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IMUNODIAGNOSTICO DE Aeromonas hydrophila EM PACUS (Piaractus
mesopotamicus, HOLMBERG, 1887) INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE

RESUMO - Aeromonas hydrophila é patdégeno oportunista com potencial de infecgao
para mamiferos, peixes e humanos, cosmopolita e emergente em infeccdes
hospitalares de humanos. O complexo Aeromonas hydrophila formado por varias
subespécies apresenta variedade antigénica que dificulta o diagndstico da infecgéo
pelo uso de anticorpos monoclonais. Pelo exposto, o objetivo deste trabalho foi o de
produzir uma imunoglobulina Y policlonal purificada em gema de galinhas poedeiras,
imunizadas com proteinas de membrana bacteriana e testar sua eficacia nos
ensaios de imuno-histoquimica para identificacdo de bactérias no figado e rim de
Piaractus mesopotamicus infectados experimentalmente. Os resultados mostraram
que a técnica foi eficaz uma vez que as aves produziram anticorpos especificos anti-
A. hydrophila no soro e na gema, com aumento significativo (p<0,05) e progressivo
dos titulos até 60 dias, que se mantiveram detectaveis no teste ELISA até 90 dias
apo6s a terceira imunizagcdo. As analises de imuno-histoquimica foram efetivas para
deteccao de colbnias de A. hydrophila no coragéo, figado, rim, encéfalo e bago de P.
mesopotamicus com anticorpos IgY especifico. Os resultados permitiram concluir
que a imunoglobulina Y produzida em ovos de galinha foi eficaz no diagndstico de
aeromonose na espécie de peixe testada.

Palavras-chave: aeromonose, imuno-histoquimica, imunoglobulina Y
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Aeromonas hydrophila IMMUNODIAGNOSTIC IN PACUS (Piaractus
mesopotamicus, HOLMBERG, 1887) INFECTED EXPERIMENTALLY

ABSTRACT - Among the aeromonas complex, Aeromonas hydrophila has the
potential to infect mammals, fish, and humans. It is a cosmopolitan, opportunistic and
emerging pathogen in nosocomial infections in humans. This bacteria complex
formed by several subspecies also presents antigenic variety, which makes
diagnosis difficult to be done with the use of monoclonal antibodies. The aim of this
work was to produce polyclonal immunoglobulin Y purified from yolk of laying hens,
immunized with bacterial membrane proteins, and to test its effectiveness in
immunohistochemistry of A. hydrophila cells in the liver and kidney of experimentally
infected Piaractus mesopotamicus. The results showed that the laying hens
produced specific anti-A. hydrophila antibodies in serum and yolk, with a significant
(p<0,05) and progressive increase of titles at 60 days, which were maintained until
90 days after the third detectable immunization in the ELISA test. The
immunohistochemistry was positive for detection of colonies of A. hydrophila in liver
and P. mesopotamicus in heart, liver, kidney, brain and spleen with the use of
specific IgY antibodies. Therefore, the immunoglobulin produced in chicken eggs was
effective in diagnosing aeromonas in P. mesopotamicus.

Keywords: aeromonose, immunoglobulin Y, immunohistochemistry



1. INTRODUCAO

A bactéria A. hydrophila, pertence a familia Aeromonadaceae. Suas
caracteristicas bacterioldgicas e morfolégicas sdo: Gram negativa, aerdbia e
anaerobia facultativa, possui capsula, tem forma de bastonete mével, possui flagelos
polares e nao produz esporos (JANDA; ABBOTT, 2010). A bactéria € considerada a
mais virulenta dentre o complexo das Aeromonas méveis (RHODES et al., 2000) e
tem importancia como agente etioldgico de infecgbes de peixes pois causam ulceras
cutdneas e septicemia hemorragica. Além disso, esta associada as doengas
humanas como patdégenos veiculados pela agua e alimentos contaminados (OMS,
2003), de interesse emergente em saude publica (HEUZENROEDER; WONG;
FLOWER, 1999; HOFER et al., 2006).

A A. hydrophila pode ser diagnosticada por meio do isolamento e
identificacdo por técnicas morfologicas, tintoriais e bioquimicas. Todavia, estas
técnicas estdo sujeitas a equivocos que resultam na classificacdo desses
microrganismos em outras espécies (CHACON et al., 2003; SOLER et al., 2003;
JANDA; ABBOTT, 2010). A identificagédo a partir de testes comerciais € limitada, pois
tendem a classificar a maioria, como A. hydrophila (PARK et al., 2003; SOLER et al.,
2003) em decorréncia de reagdes falso positivas, que mascaram a verdadeira
incidéncia de outras espécies (FIGUERAS, 2005). Os métodos moleculares seriam
a melhor opg¢ao para identificagdo correta do microrganismo (CASTRO-
ESCARPULLI et al.,, 2002; FIGUERAS, 2005), porém estes ainda nado séao
amplamente executados na rotina dos laboratérios (GHENGHESH et al., 2008).

A produgdo de anticorpos que possam ser utilizados para o
imunodiagndstico, permite a deteccdo do agente durante as diferentes fases de
evolugdo da infecgdo, com vantagens para anticorpos monoclonais ou policlonais na
medicina humana e animal (SHIN et al., 2002; GUIMARAES; CORREIA; GAMA
FILHO, 2008).

A principal imunoglobulina encontrada nas aves é a IgY, cujas
caracteristicas estruturais assemelham-se a IgG dos mamiferos. A IgY tem massa
molecular de aproximadamente 160 kDa, apresenta ponto isoelétrico que varia entre

5,7 e 7,6 e é constituida por duas cadeias leves e duas pesadas. Cada cadeia leve



apresenta massa molecular de aproximadamente 18 kDa e é formada por uma
regido variavel e outra constante. A cadeia pesada tem massa molecular de 65 kDa
e é formada por uma regido variavel e quatro regides constantes. A funcéo bioldgica
da cadeia pesada da IgY aviaria € semelhante a fragdo homodloga a da IgG dos
mamiferos.

As imunoglobulinas Y podem ser extraidas e purificadas da gema do ovo de
galinhas poedeiras. Sua aplicagdo como biomolécula marcadora em ensaios de
imunodiagnostico representa importante ferramenta para o diagndstico de
enfermidades infecciosas em peixes (GUIMARAES; CORREIA; GAMA FILHO,
2008).

A IgY apresenta menor fluorescéncia inespecifica em preparacdes
imunofluorescentes e também pode ser usada na maioria dos testes de aglutinagao
(CHACANA et al., 2004; MUNHOZ et al., 2014).

