respectivas prevaléncias estao descritas na Tabela 7.

TABELA 6. Distribuigdo e prevaléncia de amostras de bago de Oreochromis
niloticus positivas para Francisella spp. pelo método de gPCR nos frigorificos da

regido da bacia hidrografica do rio Araguari, Minas Gerais, Brasil.

Frigorifico Amostras positivas Prevaléncia (%)
A 2/50 4
B 0/50 0
C 4/50 8
Total 6/150 4
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O resultado do sequenciamento para confirmagao e identificagcdo da
espécie bacteriana encontrou 98 % de similaridade com a sequéncia de
Francisella noatunensis orientalis, cepa FNOO1, genoma completo, numero de

acesso CP012153, confirmando a espécie detectada pela qPCR.

5. DISCUSSAO

A propor¢ao de O. niloticus, machos e fémeas, relatada na pesquisa
demonstra que a quantidade de machos (86 %) foi superior a de fémeas (14 %).
Isso se deve ao processo de inversao sexual aplicado na producao para controle
populacional. Esse fato associado a homogeneidade das amostras no que se
refere a comprimento, massa corporea e sexo, explica a ndo significancia dessas
caracteristicas (Tabelas 2 e 3) como fatores de risco a franciselose.

Dentre as lesbes observadas, a esplenomegalia foi a mais frequente e
pode sugerir a presenga de um processo infeccioso. Ndo foram observados
granulomas multifocais em 6rgaos nos peixes estudados, o que sugere a ndo
associacao dessa lesdo macroscoépica a presenca de Francisella spp. Outros
estudos relatam a correlagcédo de Francisella spp. com a doenga granulomatosa
principalmente em baco e rins de O. niloticus (MAUEL et al., 2005; MAUEL et al.
2007; SOTO et al. 2009b; OTTEM et al., 2009; JEFFERY et al., 2010; NGUYEN
etal., 2015; LIN et al., 2015) bem como em outras espécies de peixes (FUKUDA
et al., 2002; OSTLAND et al., 2006). Vale ressaltar que embora nao tenha sido
observado granuloma pela macroscopia, essa lesao pode ser observada pela
microscopia, técnica n&o utilizada neste trabalho.

Oliveira et al. (2014) em investigagdo de surtos nos estados de Minas
Gerais e Sao Paulo, durante os anos de 2012 a 2014, submeteram O. niloticus
com sintomatologia clinica a exame bacteriolégico e necropsia. Os autores
observaram uma maior frequéncia da doenga em periodos de inverno, com a
temperatura da agua inferior a 22°C e os animais mais susceptiveis foram
alevinos, juvenis e adultos juvenis. No presente estudo, Francisella noatunensis
orientalis foi isolada de peixes adultos e no verao, onde a idade do peixe e a
temperatura da agua nao sao fatores de predisposicdo dos animais a

franciselose.
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Um ponto importante € que embora tenha ocorrido uma prevaléncia baixa,
mostra-se que a bactéria permanece no ambiente e pode infectar animais que
apresentem o sistema imunolégico deficiente ou com solugdo continuidade
causado por traumas ocasionados por manejo, brigas ou parasitismo,
ocasionando sérios prejuizos para os produtores.

A gPCR para diagnostico de doengas em peixes tem sido utilizada por ser
uma técnica de alta especificidade e sensibilidade. Neste estudo foi observado
que a curva de melting apresentava apenas um pico e na amplificagdo nao foi
visualizada positividade de amostras negativas, demonstrando sua
especificidade. Além disso, esta técnica fornece resultados rapidos e de custo
relativamente baixo para o produtor. Diversos autores aplicaram essa técnica
para identificagdo de Francisella spp. em peixes (OTTEM et al., 2008;
BIRKBECK et al.,, 2001; COLQUHOUN; DUODU 2011; JACOB et al., 2011;
OLIVEIRA et al. 2014; RUANE et al., 2015), seguido do sequenciamento da
porcao 16S do RNA ribossomal para identificacdo de Francisella noatunenis
orientalis (NYLUND et al., 2006; COLQUHOUN; DUODU, 2011; OLIVEIRA et al.
2014; NGUYEN et al. 2015; RUANE et al. 2015).

Na reacdo de qPCR, a deteccao da fluorescéncia para um determinado
gene € proporcional a quantidade desse gene na amostra, assim quanto maior
a quantidade de gene mais precocemente sera detectada a fluorescéncia
(VELASCO et al., 2006) corroborando com os resultados desse estudo como
mostra a Tabela 5. Dessa forma, foi possivel verificar que as amostras 2 e 6
apresentaram valores de Ct mais baixos e préximos do controle positivo. Isso
demonstra que esses peixes provavelmente tinham uma carga bacteriana maior
que os outros animais. Esse ponto € fundamental para avaliar o grau de infecgéo
e sua patogenicidade.

O diagndstico da franciselose pela gPCR seguida pelo sequenciamento da
regido 16S RNAr tem possibilitado a identificagdo dos seguintes micro-
organismos: Francisella tularensis com 97 % de similaridade, Francisella
philomiragia com 98 % de similaridade e 99 % para outras espécies da bactéria
deste género (OSTLAND et al., 2006; MAUEL et al., 2007; MIKALSEN et al.,
2007; OTTEM et al., 2007; SOTO et al., 2009b). Resultado similar foi encontrado

no presente estudo, onde o diagnostico da franciselose pela gPCR seguida do
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sequenciamento do gene iglC da regidao 16S ribossomal permitiu identificar a
bactéria Francisella noatunensis orientalis com 98 % de similaridade.

Os primeiros relatos reconhecidos de Francisella noatunensis orientalis
em tilapias (Oreochromis spp.) aconteceram em Taiwan em 1992 (CHEN et al.,
1994; CHERN; CHAO, 1994). Posteriormente, esse micro-organismo foi
identificado em outras localidades como os Estados Unidos da América
(MAUEL et al., 2007), mais especificamente na Costa Rica (MIKALSEN;
COLQUHOUN, 2009; SOTO et al., 2009b), Indonésia (OTTEM et al., 2009) e
Inglaterra (JEFFERY et al.,, 2010). Essa bactéria ja foi relatada em outras
espécies de peixes na Califérnia e no Japao, em animais importados da China
(FUKUDA et al., 2002; OSTLAND et al., 2006).

Na Tailandia, os varios surtos indicativos de franciselose tem ocorrido em
tilapias vermelhas (Oreochromis spp.) que sao cultivadas em sistema de
tanques-rede desde o ano de 2012. Esses surtos foram investigados e
Francisella noatunensis orientalis foi identificada como sendo o patdgeno
responsavel pela sintomatologia clinica nos peixes (NGUYEN et al., 2015).

Lin et al. (2015) investigaram um surto de doenga granulomatosa em
tildpias (Oreochromis niloticus x Oreochromis aureus) cultivadas em viveiros no
sul da China. Os resultados confirmaram a presenca Francisella noatunensis
orientalis em bagos com lesdes. Esse foi o primeiro relato de franciselose em
tilapias cultivadas em viveiro na China.

As informacgdes contidas no presente trabalho sobre a prevaléncia de
franciselose em tilapias no estado de Minas Gerais — Brasil € de suma
importancia epidemiolégica para posteriores definicbes efetivas de métodos de
prevencdo e controle. Leal et al. (2014) apresentaram o primeiro relato
confirmado de Francisella noatunensis orientalis no pais, porém nao foi uma
pesquisa de carater epidemioldgico. No estudo, os autores avaliaram 44 peixes
(O. niloticus), alevinos e juvenis com sintomatologia clinica para franciselose,
cultivadas em sistemas de tanques-rede, provenientes de surtos descritos em
cinco regides distintas do Estado de Minas Gerais, Brasil.

Segundo Alfjorden e Ruane (2015), a prevaléncia de peixes infectados em
uma populacdo pode ser alta pelo fato da franciselose ser uma doenca cronica
na natureza e de alta infectividade. Esses autores, em um estudo realizado no

sudeste da Noruega, relataram a prevaléncia de 6,8 % de Francisella



44

noatunensis em bacalhau (Gadus morhua L.). Soto et al. (2013a) observaram
uma alta prevaléncia de Francisella noatunensis orientalis em Oreochromis
mossambicus, Oreochromis hornorum, Oreochromis aureus e O. niloticus no
Havai, utilizando a técnica de gPCR para o diagndstico.