Este estudo teve como objetivo a produgado de anticorpos policlonais IgY na
gema do ovo de galinhas poedeiras estimuladas com proteinas de A. hydrophila e
sua aplicagao no ensaio de imuno-histoquimica, para identificagdo do microrganismo

nos 6rgaos e tecidos de P. mesopotamicus infectados experimentalmente.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Consideragoes iniciais

Em 2011, a produgdo aquicola nacional foi de 628.704,3 t, com incremento
de 31,1% em relagéo a produgao de 2010. Dentre os peixes mais criados em aguas
continentais, as tilapias e os peixes redondos (pacu, tambaqui e tambacu) sdo os de
maior importancia, pois juntos somaram 436.415,5 t ou 80,1% da produgao nacional
de piscicultura no ano de 2011 (BRASIL, 2011). A média de consumo nacional de
pescado por habitante alcangou 11,7 kg em 2011, que significaram 23,7% de
aumento na demanda em relacdo aos dois anos anteriores (BRASIL, 2014).
Entretanto, a expanséao e a intensificacdo da piscicultura geram problemas sanitarios
importantes, ocasionando aumento relativo dos niveis de estresse, com depressao
dos mecanismos de defesa e aumento da suscetibilidade as doencas infecciosas e
as parasitarias (MORAES; MORAES, 2009). A prevaléncia de enfermidades



bacterianas em peixes leva a perdas significativas nesta atividade. As bactérias
Gram negativas do género Aeromonas se incluem nestas por serem importantes
patdgenos encontrado na agua, solo, alimentos, fezes humanas e animais (HIRSCH
et al., 2006).

2.2. Complexo Aeromonas moveis

A microbiota intestinal de peixes depende da colonizag&o bacteriana durante
os estagios iniciais de desenvolvimento, das mudangas na dieta e das condi¢cbes
ambientais podendo ser composta por varias espécies de bactérias, incluindo as do
género Aeromonas e 0s peixes podem servir como seu reservatorio (HOVDA;
LUNESTAD; ROSNES, 2007; SILVA, 2015).

As espécies mais comuns de Aeromonas moveis sdo:. A. caviae, A.
hydrophila, A. sbbria, A. veronii, A. trota, A. schubertii e A. jandaei (PENDERS;
STOBBERINGH, 2008). Contudo, algumas duvidas sdo expressas sobre o papel
destas bactérias como patdgenos de peixes. Dentre as Aeromonas mdéveis as mais
virulentas sé&o as cepas de A. hydrophila (WAKABAYASHI et al., 1981; HOLLIMAN,
1993).

No Brasil de dez amostras de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
cultivadas na regido de Paulo Afonso na Bahia em trés foi confirmada a presenca de
A. hydrophila (GONZALEZ-SERRANO et al., 2001; LEMOS; RODRIGUES; LOPES,
2006). No estado do Rio Grande do Sul, foram analisados jundias (Rhamdia quelen)
com lesdes sugestivas de aeromonose e confirmada presenca de A. hydrophila nas
lesdes por meio de provas bioquimicas (BARCELLOS et al., 2008). No reservatério
Trés Irméos, localizado na cidade de Pereira Barreto estado de Sao Paulo, foi
descrito surto com alta mortalidade de tilapias cultivadas em tanques-rede, tratando-
se da presencga de A. caviae nas amostras de figado e rim (MARTINS; MIYAZAKI;
MOURINO, 2008).

Nos pesqueiros da regido metropolitana de Sao Paulo, foram avaliadas
amostras de agua de viveiros e de peixes, sendo que 93% e 87%, respectivamente,
estavam contaminados por Aeromonas spp., € foram identificadas em 11% das
amostras de superficie corporea de peixes, 19% de agua de distribuicdo e em 70%
das amostras de agua do viveiro (AZEVEDO, et al., 2003; HIRSCH et al., 2006).



Hatha et al. (2005) identificaram espécies de Aeromonas spp. em intestino
de vérias espécies de peixes revelando que 61% dos isolados foram de A.
hydrophila, 30% de A. caviae, 7% de A. sobria e 2% considerados atipicos nas
culturas de Aeromonas spp. provenientes de carpas (Cyprinus carpio) e foram
isoladas e identificadas cinco espécies: A. bestiarum, A.salmonicida, A. veronii
biotipo sobria, A.sobria, A. encheleia.

Trinta e quatro culturas de Aeromonas spp. isoladas de carpas (Cyprinus
carpio L.) saudaveis e doentes foram identificadas cinco espécies: A. bestiarum, A.
salmonicida, A. veronii biotipo sobria, A. sobria, A. encheleia e 76,9% tratavam-se de
A. salmonicida e 63,6% de A. veronii, sendo patogénicas para as carpas estudadas
(KOZINSKA et al., 2002).

Estudos que caracterizaram a microbiota dos peixes com potencial
patogénico foram realizados no Brasil para espécies como Rhamdia quelen (SHAMA
et al., 2000; COSTA et al., 2008), Piaractus mesopotamicus e Oreochromis niloticus
(BELEM-COSTA; CYRINO, 2006), bem como em comunidades de peixes do Rio
Congonhas no Parana (SOUSA; SILVA-SOUZA, 2001).

As septicemias causadas por Aeromonas moveis sao um problema em
peixes de agua doce, porque apresentam ampla variagdo de viruléncia dentre os
diferentes isolados (COSTA, 2003).

2.3. Aeromonas hydrophila

Segundo Martin-Carnahan e Joseph (2005) a Aeromonas significa ar ou gas
(“aer”) e unidade (“monas”), ou seja, unidades produtoras de gas. Aeromonas € um
género da familia Aeromonadaceae e consiste em bactérias Gram negativas que
podem aparecer como bacilos ou cocobacilos independentes, aos pares ou em
cadeias curtas, anaerobias facultativas, n&o-esporuladas, oxidase e catalase
positiva. Utilizam a D-glicose como unica fonte de carbono e energia e sais
amoniacais como fonte de nitrogénio, reduzem nitrato a nitrito (por meio da
desnitrificagdo) e sao normalmente resistentes ao agente vibriostatico 2,4- diamino-
6,7-diisopropilpteridine (O/129) (JANDA; ABOTT, 2010).

O género Aeromonas inclui bastonetes Gram-negativos, medindo 0,3-1,0 um

de diametro x 1,5-3,5 ym de comprimento. Geralmente movimentam-se por um



flagelo polar, crescem de 35° a 37 °C, e causam varias infec¢des, como é o caso da
espécie A. hydrophila (SILVA, 2015).

A taxonomia do género Aeromonas é bastante complexa e constantemente
sofre revisdes devido as novas espécies descritas e a introdugdo de novos critérios
de diagndstico (ALPERI et al., 2008). Apesar do progresso cientifico, muitas
questdes relativas a este patdgeno permanecem sem resposta, principalmente
devido a falta de relagdo entre as caracteristicas fenotipicas e genotipicas das
espécies (ORMEN et al., 2005; HASAN et al., 2006; BEAZ-HIDALGO et al., 2010)

2.4. Epidemiologia da A. hydrophila

As Aeromonas sao consideradas patdgenos emergentes encontrados em
grande diversidade de habitat, tais como, solo, agua, fezes de animais e esgoto.
Elas apresentam distribuicio em meios aquaticos e fazem parte da microbiota
associada aos animais pecilotérmicos e, por outros, como patdégenos de peixes e
dos seres humanos em enfermidades de veiculacédo hidrica (VIVEKANANDHAN et
al., 2002; HIRSCH et al., 2006).

A transmissdo do agente acontece de modo horizontal, estando o mesmo
presente na agua e no fundo dos viveiros, transmitida por descarga do trato
intestinal dos peixes e lesdes externas na pele (COSTA, 2003). Na aquicultura a
alteracdo de parametros de manejo pode levar a predisposicdo dos peixes as
enfermidades sendo elas causadas pelas altas temperaturas e densidades de
estocagem, mudangas bruscas de temperatura, traumatismos decorrentes de
manejo, transferéncia de peixes, baixos niveis de oxigénio dissolvido, condi¢des
nutricionais deficientes e infecgcdes por fungos ou parasitas que contribuem para as
mudancas fisioldégicas e aumento a suscetibilidade a infecgao (PILARSKI; SAKABE,
2009).

Esta bactéria também pode ser isolada de alimentos como nos vegetais,
carnes, pescados e mariscos, além de outras fontes como animais domésticos,
passaros e insetos (FONTES et al.,, 2011; DI PINTO et al., 2012). No Estado do
Parana, foram isoladas a partir de agua de torneira, mineral e de pogo artesiano, 19
cepas de Aeromonas spp. (SCOARIS et al., 2008). Castro-Escarpulli et al. (2003)

avaliaram 82 isolados de Aeromonas spp. a partir de 250 amostras de peixes



congelados. Na india a A. hydrophila, foi isolada em 36,1% de um total de 238 filés
de catfish (DASKALQOV, 2006). Esse alto percentual de contaminagao representa
perigo a saude publica, pois os peixes s&o capturados e podem ser consumidos pela
populagdo sem tomar os devidos cuidados no momento da manipulagdo da carne
(AZEVEDO et al., 2003; HIRSCH et al., 2006).

Atualmente, essa bactéria é considerada também como agente etiolégico de
infeccbes em humanos e tem relevancia epidemiolégica nos casos de infecgdes
oportunistas em pacientes imunossuprimidos (JANDA; ABOTT, 2010; DI PINTO et
al., 2012). As manifestagbes podem ser ocasionadas por infecgdes intestinais ou
extra-intestinais, casos de celulites, fasciites necrotizantes, meningites, sindrome
hemolitica urémica e sepse. Essas infeccbes assumem papel de destaque
especialmente em grupos suscetiveis como criangas, idosos e portadores de
doencas crénico-degenerativas (PEREIRA et al., 2008).

Aeromonas spp. presentes nos ambientes aquaticos tem potencial de risco a
saude e por isso alguns paises tém adotado a contagem de Aeromonas como
indicador adicional da qualidade da agua (BORCHARDT et al., 2003). Devido a
expansao urbana invadindo os ambientes rurais, o potencial de infecgdes por
Aeromonas de origens zoonéticas aumenta progressivamente (JANDA; ABOTT,
2010).

2.5. Fatores de viruléncia da A. hydrophila

A viruléncia da A. hydrophila é multifatorial e produz varios produtos
extracelulares biologicamente ativos, tais como hemolisinas (aerolisinas), citotoxinas,
enterotoxinas, proteases, leucocidinas, fosfolipases, elastases, DNAses, adesinas e,
ainda, colinesterases e endotoxinas (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Os efeitos
deletérios de bactérias Gram negativas sado consequéncia da liberagcdo de
endotoxinas ou LPS, desencadeando a sepse e/ou endotoxemia (RAU et al., 2007).
As espécies de Aeromonas secretam muitas proteinas, incluindo amilase, quitinase,
nuclease, gelatinase, lecitinase (NAN; JOH, 2007).

Os sinais clinicos resultantes dos fatores de viruléncia da infecgdo por A.
hydrophila inicia-se por perda de apetite, apatia, perda de equilibrio, lesdes

epidérmicas como despigmentagdo, necroses da pele, ulceras com exposi¢ao da



musculatura. Alteragdes no comportamento sdo geralmente observadas como sinais
clinicos causados por A. hydrophila (CARRASCHI et al., 2013).

A A. hydrophila & considerada importante patégeno de peixes e tem
capacidade de sobreviver e se multiplicar, produzindo fatores de viruléncia, em uma
variedade de espécies aquaticas. A temperatura de multiplicacdo bacteriana pode
afetar a expresséo de varios fatores associados a viruléncia. Esse fato pode explicar
a patogenicidade de isolados de Aeromonas (DASKALQV, 2006).

2.6. Producao de anticorpos IgY e aplicagoes nos testes de imunodiagnoéstico

Devido a especificidade dos anticorpos IgY para a ligacdo e inativagdo de
moléculas téxicas ou antigenos (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004), estes
podem ser utilizados para diagnéstico, terapia e inativagao de substancias (REILLY;
DOMINGO; SANDHU, 1997; TAVARES et al.,, 2013). Os anticorpos especificos,
policlonais ou monoclonais, sdo obtidos principalmente de mamiferos (NARAT,
2003; TAVARES et al., 2013). De maneira alternativa, os anticorpos purificados da
gema de ovos de galinhas imunizadas, a IgY tem propriedades distintas que podem
ser exploradas em varios campos de pesquisa, imunodiagndstico, imunoterapia e
estudos de protedbmica (KARLSSON; KOLLBERG; LARSSON, 2004; MUNHOZ et
al., 2014).

A producgao de anticorpos IgY apresenta vantagens em relagao a produgao
de anticorpos em mamiferos: Primeiro, ndo ocorre a sangria e por isso ha a
diminuicao do estresse ao qual sdo submetidas as espécies de mamiferos utilizadas
na produgéo de anticorpos; segundo, os anticorpos IgY ndo apresentam reagdo com
os fatores reumatdides e ndo ativam o sistema complemento de mamiferos,
diminuindo as chances de falso positivo em ensaios bioldégicos com as amostras de
mamiferos (CHACANA et al., 2004; FERNANDES et al.,, 2013; MUNHOZ et al.,
2014).

Outra vantagem seria que devido a distancia filogenética entre aves e
mamiferos, estas produzem anticorpos com alto grau de afinidade contra antigenos
de mamiferos (SPILLNER et al., 2012). A IgY reconhece mais epitopos quando o
imundgeno utilizado € uma proteina de mamifero altamente conservada o que pode
resultar na amplificacdo do sinal (CARLANDER, 2002; MUNHOZ et al.,, 2014).



Outros estudos mostraram que as aves tem anticorpos de 3 a 5 vezes com mais
afinidade para anticorpos de suinos do que a IgG de coelho, amplificando o sinal no
teste imunolégico (OLOVSSON; LARSSON, 1993; MUNHOZ et al., 2014).

Um ovo possui em média 100 mg de IgY na gema e sabendo-se que as
galinhas poedeiras produzem mais de 20 ovos por més, a produgéo de IgY em um
més pode facilmente chegar a valores superiores de 2 g por animal (CARLANDER,
2002; TAVARES, 2013). Além da alta produtividade, os anticorpos extraidos da
gema de galinhas poedeiras apresentam aplicagdes profilaticas e terapéuticas em
doencgas crbnicas, infecciosas e toxicologicas (CHACANA et al., 2004). Sua
aplicacdo em medicina humana e veterinaria cresceu e despertou o interesse de
pesquisa (CHACANA et al., 2004; FERNANDES et al., 2013). Atualmente, estudos
mostraram que a aplicacdo de IgY em doencas infecciosas pode favorecer a
neutralizagdo da aderéncia de agentes microbianos aos seus tecidos alvos, como
pode ser observado em estudos sobre a profilaxia de diarréia de leitdes neonatos
causado por Escherichia coli (E. coli), em ulcera gastrica causada por Helicobacter
pylori, em fungos como Candida albicans, em doencgas virais como a Cinomose em
cides e contra toxinas de venenos de animais pegonhentos e bactérias
(CARLANDER, 2002; CHACANA et al., 2004; FERNANDES et al., 2013).