No presente estudo foi observada prevaléncia de Francisella spp.
relativamente baixa em tilapias, porém quando se avalia o volume de produgao
da tilapicultura, sabe-se que a perda econémica devido a mortalidade e perda no
ganho de peso € expressiva.

Outro fator importante € que devido ao fato de a franciselose ter sido
detectada em periodo de temperaturas quentes (novembro e dezembro) na
regiao estudada, pode-se concluir que este agente pode permanecer no
ambiente, sendo um grande problema para a piscicultura. Este fato é esclarecido
pelo estudo realizado por Soto et al. (2015), o qual indicou a formacédo de
biofiimes dessa bactéria em até 24 horas apds a inoculagdo em ambiente
controlado, com a agua em diferentes temperaturas e niveis de salinidade. Tais
fatos expressam a fundamental relevancia do estudo no que se refere as praticas
de prevencao a serem aplicadas pelos produtores e responsaveis técnicos no
intuito de controlar a doenga em seus plantéis.

Praticas efetivas para o controle e prevengcao da Francisella spp. nos
cultivos de O. niloticus envolvem basicamente o desenvolvimento de programas
sanitarios de monitoramento de alevinos, controle estrito do transito de animais,
monitoramento continuo e manutencdo de adequada qualidade da agua,
adequada nutrigao e alimentagao, desenvolvimento de vacinas a meédio prazo e
exames laboratoriais de rotina mesmo em lotes aparentemente saudaveis
(KUBITZA, 2008).

Mais estudos sobre a prevaléncia de Francisella spp. em tilapias devem ser
realizados em outras regides do Brasil, com o objetivo de esclarecer sobre a real
situagcao desse micro-organismo nos plantéis e o prejuizo econémico decorrente

de sua presencga, o que servirdo de suporte para as autoridades sanitarias.
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6. CONCLUSAO

Os resultados desse estudo indicam que a Francisella noatunensis
orientalis esta presente nos criatérios de tilapias da regido da bacia hicrografica
do rio Araguari, Minas Gerais, Brasil. O sexo e o tamanho dos peixes nao
influenciam na taxa de infeccdo deste micro-organismo. Mesmo com a
prevaléncia numeérica relativamente baixa, esse achado pode levar a
instauragao, por parte dos 6rgaos governamentais, de condutas de vigilancia dos
casos de franciselose no pais, devido as importantes perdas econdmicas
geradas por seu agente etiologico em fazendas de cultivo de Oreochromis

niloticus.
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Abstract

Francisellosis in fishes can cause serious economic losses to producers. The aim of this
research was to estimate the prevalence of Francisella spp. in Oreochromis niloticus
grown in cages system. It was collected randomly 150 spleen samples of Oreochromis
niloticus from three different slaughterhouses at Triangulo Mineiro, Brazil. It was
measured the fishes sizes (cm) and the body mass (g). Before the collection of the spleen,
the sex of the fishes was identified. The spleen was used to identify the Francisella spp.
by qPCR method. The female showed a body mass and significantly smaller size
(p<0.0001) when compared with males. It was not observed a significant relationship,
between these variables with the presence of bacterium (p>0.05). The qPCR results
identified Francisella spp. in six samples, representing a prevalence of 4 %. The
sequencing of the gene 1glC belonging to the 16S ribosomal RNA identified the presence
of Francisella noatunensis subspecies orientalis in the evaluated samples. This
prevalence finding may lead to the establishment, from government departments,
monitoring behavior of francisellosis cases in Brazil, due to major economic losses

generated by its etiological agent.

Key words: francisellosis, diagnosis, qPCR, aquaculture health.

Introduction

In the last five decades, the global fish production from both mining and fishing
as aquaculture has increased, with China being the largest producer of fish. (FAO 2014).
In this context, Brazil occupies the 17% place in the ranking in aquaculture and the 25
position in the extractive fishing (Brasil 2010). In relation only to continental production,

Brazil is in 9" place, reaching produce 388,700 tons, equivalent to 0,9 % of total
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production, while China is the absolute leader with a production of 24,817,311 tons, what
means 60,1 % from the world production of continent world fish (FAO 2015a).

In Brazil, the State of Minas Gerais is the second largest producer in Southeast,
behind the State of Sdo Paulo (Brasil 2011). Tilapia (Oreochromis spp.), including all
species, is the second most important group of fish in the world and the most widely
grown, with higher production potential aimed at human consumption. Is second only
to carp (Cyprinus carpio) that has ornamental purpose (FAO 2015b).

The Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the main species cultivated in the
country, mainly due to its precocity, easy adaptation to different types of environment
and farming systems, excellent growth rates and great consumer acceptance (Tavares &
Palhares 2011; Kubitza 2012).

In the region of Triangulo Mineiro — Minas Gerais — Brazil, there is no estimate
volume production of O. niloticus, since 90 % of fish farmers operating in illegality
(Brasil 2016). This lack of supervision creates misinformation regarding the possible
pathogens that may be present in these crops.

One of the major obstacles aquaculture is the population density in relation to the
creation of area it provides higher concentrations of organic matter, algae development
and other microorganisms that cause environmental and animal impact. Therefore, in
breeding where there is no water quality, fishes suffer stress and become suitable to
develop various infections. Among the most frequent pathogens in fish farming, there are
the bacteria that cause major economic and health damages.

Several bacteria can infect farmed fish, and those belonging to genus Francisella
has been widely studied due to its emerging feature. This microorganism is classified in
Frascicellaceae family and are gram-negative coco-bacilli, intracellular parasites,
facultative anaerobic, non-spore forming. They are tipically positive catalase and

cytochrome oxidase negative, with growth between 15°C and 22°C in vitro, depending on
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the species (Soto, Illanes, Hilchie, Morales, Sunyakumthom, Hawke, Goodwin, Riggs,
Yanong, Pouder, Francis-Floyd, Arauz, Bogdanovic & Castillo-Alcala 2012; Martins,
Catroxo & Hipolito 2015).

In fish, the francisellosis may manifest acutely, with discrete clinical sigs, but with
a high mortality rate, as a subacute or chronic infection, with nonspecific symptoms such
as anorexia, erratic swimming, anemia and exophthalmia. During the necropsy it is also
possible to observe focal hemorrhagic areas, loss of scales, erosion in the epidermis,
nefromegalia and splenomegaly. (Soto, Fernandes & Hawke 2009a; Soto, Hawke,
Fernandes & Morales 2009b; Martins et al. 2015).

Internally, it is possible to observe more specific lesions of the disease and the
presence of mainly whitish nodules in the spleen and kidneys, and occasionally, in the
liver and in the heart. Such lesions are characterized by the large amount of
cocobastonetes that accumulate in the cell cytoplasm, causing focal and diffuse
necrotizing vasculitis, resulting in granuloma formation. (Mauel, Soto, Morales & Hawke
2007; Soto et al. 2012).

The identification of bacterial diseases in fish is performed by checking the
clinical signs, bacterium isolation, biochemical and molecular techniques, such as
Polymerase Chain Reaction (PCR), especially Real-Time PCR, followed by methods
based on sequence analysis of 16S ribosomal subunit rRNA. (Janda & Abbott 2007).

To date, no commercial vaccines are available for the prevention of francisellosis
in fish (Soto, Brown, Gardenfors, Yount, Revan, Francis, Kearney & Camus 2014). The
control and prevention of this disease in O. niloticus in Brazil are conducted in the form
of implementation of good practices in the production and health management. (Kubitza
2008).

Given the deficiency in O. nilotius production data in the region of Triangulo

Mineiro, Minas Gerais, Brazil, together with illegal activity and misinformation regarding
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the health of farmed fish, diseases like francisellosis may have been underreported,
causing serious losses to the producers. The aim of this research was to estimate the
prevalence of Francisella spp. and evaluating whether fish sex and size influence on the

infection rate of this microorganism.

Materials and Methods

Ethic

This study followed the ethical principles in animal research and it was approved
by Ethics Committee on Animal Use (ECUA), College of Veterinay Medicine and
Animal Science of University of Sao Paulo State (UNESP), Botucatu, Campus, Sao

Paulo, Brazil, as attested referred to protocol number 09/2016.