Todas estas caracteristicas mostram claramente vantagens substanciais da
tecnologia IgY em muitas areas médicas, especialmente para imunodiagnéstico. Os
anticorpos IgY especificos demonstraram serem efetivos contra ampla variedade de
antigenos incluindo proteinas, peptideos, hormdnios lipidios e carboidratos
componentes de virus, bactérias, fungos, plantas e animais (SCHADE et al., 1994;
MUNHOZ et al., 2014).

3. OBJETIVOS GERAIS

Este estudo teve como objetivo a producédo de anticorpos policlonais IgY na
gema do ovo de galinhas poedeiras imunizadas com proteinas de A. hydrophila e
sua aplicagao no diagnéstico de imuno-histoquimica, para identificacdo da bactéria

nos 6rgaos e tecidos de P. mesopotamicus infectados experimentalmente.



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do experimento

O presente estudo foi desenvolvido entre os anos de 2013 a 2015, para o
qual foram adotados os Principios Eticos na Experimentagéo Animal propostos pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (com utilizagdo dos animais sob
aprovacdo do Comité de Etica do projeto n° 008577/12) no Laboratério de
Ictiopatologia “Prof. Dr. Flavio Ruas de Moraes” e no Laboratério de Patologia
Experimental e Comparada do Departamento de Patologia Veterinaria da FCAV/

Unesp.

4.2. Isolamento e identificagdo de cepas de A. hydrophila

A cepa de A. hydrophila utilizada foi isolada de peixes naturalmente
infectados e a caracterizacdo genética ocorreu de acordo com os protocolos
descritos por Sebastido et al. (2015).

A bactéria foi reativada em pacus (n= 7) e durante a necropsia foram
colhidos assepticamente fragmentos de encéfalo, rim, figado e bago para cultura
bacteriologica. Amostras colhidas destes fragmentos foram semeadas em placas de
Petri, contendo TSA (Difco®), que foram incubadas por 24 h, a 30 °C. Apds a
incubacao, as colbnias foram identificadas por suas caracteristicas morfoldgicas e
tintoriais, pela prova da oxidase e pelo kit Bactray 3. Estes exames revelaram tratar-

se de A. hydrophila.

4.3. Purificagcao das fragoes citoplasmaticas, fracoes de membrana e fragao
total bacteriana de A. hydrophila

O protocolo de purificagado das fracbes bacterianas foi executado conforme
descrito por Chart (1994). O microrganismo foi semeado em 500 mL de caldo triptico
de soja (TSB-DIFCO®). Apds 18 horas de incubagdo a 29,0°C, em aerofilia, o0 meio
foi centrifugado a 4.000 g (4 °C), durante 20 minutos. O sobrenadante foi
desprezado, e a massa bacteriana ressuspendida em 500 mL de PBS (tampéao
fosfato) e novamente centrifugada. Essa operacgao foi repetida por mais trés vezes, o

sobrenadante descartado e o precipitado ressuspenso no volume de 5 mL de
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solucao de Tris-HCL 25 mM, pH 7,4, contendo EDTA 1 mM e a amostra sonicada. A
suspensao bacteriana foi submetida a trés ciclos de 30 segundos na potencia de 150
W em sonicador (Sonifer 250, Branson®).

Apo6s o procedimento, a suspensao foi centrifugada a 10.000 g, por 1 hora, a
4 °C, e o sobrenadante (fracOes totais) transferido para tubos Falcon (50 mL) e
centrifugado na forgca de 100.000 g, por 2 horas a temperatura de 4 °C. Apés o
término o sobrenadante (fragcdo citoplasmatica) foi armazenado e o precipitado

contendo as proteinas de membrana foi ressuspendido em 1,0 mL de Tris-HCL 25
mM, pH 7,4. O mesmo volume (1/1) de detergente de sodio (Sarkosyl®) foi

adicionado e a reacgdo foi mantida por 30 minutos em agitagdo continua, em
temperatura ambiente (TA), e apos centrifugado a 100.000 g, por 2 horas, a 4 °C. As
fragdes total, citoplasmatica e de membrana foram separadas em aliquotas de 1 mL
em criotubos, pré-congelados em nitrogénio liquido e armazenados a temperatura

de 70 graus negativos.

4.4. Dosagem da concentragao de proteinas nas amostras

A concentracdo de proteina das fragcdes protéicas bacterianas e do extrato
purificado da gema foram determinados de acordo com o método descrito por
Hartree (1972), utilizando-se soroalbumina bovina (BSA) fracdo V como padrao
protéico.

Trés solugdes foram preparadas para a reagéo, solugédo (A) 2 g de tartarato
de sodio e potassio, 100 g de carbonato de sédio anidro, dissolvido em 1.000 mL de
solugao de NaOH 0,5 M, solucao (B), 2 g de tartarato de sodio e potassio, 4,1 g de
sulfato de cobre penta hidratado, dissolvido em 90 mL de H2O destilada e
adicionado 10 mL de NaOH 1 M, completando o volume final para 100 mL, e a
solugdo (C) composta de Folin-Ciocalteau, 1 volume para 15 volumes de agua
destilada.

Inicialmente 1 mL da amostra a ser quantificada foi diluida em 0,9 mL da
solugdo (A), e mantida a reagdo por 10 minutos em banho-maria a 50 °C. Em
seguida adicionou-se 1,0 mL da solugdo (B), a reagdo mantida por 10 minutos em
TA. A seguir foi adicionado 3,0 mL da solugéo (C) e mantida sob agitagdo em banho-

maria, a 50 °C, por 10 minutos. A leitura da absorbancia (D.O) foi realizada a 650
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nm, e agua destilada usada como padrao de branco. Os resultados foram expressos
em miligrama de proteina por mililitro de solugéo.

Quando submetidas as determinacdes de proteina por Hartree, a amostra da
proteina de membrana da A. hydrophila e de IgY apresentaram as concentragdes

expostas na Tabela 1.

Tabela 1. Teor de proteina das amostras de fragcdo total, citoplasmatica e de
membrana, extraidos da A. hydrophila e extrato purificado da gema.

Amostra Concentragéao de proteina (mg mL'1)
Fracéo total 1,99

Fracéo citoplasmatica 08

Fracdo de membrana 0,68

Extrato purificado da gema 14

4.5. Analise eletroforética das fragoes proteicas microbianas

As proteinas presentes em cada fragdo foram separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) de acordo com
o método descrito por Laemmli (1970).

Para tanto, foram adicionados 40 uL de B-mercaptoetanol nas amostras e 90
ML de tampdo de amostra concentrado 3X (125 mM Tris-HCI, pH 6,8; 20% de
glicerol; 4% de SDS; 0,002% azul de bromofenol, concentragao final), foi adicionado
e as amostras aquecidas em banho-maria em ebulicdo, durante 2 minutos. Em
seguida foram transferidas para banho de gelo e armazenadas a 70 °C negativos até
serem submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida.

As amostras preparadas como descrito anteriormente foram aplicadas no gel
de poliacrilamida na concentragdao de 30 ug de proteina total. Em todos os géis foi
aplicado também padrdao de referéncia Bio-Rad. O gel de separagdo com
concentracdo igual a 9%, foi preparado utilizando-se 2,0 mL de tamp&o de
separacgao (0,75 M Tris; 0,21% (SDS), pH 8,8), 1,2 mL de acrilamida-bis (30:0,8%),
0,8 mL de agua deionizada, 60 pL de persulfato de amoénia (APS) 10% e 6 ul de

tetrametil etilenodiamina (TEMED). O gel de empilhamento (5%) foi preparado com
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1,5 mL de tampao de empilhamento (0,13 M Tris, 0,12% SDS, 0,01% NaNs;, pH 6,8),
0,250 mL de acrilamida-bis (30:0,8%), 40 yL de APS 10% e 4 yL de TEMED.
Foi utilizado o sistema de eletroforese Mini-Protean |l (Bio-Rad) conectado a

uma fonte a qual foram aplicados 200 V por 40 minutos.

4.6. Imunizacgao e coleta de soro e gema das aves

Apos a purificagdo e dosagem das proteinas bacterianas, 7 aves da
linhagem White Leghorn, foram separadas em gaiolas individuais e mantidas em
regime de 12 horas de luz e 12 de escuriddo, em TA, entre 26 e 29 °C, com umidade
relativa do ar entre 63 e 75%, agua potavel a vontade e ragdo comercial de postura,
na quantidade de 100 g/ave dia.

Apds o acondicionamento, as aves foram imunizadas com a fragao total
(citoplasmatica e de membrana) de A. hydrophila na concentracdo de 100 ug e no
volume de 200 pL diluido em PBS 0,15 M pH 7,4, conjugado com o0 mesmo volume
de adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich, BR), injetado em dois pontos
distintos do musculo peitoral. As aves receberam doses reforco a cada 15 dias,
durante 90 dias.

O soro foi coletado 15 dias anteriormente a cada inoculagao e os ovos 3 dias
antes da coleta do soro. O soro foi desfibrinado e os ovos foram juntados em um
pool (3 ovos) por ave e 500 pL de gema foram diluidos em microtubos contendo 1,5
mL de PBS 0,15 M, pH 7,4. O restante da gema foi armazenado em sacos plasticos

para posterior purificagdo e ambas as amostras congeladas em freezer -20 °C.

4.7. Deteccao de imunoglobulinas Y especificas para IgY anti- A. hydrophila no
soro e na gema (ELISA indireto)

O ensaio imunoenzimatico indireto foi realizado de acordo com Andrade et
al. (2013). Inicialmente uma microplaca de 96 pocos, fundo chato (Costar®) foi pré-
sensibilizada com 100 pL por pocgo, de poli-L-lisina 0,05% diluida (v/v) em tampéo
PBS 0,15 M, pH 7,2, e incubada por 60 minutos em TA. Apds incubagao os pogos
foram lavados duas vezes com PBS-Tween-20 na concentragdo de 0,005%. Em
seqguida, a fragao total na concentragdo de 10 ug/mL foi adsorvida no volume de 100

ML/pocgo e incubada a 4 °C, durante 18 horas e fixado com 100 uL de glutaraldeido,
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0,005% diluido (v/v) em tampao PBS 0,15 M, pH 7,2, e incubada por 20 minutos, a
22 °C.

Apods o periodo de incubagao foram lavadas trés vezes com PBS-Tween e
250 pL de PBS-leite na concentracao de 5% em cada pogo e a placa incubada por
uma hora em TA e lavada com PBS-Tween. A seguir foi adicionado 100 pyL da
amostra de soro e gema ambas na diluicdo de 1:1000 por pogo e a placa incubada
por uma hora em TA. Em seguida, a placa foi lavada com PBS-Tween 20 a 0,05% e
adicionado 100 ulL/pogo de anti-IgY peroxidase (HRP), seguido de incubagado por
uma hora em TA. Apos lavagens com PBS-Tween 20 a 0,05%, foi adicionado o
substrato/cromégeno (H202/ABST) seguido de incubagdo em TA por 15 minutos. A
reacao foi interrompida com solugdo de SDS na concentragdo de 5% diluida em

agua destilada e a leitura realizada em leitor Multiskan a 640 nm.

4.8. Avaliagdao do potencial de afinidade da IgY anti-A. hydrophila (ELISA
indireto)

O procedimento executado foi 0 mesmo descrito no item anterior apés a
incubagédo da amostra do soro e da gema por 2 horas em TA. A placa foi lavada com
PBS-Tween e 100 uL/pogo de Cloreto de Magnésio 2M foram adsorvidas a placa, e
na amostra controle 100 pyL de PBS-Tween. Apds 5 minutos em TA a placa foi
lavada com PBS-Tween e adicionado 100 pL/pogo de anti-IgY peroxidase (HRP) e a
placa incubada por uma hora, em TA. Apds lavagens com PBS-Tween, e 100
pL/pogo de substrato/cromogeno (H202/ABTS), foram adicionados e incubados em
TA por 15 minutos. A reacao foi interrompida com solugdo de 5% SDS e a leitura

realizada em leitor Multiskan a 640 nm.

4.9. Western blot para a analise da especificidade do anticorpo IgY anti- A.
hydrophila

A técnica de western blot foi realizada de acordo com Andrade et al. (2013).
O gel foi transferido para membrana de nitrocelulose, na voltagem de 30 V, em
temperatura de 4 °C, durante 18 horas. Em seguida a membrana foi corada em

solucao corante de Ponceau, a 0,1%, para a deteccao da transferéncia das bandas
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e a membrana incubada com PBS-leite a 5%, em TA, por uma hora, em agitacéo
continua.

Na sequéncia a membrana foi lavada 5 vezes, por 5 minutos, com PBS-
Tween 0,1%, e incubada sob agitacdo por uma hora, com IgY purificada (diluida em
PBS-Leite a 1% na proporgédo de 1:200). Em seguida, a membrana foi novamente
lavada 5 vezes, durante 5 minutos, com PBS-Tween 0,1%, e os anticorpos anti-IgY
peroxidase (diluida em PBS-Leite a 1% na propor¢gédo de 1:2000) adicionados a
membrana e incubados por uma hora, sob agitagdo em TA.

Em seguida, a membrana foi novamente lavada 5 vezes durante 5 minutos e
0 substrato diaminobenzidina (DAB) adicionado, incubado sob agitacdo por 15

minutos e a reag¢ao bloqueada com adigao de agua destilada deionizada.

4.10. Purificagao dos anticorpos IgY

Com os resultados obtidos no ensaio de ELISA os pools das gemas que
obtiveram D.O 640 nm 1.0, foram selecionados e encaminhados para a purificagao.
A técnica de purificagao foi executada conforme descrito por Pauly et al. (2011).

Inicialmente a gema foi separada da clara e da membrana da gema, pesada
e 0 peso convertido na relagdo 1:1 em mL (1 g= 1 mL), diluidas trés vezes o seu
volume em polietilenoglicol (PGE) na concentracdo de 4,66%, adicionado em
parcelas continuas, incubadas por 5 minutos sob agitagdo e centrifugados a 10.000
g, por 15 minutos a 4 °C.

Apobs a centrifugacao, o sobrenadante foi filtrado com gaze e diluido em PGE
48% na porgao de (3:1) que novamente foi incubado por 5 minutos sob agitagéo e
centrifugado 10.000 g, por 15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento ressuspenso em 2 mL de PBS 0,15 M, pH 7,2 e dialisado em solugao
salina 1% durante uma noite na temperatura de 4 °C, sob agitagcado continua.