Sampling

The sample collecting was dine at Hydrographic Basin on Araguari River, located
at mesoregion of Triangulo Mineiro, in the western of Minas Gerais State — Brazil,
between the geographical coordinates 19°35°21.67” on South latitude and 44°39°16.44”
on Greenwich west longitude, which occupies an area of 20,186 square kilometers,
covering part of 20 counties (Brito & Rosa 2003).

Based on researches about O. niloticus health, at Biotecnology laboratory of
University of Sao Paulo State (UNESP) at Botucatu — Sao Paulo — Brazil, it was noted
the presence of 10 % of Francisella spp. (Rodrigues, MV — personal communication).
This percentage was used to set the number of animals to be sampled. This way, for
calculating the samples number it was used the website program OpenEpi (Dean, Sullivan

&Soe 2013) and was selected the prevalence method (cross-sectional study). The
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minimum sampling calculated to this kind of study was 139 animals with 95 % confidence

interval. To avoid sampling errors, it was increased the value to 150 fishes.

Obtaining Samples

After stunning the animals on ice method approved by the Brazilian health
legislation to ensure the welfare of fish to be slaughtered, the O. niloticus were randomly
selected. The body mass (g) and lenght (cm) of the animals were measured. Then the
fishes were necropsied as described by Noga (2010). Every macroscopic noted change
and gender were listed in own spreadsheet for this purpose.

During the necropsy, 150 samples of O. niloticus spleen were collected from three
different slaughterhouses (A,B,C), which receives fish from different fish farms, from
Triangulo Mineiro region, Minas Gerais, inspected by Institute of Agriculture of the State
of Minas Gerais. It was collected fifty individual samples of spleen in each
slaughterhouse. Each establishment receives tilapia from different farms located in a
distinct reservoir of hydroelectric plant, with three plants being all supplied by Araguari
River, and all using the cages system.

After opening the coelomic cavity, the spleen was removed with the aid of a sterile
scalpel blade, transferred to properly identified sterile tube and immediately packaged
into an isothermal box with temperature of 4°C. At the laboratory, the samples were

frozen in — 18°C and, after that, it was performed molecular assays.

Polymerase chain reaction in real time and sequence by the Sanger method
Samples were analyzed at the Biotechnology Institute Laboratory of UNESP, at

Botucatu — Sao Paulo — Brazil. For DNA extraction, the spleen was weighed in new free

tubes of nucleic acid 1,5 ml in an analytical balance up to 10 mg. Then, the tissue was

macerated and subjected to DNA extraction with Genomic DNA Purification kit GeneJet



155

156

157

158

159

160

161

162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

86

(Thermo Scientific) as the manufacturer’s recommendations. Then, it was quantified and
evaluated the correlations 260/280 to check the purity of the samples. The samples were
used at concentration above 5 ng/uL and relation above 1.7. After DNA extraction, all
the samples were subjected to qPCR for the detection of Francisella noatunensis subsp.
orientalis. The pair of primers used to recognize the gene iglC from ribosomal region 16s
and the expected size of product are listed in table 1.

Table 1

The mix of qPCR reaction was made of 12.5 pL, of gotaq qPCR Mastermix 2x
(Promega®), 0.5 puL (concentration 10.0 pmol/uL) of each primer (iglC forward and iglC
reverse), 4.0 pL of DNA extracted and 7.5 pL of water free of nucleic acids. All the
samples are related to 260/280 above of 1.7, extraction is not necessary. As positive
control it was used DNA from Bacterium Francisella noatumensis subsp. orientalis
previously identified, sequenced and characterized. (Rodrigues, MV — personal
communication). For the qPCR achievement, it was made the initial denaturation at 95°C
for 15 minutes, followed by 40 cycles during 15 seconds, 60°C for one minute. The
reaction was done at the thermocycler Applied Biosystem 7500 Fast Real-time PCR
Systems (Applied Biosystem/Life Technologies). For displaying the results it was
analyzed the amplification and melting curves, comparing with positive and negative
control.

Two positive samples in JPCR, coming from the slaughterhouses A and C were
purified from the amplified using the Kit Ilustra Microspin™S-400 HR Columns Kit (GE
Healthcare) according to manufacturers’ recommendations. The sequencing was
conducted by the Sanger method (Sanger, Air, Barrell, Brown, Coulson, Fiddes,
Hutchison, Slocombe&Smith. 1977). Amplicons were sequenced using BigDye™
Terminator Cycle sequencing Kit (Applied Biosystems) in Applied Biosystem Cpillary

3500 Genetic Analyser. The eletrograms quality was analyzed by Sequencing



181

182

183

184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

204

205

87

Analyzerprogram version 5.4 (Applied Biosystem). After obtaining the sequences, they
were lined as they were removed from the animals and created consensus on Bioedit
Software version 7.2.5 (Hall, 1999). Subsequently, sequences were submitted to Gebank
database for search of similarity with other sequences using the BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool) algorithm.

Statistical Analysis

The statistical study of the Nile tilapia gender, body mass and size was performed
by Anova variance and complemented by the multiple comparison test of Kramer-Tukey.
The chi-square test was used to determine the association between the prevalence of
Francisella spp., gender and size of the analyzed fish. For the chi-square the Software R
version 2.14.2 from Public Domain (R Development Core Team 2011) was used. The
result of the O. niloticus gender, body mass and size were express as mean # standard
error of mean statistical conclusions were made at 5 % of significance (Montgomery

2013).

Results
The study showed that female fishes have the body mass (g) and size (cm)
significantly smaller (p<0.0001) when compared to male (table 2).

Table 2

Some lesions were identified on the evaluated fishes. Hepatomegaly was present
in 21.33 % (32/150) of the fishes, splenomegaly at 4.16 % (5/150) and ulcer on the upper
lips at 0.66 % (1/150). Front lesions observed during the necropsy came the chance to
treat a bacterial infection. By the presence of splenomegaly was performed the qPCR for

Francisella spp.
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The gender and lenght were evaluated to check if these characteristics are risk
factors for the development of francisellosis, it was not noted significance (p>0.05) as
data expressed in the table 3.

Table 3

From 150 fishes examined during necropsy, six were positive for Francisella by
qPCR. At the table 4, it may be noted the prevalence of positive animals for Francisella
spp. by qPCR.

Table 4

Among the analyzed samples, six were positive for Francisella spp. by qPCR
testing, which corresponds to a prevalence of 4 %. The threshold cycle data and melting
temperature of the positive samples, positive and negative controls are shown in table 5.

Table 5

Of the six positive samples, two were from slaughterhouse A, and four were from
C. The amount of positive samples distributed by slaughterhouse, with their respective
prevalence are described in table 6.

Table 6

The result of the sequencing for confirmation and identification of bacterial
species found 98 % of similarity with the sequence of Francisella noatunesis subsp.
orientalis FNOO1 strain, complete genome, access number CPO12153, confirming the

species detected by qPCR.

Discussion
The proportion of O. niloticus, males and females, reported in the research shows
that the amount of males (86 %) was higher than females (14 %). This is due to the sexual

inversion process applied in production for population control. This fact associated with
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homogeneity of the samples with regard to lenght, body mass and gender, explains the
non-significance of these characteristics (table 3) as risk factors for francisellosis.

Among the observed lesions, multifocal granulomas were not observed in organs
of the studied fishes, which suggests no association of this macroscopic injury to the
presence of Francisella spp. Other studies have reported the correlation of Francisella
spp. with granulomatous disease mainly in spleen and kidneys of O. niloticus (Mauel,
Miller, Styer, Pouder, Yanong, Goodwin, & Schwedler 2005; Mauel et al. 2007; Soto et
al. 2009a; Ottem, Nylund, Karlsbakk, Friis — Mgller &Kamaishi 2009; Jeffery, Stone,
Feist & Verner-Jeffreys 2010; Nguyen, Dong, Senapin, Pirarat & Rodkhum 2015; Lin,
Li, Fu, Hu, Chang, Liu, Zhang, Wang, San & Wu 2015) such as in other fish species
(Fukuda, Okamura, Nishiyama, Kawakami, Kamaishi .& Yoshinga 2002; Ostland,
Stannard, Creek, Hedrick, Ferguson, Carlberg & Westerman 2006). It is noteworthy that
although macroscopic granuloma were not observed, this injury can be observed by
microscopy. However, this technique was not used in this research.