Apos o processo de purificacdo o extrato da gema foi submetido a
eletroforese como descrito anteriormente, para a confirmacdo da presenga da
imunoglobulina Y no extrato purificado.

O pool de 60 dias das aves imunizadas foi purificado e sua concentragao de
proteina do extrato da gema foi obtida (Tabela 1). Em seguida foi analisado por meio

de eletroforese em gel de SDS. Duas bandas foram observadas, a primeira com
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massa molecular aproximado de 84 kDa e a segunda com massa de 28 kDa (Figura
1). Estes resultados das massas moleculares, localizagdo e a intensidade da
expressao destas duas bandas, foram similares a estrutura molecular encontrada
nas imunoglobulinas Y, formadas de uma cadeia pesada e uma cadeia leve,

confirmando a presenga da imunoglobulina no purificado (CHACANA et al., 2004).
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Figura 1. Gel de eletroforese SDS-PAGE (SDS 9%) do extrato purificado da gema
contendo imunoglobulinas Y. (P) Padrdo Bio-Rad Precision Plus, (1)
Amostra de IgY na concentragdo de 40 ug e (2) 80 ug/mL. As bandas
protéicas sdao compativeis com a imunoglobulina Y, cadeia pesada (84
kDa) e cadeia leve (24 kDa).

4.11. Infecgao experimental para a obtengao de 6rgaos positivos

Foram utilizados 30 pacus, P. mesopotamicus, com peso médio de 180,71 %
56,73 g e comprimento total médio de 21,27 + 6,70 cm, adquiridos do Centro de
Aquicultura da Unesp (Caunesp). Inicialmente os peixes foram acondicionados em
tanque escavado (3000 L) para quarentena no Biotério “Prof. Dr. Flavio Ruas de
Moraes” localizado no CPPAR. A seguir foram distribuidos aleatoriamente em 3
caixas de fibra (n= 5), com 250 L de agua corrente, de pogo artesiano, livres de

cloro, vazao de 1L/minuto, com aeracao suplementar. Os peixes receberam racao
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comercial peletizada (28% PB e 4000 kcal/kg-1 EB), pela manhd e tarde,
correspondendo a 3% da biomassa. As caixas foram sifonadas semanalmente, e a
qualidade da agua, determinada diariamente com oximetro YSI, modelo 55, e o pH e
a condutividade elétrica pelo YSI, modelo 63, se mantendo dentro da faixa de
conforto para espécie (oxigénio dissolvido= 5,1 mg/L; temperatura= 29,47 °C; pH=
7,66 e a condutividade elétrica= 117,96 uS/cm) (BOYD, 1990).

Os pacus receberam por via celomatica o in6culo na dose de 0,5 mL de
suspensdes de A. hydrophila ajustadas ao tubo numero 6 da escala de McFarland
apresentando aproximadamente 1,8x10° UFC/mL (correspondente a DL50%) por
animal (CLAUDIANO et al., 2014). Todos os peixes foram submetidos a anestesia
com benzocaina diluida (1g/10mL) (WEDEMEYER, 1970) e mantidos nesta solugao
até atingir o plano cirurgico da escala de Ross e Ross (2008). Os peixes foram
distribuidos em dois grupos, em delineamento inteiramente casualizado. Um deles
recebeu 0,5 mL de solugéo de cloreto de sddio esterilizada a 0,65% (grupo controle)
e outro recebeu o mesmo volume dessa solugdo contendo o inoéculo bacteriano,

constituindo-se no grupo infectado.

4.12. Analise histopatolégica dos 6rgaos

Quando os peixes apresentaram sinais caracteristicos de aeromonose
(HARIKRISHNAN; NISHA; BALASUNDARAM, 2003; CARRASCHI et al.,, 2013)
demonstrando a irreversibilidade da doencga, foram sacrificados (n= 15) por
aprofundamento do plano anestésico com benzocaina (Sigma-Aldrich Laboratory,
Steinheim, Alemanha), a 100 mg L' (bem-estar animal e ISO - Organizacéo
Internacional para Padronizacdo, 2006) para a avaliagcdo quanto a presenca de
lesdes externas e internas nos diferentes 6rgaos no momento da necropsia. O grupo
controle (n= 15) foi sacrificado no mesmo momento do grupo infectado.

Uma parte dos fragmentos de rim, figado, bago, encéfalo e coragdo foram
colhidos e fixados em formaldeido 10% em tampdo fosfato por 24 horas.
Posteriormente, o material foi conservado em alcool 70% e apds procedimentos
usuais em histotecnologia (LUNA, 1960) incluido em parafina histolégica para
obtencéo de cortes seriados de 5 ym, corados com hematoxilina e eosina (H&E). As

lesbes foram descritas sob microscopia de luz comum (FREITAS-NETO et al., 2003).
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4.13. Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Manrique et al. (2015).

Os fragmentos de coragao, figado, bago, rim e encéfalo de pacus do grupo
infectado e controle foram fixados em formol tamponado (10%), por 24 horas.
Depois, emblocados em parafina, cortados em micrétomo (3 um) e depositados em
laminas polarizadas. Os cortes foram desparafinados em estufa a 60 °C, por uma
hora e depois hidratados em solugdes decrescentes de xilol e alcool, seguido de 10
banhos em agua destilada.

A recuperacdo antigénica foi realizada por calor (panela de pressdo) com
tampao citrato (pH 6,0), por 15 minutos. Seguiu-se o bloqueio da peroxidase
endégena com solugdao comercial (Dako Dual Endogenous), durante uma hora
seguida de um banho em tampéao Tris HCL (pH 7,4), por cinco minutos e novo
bloqueio da peroxidase foi realizado com agua oxigenada (30 volumes) e alcool
metilico (10%), por uma hora em camara escura, seguido de duas lavagens com Tris
HCL (pH 7,4) e mais duas lavagens com agua destilada. O bloqueio das proteinas
inespecificas foi feito com leite em p6 desnatado (Molico®, 2 g para cada 25 mL de
agua destilada) por mais uma hora em camara umida e em TA seguido de uma
lavagem com Tris HCL (pH 7,4), por cinco minutos.

Neste ensaio, o anticorpo primario utilizado foi o policlonal IgY anti- A.
hydrophila na concentragdo de 1 mg/mL, diluido na proporgéo de 1:1000 e incubado
a 4 °C, por 18 horas em camara umida. Seguiu-se o uso de solugao de Tris HCL
(pH 7,4) com pipeta de Pasteur por cinco minutos e aplicagdo do substrato Reveal
Complement (Spring), com incubagcao do HRP-link, por 10 minutos, seguido da
aplicacdo do anticorpo secundario Goatanti-Chicken IgY- Fc chain (Bethyl
Laboratories, Inc. USA) na diluigdo 1:1000 por 1 hora em TA. Em seguida os cortes
foram lavados trés vezes com Tris HCL (pH 7,4) por cinco minutos.

Para a visualizacdo da reacao utilizou-se o cromégeno DAB (Dako) durante
um minuto e meio, seguido da imersao dos cortes em agua deionizada e a contra-
coloragao foi realizada com Hematoxilina de Harris por um minuto e 30 segundos,
seguido de lavagem em agua corrente, por 10 minutos. Por fim, seguiu-se com a

desidratacdo em alcoois em concentragcdes crescentes, seguido de xilol e montagem
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das laminas com Permount. As imagens digitais foram capturadas usando uma

camera digital (Olympus DP72, com celular Sens. software de imagem v.1.5).

4.14. Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e a comparacao de
meédias pelo teste de Tukey (p<0,05), ao nivel de significancia de 5% (SNEDECOR,;
COCHRAN, 1974).

5. RESULTADOS

5.1. Analise da producao e afinidade dos anticorpos IgY anti- A. hydrophila

O aumento dos niveis de anticorpos séricos foram observados no 15° dia
apods a primeira imunizacdo e permaneceu aumentado até ao final do experimento,
que durou 90 dias (Figura 2 A). A taxa de transferéncia da IgY anti- A. hydrophila
para a gema teve seu inicio no 15° dia e nos demais periodos experimentais os
titulos foram flutuantes, apresentando leve queda no 90° dia (Figura 2 B). Além
disso, a avidez do soro aumentou significativamente no 90° dia comparado ao 15°
dia (Figura 3 A).
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Figura 2. Producdo de anticorpos IgY, no soro (A) na gema (B) de galinhas
poedeiras da linhagem White Leghorn, imunizadas com proteinas
insoluveis de membrana de A. hydrophila. Cada ponto representa a
média de sete analises (*) diferenga significativa dos titulos de

anticorpos especificos (p<0,05), no 15 dia em relagdo aos demais
tempos.
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Figura 3. Potencial de afinidade da IgY anti — A. hydrophila, galinhas poedeiras
inoculados com 100 ug/mL de com proteina insoluveis de membrana de
A. hydrophila. Cada coluna representa a média de sete analises (*)
diferencga significativa dos titulos de anticorpos especificos (p<0,05), entre
90 dias em relagao aos demais tempos.
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5.2. Caracterizagdao da especificidade do anticorpo policlonal IgY anti- A.
hydrophila

Ao analisar os resultados obtidos por SDS-PAGE de A. hydrophila (Figura 4
A) foram observadas 27 bandas da fracao total de proteinas reagentes. As bandas
de massa molecular de 80, 43, 40, 38, 34, 16, 15 e 10 kDa, foram as mais evidentes
em toda a fracdo da bactéria. Para a fracdo citoplasmatica foram observadas 23
bandas e as de maior evidéncia de massa molecular foram de 77, 57, 37, 33, 15, 12
e 10 kDa totalizando sete bandas de maior intensidade. Por final na fracdo de
membrana o total de bandas foram 22 e as de massa molecular mais evidentes
foram de 42, 39, 16, 15, 13, 10 kDa, para seis bandas.

O resultado do western blot para a fracdo citoplasmatica total e de
membrana foram similares para reatividade das bandas com massas moleculares de
37, 25, 20 e 15 kDa (Figura 4 B). Entretanto a fragdo total e citoplasmatica
apresentaram a banda 10, diferentemente da fracdo de membrana que nao foi
reativa. A intensidade e massa molecular de cada banda esta exposta na Tabela 2.

As massas moleculares do western blot foram compativeis com o observado
no gel de eletroforese, para as proteinas de 37, 15 e 10 kDa entre as de maior
intensidade e diferem nas de 20 e 25 kDa na de baixa intensidade. Todavia estas

correspondem as massas moleculares de menor intensidade no gel de eletroforese.
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Figura 4. Western blot para a determinagédo da especificidade da IgY para proteinas

celulares de A. hydrophila. (A) Gel de SDS-PAGE (SDS 9%) amostras das
fracbes protéicas, aplicadas no volume de 30 uL por poco, na
concentracao de 7,7 pg. A distribuicdo numérica das amostras sao
similares nas figuras A e B; P: Padrdo protéico da Bio-Rad; 1= Fragao
total (citoplasma e membrana); 2= Fracao citoplasmatica e 3= Fracao de
membrana. (B) SDS-PAGE transferidas e incubadas com extrato
purificado de IgY anti- A. hydrophila do pool de ovos 90 dias apos a quarta
imunizacgao.

Tabela 2. Massas moleculares e intensidades de bandas detectadas pelo anticorpo
IgY anti- A. hydrophila especifico na analise de western blot.
Fragao total Fragéao citoplasmatica Fragdo de membrana
Nb mM (kDa) V (Int) mM (kDa) V (Int) mM (kDa) V (Int)
1 37 538 37 526 37 440
2 25 573 25 264 25 481
3 20 594 20 557 20 369
4 15 637 15 561 15 878
5 10 666 10 523

Nb = Numero de bandas

mM = Massa molecular
V (Int) = Volume (Intensidade)
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5.3. Alteragdoes macroscoépicas e microscépicas dos 6rgaos infectados por A.
hydrophila

As alteragdes nos orgaos e tecidos foram observadas a partir da uma até
nove horas, apos a infec¢cado experimental com A. hydrophila.

As alteragdes macroscopicas mostraram aumento do acumulo de liquido no
celoma, petéquias, despigmentagdo do tegumento, figado aumentado de volume,
amarelado e de consisténcia macia e friavel. O rim mostrou-se aumentado e
hemorragico. Nos demais 6rgaos, coragao, encéfalo e bago nao foram constatadas
alteragcdes macroscopicas significativas.

A microscopia de luz as principais alteracdes observadas foram infiltrados
leucocitarios associados a extensas areas de necrose coagulativa em todos os
orgaos examinados, com exceg¢ao do tecido cerebral, que apresentou infiltrado
leucocitario (linfocitos) sem a presenca de bastonetes. As lesdes se diferenciaram
entre os 6rgéos, em relagdo a localizagao e tropismo pelas estruturas morfolégicas
distintas entre os o6rgaos (Figura 5). No coragdo, as areas necréticas foram
observadas entre as fibras do miocardio, no figado entre os cordées hepatocitarios.
No rim caudal havia degeneragcdo da capsula glomerular de Bowman. No baco
necrose coagulativa difusa na polpa branca e vermelha e no tecido cerebral células
da glia foram observadas na regido cortical com presenga normal de neurdnios
(Figura 6 D).
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infectados (B, D e F) experimentalmente com A. hydrophila. (A) Coragao
controle. (B) Coragéo infectado com resposta inflamatéria no miocardio
(setas) e dissociagado dos feixes musculares devido ao edema (e). (C)
Figado controle. (D) Figado infectado com processo degenerativo,
necrose (n) e presenga de bactéria na luz do vaso (setas). (E) Rim
controle. (F) Rim infectado com necrose de coagulagdo (asterisco) e
infiltrado leucocitario dentro da capsula glomerular de Bowman (seta
pontilhada) e presenga de melanomacréfagos (setas). H&E.
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Figura 6. Fotomicrografia de érgédos de P. mesopotamicus controle (A e C) e
infectados (B e D) experimentalmente com A. hydrophila. (A) Baco
controle. (B) Baco infectado com necrose celular (asterisco) e
melanomacréfagos (seta). (C) Encéfalo controle. (D) Encéfalo infectado
com ceélulas da glia (setas pontilhadas) e presenca de neurbnios
aparentemente normais (setas). H&E.