Another relevant factor is the fact that in this study the bacterium was isolated
from mature fishes in the summer, where the age and water temperature are not
predisposing factors for animal francisellosis. Oliveira, Souza, Tavares, Figueiredo &
Leal (2014) in outbreak investigation in the states of Minas Gerais and Sao Paulo, during
the years 2012-2014, submitted the O. niloticus with clinical symptoms to bacteriological
examination and necropsies. The authors observed a higher frequency of the disease in
winter periods with the water temperature below 22°C and the most susceptible animals
were fingerlings, juveniles and youth adults. An important point is that although there
was a low prevalence, it is shown that the bacteria remains in the environment and can
infect animals with deficit immune system or solution continuity caused by management

occasioned by trauma, fights or parasitism, causing serious damage for producers.
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The qPCR for diagnosis of diseases in fish has been used to be a high specificity
and sensitivity technique. In this study, it was observed that the melting curve had only
one peak and in amplification was not seen positivity from the negative samples,
demonstrating its specificity. Moreover, this technique provides rapid results and a
relatively low cost to the producers. Several authors have applied this technique to the
identification of Francisella spp. in fish (Ottem, Nylund, Isaksen & Bergh 2008;
Birkbeck, Bordevik,, Froystad & Baklien 2011; Colquhoun & Duodu 2011; Jacob,
Wahab, Edvinsson, Peterzon, Boskani, Farhadi, Barduhn, Grunow & Sandstro 2011;
Oliveira et al. 2014; Ruane, Bolton-Warberg, Rodger, Colquhoun, Geary, McCleary,
O’Halloran, Maher, O'Keeffe, Mirimin, Henshilwood, Geoghegan & Fitzgerald 2015),
followed by sequencing 16s ribosomal RNA portion to Francisella noatunenis subsp.
orientalis identification. (Nylund, Ottem, Watanabe, Karlsbakk. & Krossey 2006; Olsen,
Mikalsen, Rode, Alfjorden, Hoel, Straum-Lie, Haldorsen & Colquhoun 2006; Colquhoun
& Duodu 2011; Oliveira et al. 2014; Nguyen et al. 2015; Ruane ef al. 2015).

In gPCR reaction, the detection of fluorescence to a particular gene is proportional
to the quantity of this gene at the sample, thus the higher the quantity of gene, earlier the
fluorescence will be detected (Velasco, Gomez, Agirre, Barrios, Navarro, Enériz, Cordeu,
Garate, Castillejo, Prosper, Torres & Heiniger 2006), corroborating with the results of
this study showed in table 5. Thus, it was possible to verify that the samples 2 and 6
showed values of Ct lower and closer to positive control. It shows that these fishes were
probably had a greater bacterial load than the other animals. This point is crucial to
evaluate the degree of infection and its pathogenicity.

The diagnosis of francisellosis by qPCR followed by the sequence of region 16S
RNAr has enable the identification of the following microorganisms: Francisella
tularensis with 97 % of similarity, Francisella philomiragia with 98 % of similarity and

99 % for other species of this type of bacteria. (Ostland et al. 2006; Mauel et al. 2007,
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Mikalsen, Olsen, Tengs & Colquhoun 2007; Ottem, Nylund, Karlsbakk, Friis-
Mpiller, Krossoy & Knappskog 2007; Soto et al. 2009a). A similar result was found in
this study, where the diagnosis of francisellosis by qPCR followed by sequencing iglC
gene 16S ribosomal identified Francisella noatunensis subsp. orientalis with 98 % of
similarity.

The information contained in this study about the prevalence of francisellosis in
tilapias from Minas Gerais State — Brazil is of great epidemiological importance for
further effective definitions of prevention and control methods, since to this date, no
studies reporting on the prevalence of the disease in fish in the country. Leal, Tavares &
Figueiredo (2014) presented the first confirmed report of Francisella noatunensis subsp.
orientalis in this country. However it was not an epidemiological research study. In the
study, the authors evaluated 44 fishes (O. niloticus) fingerlings and juveniles as clinical
symptomatology for francisellosis, grown in cages systems, from outbreaks described in
five distinct regions of Minas Gerais State, Brazil.

According to Alfjorden & Ruane (2015), the prevalence of infected fish in a
population can be high due to the fact of francisellosis is a chronic disease in nature and
has a high infectivity. A study done by Soto, Kidda, Mendeza, Marancikc, Revana,
Hiltchiea & Camus (2013) agreed with this statement, since, using the qPCR technique
for diagnosis, the authors observed a high prevalence of Francisella noatunensis in
Oreochromis hornorum, Oreochromis aureus and O. niloticus in Hawaii. However, in
this work it was observed relatively low prevalence, although when the production
volume of O. niloticus cultivation is evaluated, it is known that the economic loss due to
the mortality and the weight loss in gain are significant.

Another important factor is that due to the time that the detected francisellosis in
this study is not be the most common for this microorganism, it can be concluded that

this agent can remain in the environment, being a major problem for fish farming. This
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fact is made clear by the study conducted by Soto et al. (2015), which indicated the
biofilm formation of the bacteria within 24 hours after inoculation in a controlled
environment, with water at different temperatures and salinity levels. These facts express
the fundamental relevance of the study with regard to prevention practices to be applied
by producers and technicians responsible in order to control the disease in their herds.
Effective practices for the control and prevention of Francisella spp. in O.
niloticus crops involve basically the development of health monitoring fingerlings
programs, strict control animal traffic, a continuous monitoring and maintenance of
adequate water quality, proper nutrition and feeding, vaccine development in the
medium term and laboratory tests routine even in apparently healthy lots (Kubitza 2008).
More studies on the prevalence of Francisella spp. in tilapia should be carried out
in other regions of Brazil, in order to clarify the real situation of this microorganism in
the breeding stock and the economic damage resulting from their presence, which will

support for health authorities.

Conclusion

The results of this study indicates that the Francisella noatunensis subsp.
orientalis is present in O. niloticus farms in the Triangulo Mineiro region, Minas Gerais,
Brazil. The size and gender of fishes do not influence this microorganism infection rate.
Even with the relatively low numerical prevalence, this finding may lead to the
establishment by the government agencies, conducts surveillance of cases of
francisellosis in the country due to significant economic losses generated by its etiologic

agent in Oreochromis niloticus breeding farms.
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Tables:

Table 1. Primers used for the Francisella noatunesis subsp. orientalis research.

Primer Sequence (5’ a 3°) Product expected size

IglcF  GGGCGTATCTAAGGATGGTATGAG
88 pb
IglcR AGCACAGCATACAGGCAAGCTA

Table 2. Average + standard error of body mass (g) and size (cm) of O. niloticus males

and females. Statistical analysis supplemented with Kramer-Tukey test (p<0.05).

Analysis n Male Female Average
1 003,56 +
Body mass (g) 150  1034,76 + 19,32 B 811,90 +36,84 A
18,48
Lenght (cm) 150 30,34+ 0,20 B® 2788+0,43 A 29,99 +£0,20

M 5 <0.0001; and @ p < 0.0001.
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Table 3. Association between presence of Francisella spp. and analyzed gender and

length of the O. niloticus.

Category qPCR Positivity p Value
Gender 0,16
Female 9,52% (2/21)
Male 3,10% (4/129)
Lenght (cm)* 0,96
27,0 12,5% (1/8)
29,0 9,52% (2/21)
29.5 16,6% (1/6)
30,0 12,5% (1/28)
31,5 16,67%(1/6)

* The related data to the tilapia size listed on the table refer to the positive samples.

Table 4. Percentage (%) of the Francisella spp. presence by gPCR in male and female

O. niloticus.

Analisys n Male Female Average

qPCR 150 3,10 % (4/1290 9,52 % (2/21) 4,00 % (6/150)

() The numerator is the positive number to Francisella spp. and the denominator is the

ratio total.
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584  Table 5: Threshold cycle and melting temperature values of the positive samples and the

585  positive and negative controls for Francisella spp. conducted by qPCR.

Sample Threshold Cycle Melting Temperature (°C)

1 35,831 77,550

2 28,985 77,163

3 31,716 77,337

4 34,640 77,862

5 31,406 77,687

6 28,379 76,988

Positive Control 28,675 76,660

Negative Control ~ Undetermined 61,971
586
587

588  Table 6. Distribution and prevalence of positive samples in each slaughterhouse.

Slaughterhouse Positive samples Prevalence (%)
A 2/50 4
B 0/50 0
C 4/50 8
Total 6/150 4

589
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Francisella spp. em tilapias no Brasil: uma revisao

Francisella spp. in tilapias in Brazil: a review
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Resumo: O crescimento da tilapicultura nas ultimas trés décadas tem feito desse grupo
de peixes um dos mais cultivados de forma extensiva no mundo. A tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) ¢ a espécie mais cultivada nos parques aquicolas brasileiros,
devido a sua rusticidade, rapido crescimento, tolerancia a baixa qualidade da agua e
consideravel resisténcia a doengas. Porém, uma bactéria emergente em aquicultura,
Francisella noatunensis orientalis, extremamente virulenta, tem sido responsavel por
mortes de tilapias nos criatorios brasileiros. O diagnostico através de testes moleculares
como a PCR em tempo real (qPCR) tem contribuido na identificagdo das espécies de
Francisella envolvidas nos casos de doenca granulomatosa nesses peixes. Medidas
profilaticas devem ser adotadas no intuito de diminuir o risco de contaminagdo das

pisciculturas por essa bactéria garantindo assim a satide do plantel e dessa forma, evitando
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prejuizos aos produtores. O presente estudo tem como objetivo informar sobre a situagao

da franciselose em tilapias na aquicultura brasileira.

Palavras-chave: Franciselose, tilapicultura, diagnostico.

Abstract: The growth of tilapicultura in the last three decades has done of this fish group
one of the most extensive aquaculture of the world. The Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) is the most created specie in brazilian fish farms, because of its rusticity, fast
growth, low water quality tolerance and considerable diseases resistance. However, an
emergente bacteria, Francisella noatunensis subspecies orientalis, extremely virulent,
has been responsible for tilapia deaths in brazilian farms.

The molecular diagnosis like real time PCR (qPCR) has contributed to Francisella’s
species identification involved in granulomatous disease in these fishs. Prevention
measures should be applied in order to reduce the Francisella contamination risk in fish
farms, thus ensuring the squad health, avoiding losses to producers. This study aims to

inform about the situation of francisellosis in tilapias in brazilian aquaculture.

Key-words: Francisellosis, tilapicultura, diagnosis.

Introducao

A aquicultura, uma arte milenar de origem asiatica, ¢ traduzida na atualidade

como a atividade do setor primario mais promissora a atender a deficiéncia de nutricdo

da populagao global. Isso se deve ndo apenas ao fato de fornecer proteina animal de

qualidade, mas também por ser uma forma de reduzir a pobreza pela geracdo de
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oportunidades de trabalho para pessoas de baixa qualifica¢do profissional nos ambientes
rurais ¢ urbanos (ROCHA; RODRIGUES, 2015).

Nas ultimas cinco décadas, a producgdo global de peixes tem aumentado de forma
surpreendente. A oferta alimentar tem crescido em média 3,2 % ao ano, enquanto que a
populacdo mundial cresce em torno de 1,6 %. Esse expressivo desenvolvimento da
aquicultura deve-se, principalmente a combinagdo entre aumento da populacio, aumento
da renda per capita e a urbanizacdo, com melhora na eficiéncia dos canais de distribuicao
(FAO, 2014).

O Brasil apresenta um expressivo potencial para o desenvolvimento da
aquicultura, pois comporta aproximadamente 12% da agua doce disponivel no planeta.
Sao mais de cinco milhdes de hectares de laminas d"4gua disponiveis em reservatério de
usinas hidrelétricas e bacias particulares e também uma extensa costa maritima, em torno
de 8400 Km, passivel de uso para producao a em cativeiro (CREPALDI et al., 2006). Nos
parques aquicolas continentais brasileiros os peixes mais cultivados sdo tildpia, tambaqui,
pacu e pirapitinga (BRASIL, 2016).

Apesar do potencial aquicola do Brasil, o pescado ainda nao ocupa papel de
destaque da produgao de proteina animal no pais. O consumo de peixes recomendado pela
Organizagao Mundial da Saude ¢ de 12 quilogramas/habitante/ano sendo que a populagdo
brasileira consome 14,5 quilogramas/habitante/ano, enquanto o consumo per capita
mundial ¢ de 19,2 quilogramas/habitante/ano (FAO, 2014; BRASIL, 2015).

A tilapia do Nilo é uma espécie tropical, originaria da bacia do rio Nilo, na Africa.
A temperatura ideal para seu crescimento varia entre 25°C e 30°C, seu desenvolvimento
é prejudicado em temperaturas abaixo de 15°C e ndo resiste a temperaturas em torno de
9°C (AYROZA, 2013). Sua carne ¢ saborosa, com baixo teor de gordura (0,9 %) e de

calorias (172 Kcal/100g de carne). Apresenta um rendimento de filé em torno de 30 % a
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40 %, o que a torna bastante interessante para industrializacio (NOGUEIRA;
RODRIGUES, 2007).

Por esse motivo, a tildpia vem sendo considerada a espécie ideal para uso em
aquicultura, devido também a sua rusticidade, rapido crescimento, tolerancia a baixa
qualidade da agua além da consideravel resisténcia a doengas (LITTLE et al., 2008).
Entretanto, assim como outras espécies de peixes, a tilapia tem sido afetada por doencas
e sua vulnerabilidade a elas tem aumentado proporcionalmente a densidade desses peixes
nos tanques (JEFFERY et al., 2010).

O presente trabalho tem por objetivo apresentar a real situagdo da aquicultura
brasileira no que diz respeito a franciselose em tilapias por meio de uma revisdo de

literatura.

Metodologia

A metodologia de pesquisa dessa revisao ¢ baseada em livros e artigos cientificos.
Os artigos cientificos foram adquiridos a partir dos sites:
(a) www.pubmed.com;

(b) http://highwire.stanford.edu;

(c) www.scholar.google.com;

(d) www.scielo.br.

Francisella spp.

Dentre as bacterioses encontradas nos cultivos de tilapia destaca-se a franciselose,
responsavel por perdas econdomicas na producdo de peixes. Nesse caso, Francisella

noatunensis ¢ o principal agente de risco. Essa espécie ¢ responsavel por causar
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granulomas multifocais em 6rgaos internos como bago, rins e figado, levando a hiporexia,
anorexia ¢ morte (SOTO et al., 2009a; SOTO et al., 2012).

Os micro-organismos pertencentes ao género Francisella sdo coco-bacilos gram-
negativos imoveis, parasitas intracelulares, anaerdbios facultativos, ndo formadores de
esporos, pertencentes a familia Francisellaceae. Foram isolados pela primeira vez em
1910 na Califérnia nos Estados Unidos da América e posteriormente, em 1922, descritos
pelo bacteriologista americano Edward Francis (RYAN; RAY, 2004).

A descrigdo do género Francisella compreende quatro espécies validadas:
Francisella tularensis, Francisella philomiragia, Francisella noatunensis e recentemente
Francisella hispaniensis (HUBER et al., 2010). A taxonomia da espécie Francisella
noatunensis esta em discussdo e revisdo (OTTEM et al., 2009). As espécies anteriormente
descritas Francisella philomiragia noatunensis (MIKALSEN et al., 2007) e Francisella
piscicida (OTTEM et al., 2007), sindnimos heterotipicos, sdo agora combinadas como
Francisella noatunensis (OTTEM et al., 2009) que compreende duas subespécies:
Francisella noatunensis noatunensis ¢ Francisella noatunensis orientalis. Ambas sdo
responsaveis por causar doenca granulomatosa em peixes de dgua doce e marinhos
(SCHRALLHAMMER et al., 2011).

A Francisella noatunensis orientalis ocorre geralmente em clima tropical onde ha
aguas mais quentes; enquanto que a Francisella noatunensis noatunenis € mais frequente
em clima temperado que tem aguas mais frias (OTTEM ET AL., 2009; KLINGER-

BOWEN ET AL, 2012).

Patogenia
Os mecanismos de patogenicidade da Francisella noatunensis orientalis ndo sao
totalmente conhecidos. Esses micro-organismos apresentam uma expressiva taxa de

infectividade e notavel habilidade em persisitir no ambiente (SOTO et al., 2015).
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Em tilapias, a franciselose pode se manifestar de forma aguda, apresentando sinais
clinicos discretos, porém com alta taxa de mortalidade; ou como uma infec¢ao subaguda
ou crénica, com sintomas inespecificos tais como anorexia, natagdo erratica, anemia e
exoftalmia. Em alevinos essa bactéria apresenta alta infectividade e uma notavel
habilidade em persistir no ambiente ((SOTO et al., 2015; SOTO et al., 2009b).

As lesdes mais comumente encontradas em peixes acometidos por franciselose
sdo esplenomegalia, granulomas afetando principalmente o bago e rins, ¢ de forma
menos frequente o figado, intestinos e musculo esquelético (Figuras 5 e 6). Nos
granulomas esta contida uma mistura de células epiteliais e macréfagos com um vactiolo
citoplasmatico contendo bactérias cocoides. As lesdes musculares sdo geralmente
granulomatosas e infiltrativas (JEFFERY et al., 2010; COLQUHOUN; DUODU, 2011;
CAMUS et al., 2013).

Estudos tem contribuido para um melhor entendimento da atividade imunologica
da Francisella noatunensis ¢ dos fatores bacterianos envolvidos na doenga. Tais
pesquisas estdo relacionadas com a caracterizagdo do lipopolissacarideo e B-glucano
desse micro-organismo isolado de tildpias (KAY et al., 2006). Ha também estudos de
identificacao de um anticorpo especifico de resposta a um constituinte ndo proteico de
20 kilodaltons, provavelmente lipopolissacarideo, de Francisella noatunensis

noatunensis isolada de bacalhau (COLQUHOUN; DUODU, 2011).

Epidemiologia

Os primeiros relatos reconhecidos de Francisella noatunensis orientalis em
tilapias (Oreochromis spp.) aconteceram em Taiwan em 1992 (CHEN et al., 1994;
CHERN; CHAO, 1994). Posteriormente, esse micro-organismo foi identificado em

outras localidades como os Estados Unidos da América (MAUEL et al., 2005), América
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Latina (MAUEL et al., 2007), mais especificamente na Costa Rica (SOTO et al., 2009a),
Indonésia (OTTEM et al., 2009) e Inglaterra (JEFFERY et al., 2010). Essa bactéria ja
foi relatada em outras espécies de peixes na Califérnia e no Japao, em peixes importados
da China (OSTLAND et al., 2006).

No Brasil, os surtos de doenga granulomatosa em tilapias tem ocorrido desde
2012. Porém, o primeiro relato confirmado de Francisella noatunensis orientalis no pais
foi descrito em 2014, em 44 tilapias (alevinos e juvenis) com sintomatologia clinica para
franciselose, cultivadas em sistemas de tanques-rede, provenientes de surtos descritos
em 5 regides distintas do Estado de Minas Gerais, Brasil (LEAL et al., 2014).

A Francisella noatunensis orientalis ¢ suspeita de persistir no ambiente mesmo
sem a presenca de peixes (SOTO ET AL., 2015). Um estudo realizado por Soto et al.
(2015) indicou a formagao de biofilmes desse micro-organismo em até 24 horas apos a
inoculagdo em ambiente controlado, com a dgua em diferentes temperaturas e niveis de
salinidade.

Pelo fato da franciselose ser uma doenga cronica na natureza e de alta
infectividade, a prevaléncia de peixes infectados em uma populacdo pode ser alta
(ALFJORDEN; RUANE, 2015). Embora, um estudo de Soto et al. (2013a) avaliando a
prevaléncia de Francisella noatunensis orientalis em 827 tilapias da ilha de Oahu, no

Havai, obtiveram apenas 8 isolados desse micro-organismo como resultado.

Diagnostico

A identificagdo de bacterioses em peixes ¢ realizada através da verificacao dos
sinais clinicos, isolamento de bactérias, técnicas bioquimicas e moleculares, como por
exemplo, reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em especial a PCR em tempo real

(qPCR), seguidas de sequenciamento. Para o diagnostico especifico e definitivo sdo
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utilizados métodos baseados em analises de sequenciamento da subunidade ribossomal
16S RNAr (JANDA; ABBOTT, 2007). Esse fragmento do DNA gendémico ¢ conservado
entre as bactérias, o que permite a identificacdo acurada entre as espécies de micro-
organismos presentes nas amostras (CLARRIDGE, 2004).

As vantagens na utilizacdo da PCR para o diagndstico de doengas como a
franciselose reside em sua capacidade de amplificar uma sequéncia precisa de DNA de
forma rapida e precisa, com elevada sensibilidade e especificidade. Porém, ha algumas
limitagdes nessa metodologia. Para que sejam sintetizados primers especificos, deve-se
conhecer a sequéncia de DNA a amplificar; e ainda, a facilidade de contaminagdo da
amostra por DNA estranho, a limitada extensao da sequéncia passivel de amplificagdo e
a possibilidade de ocorrer incorporacao erronea de bases durante a replicagdo sdo
desvantagens a serem consideradas ao se adotar essa técnica (JORDE et al., 2010).

A PCR ¢ um método qualitativo e como tal, ¢ baseado na amplificagdo das
sequéncias-alvo seguidas por eletroforese em gel de agarose para detectar o DNA
amplificado. Essa metodologia permite a deteccao dos produtos de reagdo apenas ao final
de todos os ciclos de termociclagem, quando a amplificacio do DNA-alvo encontra-se
saturada. Na PCR em tempo real (QPCR) o que ocorre ¢ a deteccao ciclo a ciclo, o que
permite a verificacao da expressao génica entre as amostras no inicio da fase exponencial
de amplificagdo, onde ainda nao ha saturacdo (NASCIMENTO et al., 2010).

A técnica de PCR para a deteccdo de Francisella sp. em peixes € mamiferos tem
sido descrita por Jacob et al. (2011). Kulkarni ez al. (2011) 3™ esse género em bacalhau
e Birkbeck et al. (2007) em diferentes espécies de Salmao no Chile, utilizando essa
mesma metodologia.

O diagnostico de Francisella sp. por PCR tem sido indicado em lotes em
quarentena para posterior introdug¢ao de novos peixes no plantel. Isso tem contribuido na

prevengdo de surtos de franciselose em tilapias (KLINGER-BOWEN, 2012).
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Segundo Camus ef al. (2013) para que nao ocorra prejuizo na eficacia do teste de
PCR para o diagnéstico de Francisella sp., as amostras de tecidos ndo devem ser enviadas
fixadas em formol. Porém, em casos em que a cultura desses micro-organismos em meio
especifico se torna inviavel, estes autores sugerem o desenvolvimento de novos
protocolos de PCR no intuito de validar essa metodologia em tecidos fixados em formol.

Para a identificacdo de Francisella noatunensis orientalis em tilapias, a utilizacao
de qPCR (SOTO et al., 2013b) tem sido descrita. No caso desta ultima, sua utilizagao
para identificacdo de outras espécies anteriormente descritas como sendo Francisella
piscicida, ja foi relatada por Ottem et al. (2008).

Ruane et al. (2015) investigaram um surto de doenca granulomatosa em bacalhau
utilizando a técnica de qPCR e identificaram bactérias do género Francisella como sendo
a causa do surto.

Soto et al. (2012) confirmaram a presenca de Francisella noatunensis orientalis €
Francisella noatunensis noatunensis, utilizando o método de qPCR para deteccdo do
crescimento bacteriano intracelular no locus C (iglC) em tecidos de peixes de diferentes
espécies.

A identificacdo de Francisella spp. através da identificacdo da subunidade 16S
RNA ribossomal tem sido estudada (JEFFERY et al., 2010). Brett et al. (2014)
investigaram um surto de bacteremia em humanos em Louisiana nos Estados Unidos. Os
resultados do sequenciamento apontaram a Francisella novicida como agente causador
da doenca. Os autores realcam a importancia desse método para a diferenciagdo do
diagnostico de doenca causada por Francisella novicida e Francisella tularensis em
humanos.

O sequenciamento da por¢do 16S do ribossomo tem sido utilizado como
ferramenta de deteccao de Francisella noatunensis orientalis (JEFFERY et al., 2010) Lin

et al. (2015) isolaram esse micro-organismo no sul da China, através dessa metodologia,
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em uma investigacao de doenga granulomatosa em tilapias. Nguyen et al. (2015) também
utilizaram essa metodologia para a deteccdo dessa bactéria em 10 peixes clinicamente

doentes, oriundos de duas fazendas de cultivo de tilapias na Tailandia.

Controle e prevencio

Atualmente, ndo ha vacinas comerciais disponiveis para a prevencao da
franciselose em peixes (SOTO et al., 2013b). Algumas empresas estdo trabalhando no
desenvolvimento de vacinas para a doenca. Testes estdo sendo realizados em bacalhau na
Noruega, mas ainda sem resultados satisfatorios (COLQUHOUN; DUODU, 2011).

Segundo Kubitza (2008) o controle e a prevengdo da franciselose em tilapias no
Brasil sao realizados na forma de aplicagdo de boas praticas na produgdo € no manejo
sanitario para a prevencao de doencas. Tais praticas abrangem:

(a) monitoramento continuo € manuten¢do de adequada qualidade da dgua nos
tanques e, no caso de tanques-rede em reservatorios de hidrelétricas, uma analise
criteriosa dos possiveis riscos associados e se possivel, o historico da qualidade dessa
agua;

(b) adequada nutri¢ao e alimentagdo, com ajustes nos niveis nutricionais da racao
e no tamanho dos pellets conforme as fases de crescimento;

(¢) cuidados na introdugdo de alevinos, juvenis e reprodutores, dando preferéncia
a aquisicao de animais de produtores que aplicam boas praticas de manejo sanitario;

(d) manter novos estoques adquiridos separados do plantel ja existente, para
quarentena,

(e) atengdo constante ao comportamento dos peixes, com remog¢do imediata de
peixes doentes ou mortos ¢ isolamento das unidades de producao onde esses peixes

habitavam;
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(f) exames de rotina para detectar problemas, mesmo em lotes de peixes
aparentemente sadios;

(g) evitar uso indiscriminado de terapéuticos;

(h) realizar a desinfec¢do de equipamentos periodicamente.

Peixes acometidos por Francisella noatunensis orientalis tendem a nao se
alimentarem, por esse motivo, ¢ indicado o uso de antibioticos como medida profilatica,
sendo a administragdo dos farmacos realizada dias antes da diminui¢ao da temperatura da
agua, antecipando assim uma provavel infeccao (KLINGER-BOWEN, 2012).

A FDA (United States Food and Drugs Administration) permite o uso de trés
antibidticos em racdo de  peixes: Florfenicol,  Oxitetraciclina e
Sulfadimetoxina/ormetropim (FDA, 2016). No Brasil, a Instru¢io Normativan® 13 de 15
de julho de 2015 (BRASIL, 2015) dispde sobre o Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes para as cadeias de carnes e estabelece os limites maximos de residuos
de antimicrobianos que podem estar presentes na carne de peixes de cultivo. Nessa
normativa, dentre os antibidticos relacionados, constam os autorizados pelo FDA com
seus respectivos limites residuais permitidos na carne dos peixes e nao héa descri¢cao nesta
legislacao de proibi¢ao do uso dos mesmos.

Os imunoestimulantes sdo substancias quimicas, sintéticas ou bioldgicas que
atuam no sistema imune especifico, aumentando a atividade fagocitica e bactericida das
células de defesa, melhorando a resisténcia do peixe a doencas infecciosas. Seu uso pode
ser uma interessante alternativa a ser aplicada nas boas praticas de manejo no intuito de
reduzir ou ndo utilizar antimicrobianos no ciclo de producao de tilapias (BRICKNELL,;
DALMO, 2005).

A eficacia dessas praticas esta diretamente relacionada a qualidade sanitaria dos

peixes comercializados. A conscientizagdo dos produtores em relagdo aos riscos e da
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importancia desse manejo preventivo sdo de suma importancia na garantia da saude da

populacio.

Consideracoes finais

Mais estudos devem ser realizados no intuito de melhorar o conhecimento a
respeito da importancia da Francisella sp. em criatérios de tilapias no Brasil, a
compreensdao de sua patogenia e o aprimoramento das técnicas moleculares de
diagnostico para que as autoridades possam tomar as medidas cabiveis para o controle e
prevengdo da franciselose. O desenvolvimento de antibidticos para o tratamento das
tilapias requer estudos cientificos e praticos sendo que a aplicacdo dos mesmos exige
consciéncia e cuidados, para que nao haja desenvolvimento de resisténcia por parte dos
micro-organismos envolvidos e também, a contamina¢do do meio ambiente. O uso de
imunoestimulantes pode ser uma alternativa vidvel no intuito de se evitar os danos

causados pelo uso de antimicrobianos.
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Hepatomegalia e esplenomegalia em Oreochromis niloticus cultivadas em sistema

de tanques-rede

Hepatomegaly and splenomegaly in Oreochromis niloticus cultivated in cages system
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Resumo: A hepatomegalia e esplenomegalia sdo alteragdes na massa e/ou no tamanho
do figado e do bago, respectivamente. O presente trabalho tem por objetivo avaliar a
presenca de hepatomegalia e de esplenomegalia em Oreochromis niloticus cultivadas em
sistema de tanque-rede. Foram coletados 150 animais de trés frigorificos distintos (A, B
e C) que receberam peixes de diferentes pisciculturas que utilizam o sistema de tanques-
rede. ApOs a necropsia, foram mensuradas as quantidades de hepatomegalia e
esplenomegalia. Os principais resultados demonstraram que 24,66 % dos peixes

apresentaram alteracdes morfologicas no figado e no bago. Concluimos que a
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hepatomegalia e a esplenomegalia podem causar distirbios metabodlicos e,
consequentemente, prejuizos na produgdo de Oreochromis niloticus.

Palavras-chave: Esplenomegalia, Hepatomegalia, Oreochromis niloticus.

Abstract: The hepatomegaly and splenomegaly are changes in mass and/or size of the
liver and spleen, respectively. This study aims to assess the presence of hepatomegaly
and splenomegaly in Oreochromis niloticus cultivated in cages system. Were collected
150 animals of three different refrigerators (A, B and C) who received the fish of cages
system. After necropsy, the quantities of hepatomegaly and splenomegaly were
measured. The main results show that 24.66 % of the fish showed morphological changes
in the liver and spleen. We conclude that hepatomegaly and splenomegaly can cause
metabolic disorders and therefore, losses in the production of Oreochromis niloticus.

Keywords: Hepatomegaly, Splenomegaly, Oreochromis niloticus.

Introduciao

A hepatomegalia ¢ uma condic¢ao na qual o tamanho do figado esta anormal e pode
indicar a existéncia de uma hepatopatia. Normalmente a hepatomegalia ¢ assintomatica.
As possiveis causas gerais incluem as infecgdes (virais e bacterianas), parasitas,
neoplasias, anemias, estados toxicos, doengas de armazenamento, insuficiéncia cardiaca
e distarbios metabolicos (AL-GHAIS, 2013; O'HARE et al., 2014; HU et al., 2016). A
esplenomegalia consiste no aumento do volume do bago. Quando o baco aumenta de
tamanho, a sua capacidade de reter e armazenar células sanguineas aumenta. A
esplenomegalia pode reduzir o numero de eritrocitos, de leucdcitos e de plaquetas

circulantes (SOTO et al., 2011; DARGART et al., 2012; SOMIJA et al., 2014).
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Tavares-Dias et al. (2000a) relataram que o figado dos peixes € o principal sitio de
armazenamento de glicogénio e certa quantidade de gordura também pode ser estocada
nesse O0rgdo. Variagdes na quantidade de gordura e/ou glicogénio estocados no figado
influenciam significativamente no peso ou no tamanho desse 6rgdo. Variagdes no peso
do bago e do figado de peixes indicam distirbios que podem ocorrer durante os processos
patolégicos (TAVARES-DIAS et al., 2000b).

Os peixes, por serem desprovidos de linfonodos e de cavidade medular nos 0ssos,
tém o tecido hematopoiético localizado no estroma esplénico e no intersticio renal. O
baco dos peixes tem a fungao de filtrar o sangue. Além disso, ¢ um importante 6rgao eritro
e leucopoiético (TAVARES-DIAS et al., 2000b).

A espécie O. niloticus apresenta um bom desempenho em sistemas intensivos de
producao e vem se adaptando com sucesso a cultivos em tanques-rede (AYROZA, 2009).
Esse sistema de criacdo de peixes tem sido uma Otima alternativa para aproveitamento
dos ambientes aqudticos inexplorados, dispensando o desmatamento e evitando
problemas com erosdo e assoreamento (COLT, 1991; CARNEIRO et al., 1999;
COELHO; CYRINO, 2006).

Um dos grandes entraves da aquicultura ¢ a densidade populacional em relagao a
area de criagdo, pois propiciam maiores concentracoes de matéria organica,
desenvolvimento de algas e outros micro-organismos que causam impacto ambiental e
nos animais. A criagdo em tanques—rede favorece a alta densidade, gerando estresse nos
peixes, tornando-os aptos ao desenvolvimento de diversas infecgdes (SOTO et al., 2009;
SOTO et al., 2012).

Com base nessas informacdes, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a
presenca de hepatomegalia e de esplenomegalia em Oreochromis niloticus cultivadas em

sistema de tanques-rede.
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Material e métodos
Amostras

A coleta de Oreochromis niloticus foi realizada na bacia hidrografica do Rio
Araguari que se localiza na mesorregido do Tridngulo Mineiro, na por¢ao oeste do Estado
de Minas Gerais, Brasil, entre as coordenadas geograficas de 19°35°21.67°" de latitude
Sul e 44°39°16.44°’ de longitude Oeste de Greenwich, o qual ocupa uma area de 20.186
Km?, abrangendo parte de 20 municipios.

Foram coletados 150 animais de trés frigorificos distintos (A, B e C) que recebem
peixes de diferentes pisciculturas, da regido do Triangulo Mineiro, Minas Gerais, Brasil,
fiscalizados pelo Instituto Mineiro de Agropecuaria. Foram coletados cinquenta animais
de cada frigorifico. Cada estabelecimento recebe Oreochromis niloticus provenientes de
criatorios distintos localizados em reservatorio de uma usina hidrelétrica distinta,
totalizando trés usinas sendo todas abastecidas pelo Rio Araguari, e que utilizam o
sistema de tanques-rede.

Apbs a insensibilizacdo dos animais em gelo pelo método aprovado pela legislacao
sanitaria brasileira para garantir o bem-estar de peixes a serem abatidos, os animais
machos e fémeas foram selecionadas aleatoriamente. Foram mensurados a massa
corporea (g) e o comprimento (cm) dos animais. Em seguida, as tilapias foram submetidas
a necropsia conforme descrito por Noga (2010).

O presente estudo seguiu os principios éticos em pesquisa animal e foi aprovado
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria ¢ Zootecnia da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de

Botucatu, S3o Paulo, Brasil, conforme atestado referente ao protocolo n’ 09/2016.
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Presenca de hepatomegalia e esplenomegalia
As alteragdes morfoldgicas do figado e do bago foram avaliadas na necropsia.
Foram mensuradas as quantidades de hepatomegalia e esplenomegalia presentes em

Oreochromis niloticus.

Analise estatistica

Para calcular o tamanho da amostra (n) foi utilizada a seguinte formula: n =
N.Z2.p.(1-p)/(N-1).e2+Z2.p.(1-p). Onde: N ¢ o tamanho do universo, Z é o desvio do
valor médio que aceitamos para alcangar o nivel de confianga desejado (nivel de
confianga 95 %, Z=1,96), e ¢ a margem de erro maximo que eu quero admitir (por
exemplo, 5 %), e p € a propor¢ao que esperamos encontrar.

O estudo estatistico foi realizado através da andlise de varidncia Anova e
complementado com o teste de comparacdes multiplas de Kramer-Tukey. Os resultados
foram expressos em média + erro padrdo da média. As conclusdes estatisticas foram

realizadas com 5 % de significancia (MONTGOMERY, 2013).

Resultados e discussao

A hepatomegalia de Oreochromis niloticus esteve presente nos frigorificos. A
hepatomegalia foi de 18 % (9/50), 10 % (5/50) e 36 % (36/50) nos frigorificos A, B e C,
respectivamente (figura 1). O frigorifico C foi o estabelecimento que apresentou o indice
percentual maior para hepatomegalia comparado com os demais estabelecimentos.
Considerando todos os frigorificos, a presenca de hepatomegalia foi de 21,33 % (32/150)
em todos os peixes.

A esplenomegalia de Oreochromis niloticus esteve presente em apenas dois

frigorificos. A esplenomegalia foi de 4 % e 6 % nos frigorificos A e C, respectivamente
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(figura 2). O frigorifico C apresentou um indice percentual maior para a esplenomegalia.
A presenca de esplenomegalia foi de 3,33 % (5/150) nos animais de todos os frigorificos.

Na figura 3 mostra que 24,66 % de Oreochromis niloticus coletados em sistema de
tanque-rede apresentaram alteragcdes morfologicas e 75,34 % nao apresentaram nenhuma
alteracao morfologica do figado e do bago.

A presenca e a auséncia de hepatomegalia ndo apresentaram diferengas
significativas na massa (p=0,7403) e no comprimento (»p=0,3907) de Oreochromis
niloticus coletados em sistema de tanque-rede. No que diz respeito a esplenomegalia, a
presenca € a auséncia também ndo apresentaram diferencas significativas na massa
(p=0,4442) e no comprimento (p=0,1526) de Oreochromis niloticus (tabela 1).

Tavares-Dias et al. (2000b) encontraram dados de massa corporea dos peixes bem
inferiores que os encontrados em nosso experimento. No que diz respeito ao comprimento
dos animais, os nossos dados foram semelhantes com os dados de Tavares-Dias et al.
(2000a,b).

Quentel & Obach (1992) obtiveram valores significativos para a relagao
hepatossomatica e esplenosomatica demonstrando que essas alteragdes estdo relacionadas
com os disturbios hepaticos e esplénicos, que podem ocorrer durante os processos
patologicos. O presente experimento apresentou um valor consideravelmente alto de
hepatomegalia e de esplenomegalia (24,66 %) para uma producdo em sistema de tanques-
rede retratando que muitos animais tém disturbios metabolicos. Acreditamos que esses
distarbios metabolicos do figado e do bago podem trazer prejuizos econOmicos na
producao de Oreochromis niloticus.

Tavares-Dias et al. (2000b) relataram que es niveis elevados de carboidratos na
dieta, aumenta o glicogénio hepatico e o peso do figado. Rafael & Braunbeck (1988)
observaram maior ganho de peso corporal e de massa hepatica nos peixes mantidos com

ragdo artificial, quando comparado com peixes mantidos com alimentagdo natural.
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Tavares-Dias et al. (2000a,b) ressaltaram que o estudo da alteracao morfoldgica do figado
pode ser empregado para acompanhar o grau de atividade alimentar de uma dada espécie
aquatica.

Segundo Quentel & Obach (1992) e Tavares-Dias et al. (2000b) relataram que o
baco ¢ um importante Orgdo eritro e leucopoético. Esplenomegalia sugere o
desenvolvimento de respostas leucocitarias as infec¢des ou a produgdo de eritrécitos para
reposi¢do sanguinea em casos de processos anemiantes. O aumento do volume do bago
ocorre devido a alteragdes bioquimicas e fisioldgicas necessarias para manter a
homeostasia organica como resposta a infecgdes ou outro tipo de agressdo ambiental

(LOWE-JINDE, 1980; QUENTEL & OBACH, 1992; TAVARES-DIAS et al., 2000a,b).

Conclusao
Podemos concluir que:

e As presencas de hepatomegalia e esplenomegalia sdo alteragdes
morfologicas que podem indicar distirbios metabolicos em Oreochromis
niloticus.

e O alto indice percentual de hepatomegalia e esplenomegalia deve afetar a
producdo de Oreochromis niloticus onde poderdo ser demonstradas por

pesquisas futuras.
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Figura 3. Porcentagem (%) de presenca e auséncia de alteracdo morfoldgica no figado e

bago encontrados em Oreochromis niloticus cultivadas em sistema de tanque-rede

provenientes de diferentes frigorificos (A, B e C).

Tabela 1. Média £+ erro padrao de massa (g) e comprimento (cm) de Oreochromis

niloticus cultivadas em sistema de tanque-rede com presenca e auséncia de hepatomegalia

e esplenomegalia. Analise estatistica de Anova complementado com o Teste de Kramer-

Tukey (p<0,05).
Alteracao morfolégica Situacio Massa (g) Comprimento (cm)

Presenca 990,75 £39,06 A! 29,66 £0,40 A3

Hepatomegalia
Auséncia 1.005,78 + 21,18 A 30,06 £0,22 A
Presenca 1.080,92 £ 93,17 A? 31,50 + 1,06 A*

Esplenomegalia
Auséncia 1.000,92 + 18,86 A 2994 +£0,20 A

T5=0,7403; 2p=0,3907; 3p=0,4442; ¢ p=0,1526.