5.4. Imuno-histoquimica dos 6rgaos infectados por A. hydrophila

Os anticorpos policlonais IgY anti- A. hydrophila produzidos neste estudo,
apresentaram potencial de especificidade para o reconhecimento de células e
exotoxinas bacterianas nos 6rgaos e tecidos estudados.

Todos os 6rgdos do controle foram negativos para imunomarcagdo do
anticorpo IgY anti- A. hydrophila.

A imunomarcagdo de pequenas e grandes colOnias bacterianas foi
observada no coragado, figado, rim e bago e a morfologia dos bastonetes foi
facilmente observada somente no tecido cardiaco (Figura 7). A localizagéo
morfolégica dos agregados de bastonetes imunomarcados foi coincidente com as

descritas nos achados histopatoldgicos.
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Figura 7. Fotomicrografia de fragmento de coracdo de P. mesopotamicus nove
horas apds a infecgao experimental com A. hydrophila com reagao imuno-
histoquimica positiva para anticorpos IgY anti- A. hydrophila (DAB).
Coracao com invasao bacteriana mostrando morfologia em bastonete da
bactéria. Hematoxilina de Harris.

No figado foi possivel observar a evolugdo do quadro infeccioso com
presenga do microrganismo na corrente sanguinea e a sua evasao através do

endotélio vascular para o intersticio do érgao (Figura 8).

Figura 8. Fotomicrografia de fragmento de figado de P. mesopotamicus nove horas
ap6s a infecgdo experimental com A. hydrophila com reagdo imuno-
histoquimica positiva para anticorpos IgY anti-A. hydrophila (DAB). Corte
de figado com colbnias bacterianas imunomarcadas (setas) proximas ao
vaso (V). Hematoxilina de Harris.
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A aderéncia das células bacterianas na capsula glomerular de Bowman no
rim foi compativel com os resultados da histopatologia, em que foram observados
melanomacrofagos na periferia da capsula e pequenos agregados de bastonetes

imunomarcados (Figura 9).

il

Figura 9. Fotomicrografia de fragmento de rim de P. mesopotamicus nove horas

ap6s a infeccao experimental com A. hydrophila, com reagdo imuno-

histoquimica positiva para anticorpos IgY anti-A. hydrophila (DAB).

Presenga de colénias bacterianas imunomarcadas (setas) e
melanomacréfagos (M). Hematoxilina de Harris.

No bago foi possivel observar bactérias agregadas difusas no tecido e
também englobadas por melanomacroéfagos (Figura 10). A auséncia de bastonetes
foi confirmada no tecido cerebral, entretanto areas imunomarcadas associadas a

células da micréglia foram observadas na regido cortical do encéfalo (Figura 11).
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Figura 10. Fotomicrografia de fragmento de baco de P. mesopotamicus nove horas
ap6s a infeccdo experimental com A. hydrophila. Reagdo imuno-
histoquimica positiva para anticorpos IgY anti-A. hydrophila (DAB).

Marcacdo de bactérias e de macroéfagos (M) fagocitando o agente
(setas). Hematoxilina de Harris.
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Figura 11. Fotomicrografia de fragmento de encéfalo de P. mesopotamicus nove
horas apdés a infecgao experimental com A. hydrophila, com reagao

imuno-histoquimica positiva para anticorpos IgY anti-A. hydrophila
(DAB). Hematoxilina de Harris.
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6. DISCUSSAO

Os resultados encontrados nesta pesquisa permitiram aferir que o sistema
imune humoral das aves apresentou potencial de produzir anticorpos especificos
para proteinas presentes na parede celular, para o citoplasma e para as exotoxinas
de A. hydrophila. Esta produgao sistémica iniciou-se no soro no 15° dia e foi
identificada na gema por transferéncia passiva.

Jin et al. (2013) detectaram titulos da IgY na gema de galinhas imunizadas
com A. hydrophila inativada. Identificou aumento desses titulos duas semanas apos
a primeira inoculagéo, que foi aumentando atingindo o maximo na 6° semana. Estes
dados assemelham-se parcialmente aos encontrados neste estudo com a diferenca
na preparagao do inodculo, uma vez que os autores utilizaram a bactéria inativada e
neste estudo foi utilizada a fracdo total contendo proteinas de membrana e
citoplasmatica da A. hydrophila sonicada na imunizagao das aves.

Neste estudo, constatou-se que além da produgao de anticorpos reativos, o
potencial de afinidade e avidez foi aumentando progressivamente durante as
inoculacdes sucessivas com potencial maximo no 90° dia apds a ultima inoculagao.
Este resultado era esperado, uma vez que houve aumento progressivo na avidez
apo6s as imunizagdes subsequentes. Andrade et al. (2013) observaram aumento da
avidez dos anticorpos IgY anti-veneno crotalico e botropico 367 dias apds a ultima
inoculagao. Neste protocolo foi utilizado um periodo de observagdo mais longo que o
proposto por este trabalho, porém o padrdo progressivo no potencial de avidez foi
semelhante.

Tavarez et al. (2013) demonstraram que os anticorpos IgY produzidos em
galinhas anti- Leptospira tiveram afinidade as proteinas de membrana externa de
Leptospira interrogans sorovar Hardjo. Os autores sugeriram que este anticorpo
poderia ser utilizado para o diagnostico da infecgcdo. Do mesmo modo em nosso
trabalho, o anticorpo IgY mostrou afinidade para proteinas de membrana de A.
hydrophila. Assim, podemos aferir que anticorpos IgY anti- A. hydrophila foi efetivo
na imunomarcagao da bactéria em tecidos e o sera no diagnéstico da doencga.

Os anticorpos IgY produzidos foram especificos para as bandas protéicas

presentes na fragdes de membrana e citoplasmatica no ensaio de western blot,
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mostrando assim sua especificidade. O inoculo continha ambas as fragdes
bacterianas e o sistema imune das aves foi capaz de reconhecer epitopos
antigénicos distintos entre as duas fragées. Quando os anticorpos foram avaliados
no ensaio de imuno-histoquimica, a multi especificidade foi observada na
capacidade de imunomarcar células bacterianas e seus produtos extracelulares
como as exotoxinas. Entretanto, a imunomarcagao de exotoxinas foi potencializada
no tecido cerebral, que apresentou reatividade positiva.

Os anticorpos IgY apresentaram especificidade as trés proteinas de
membrana interna e externa, com massa molecular aproximada de 10, 25 e 37 kDa
e duas proteinas citoplasmaticas de massa molecular de 15 e 20 kDa. A massa
molecular de 10 kDa encontrada neste estudo, foi compativel com a mesma descrita
por Longyante et al. (2010), que o caracterizaram como LPS. Entretanto, este
anticorpo monoclonal foi produzido para detectar A. hydrophila e Aeromonas spp.
Neste ensaio de imuno-histoquimica o anticorpo nao foi capaz de reconhecer a
célula bacteriana nos 6rgaos. Os autores concluiram que o epitopo antigénico nao
foi exposto pela falha na recuperacao antigénica durante o processo. Este resultado
aponta para a limitagdo empregada no uso de anticorpos monoclonais no
diagnostico e tratamento de doengas bacterianas, uma vez que o microrganismo
pode expressar varios fatores de viruléncia em tempos distintos durante o percurso
da infeccdo. Pelo exposto, o uso do anticorpo policlonal como neste estudo é
vantajoso, pois tem o potencial de imunomarcar diversos fatores de viruléncia nos
orgaos infectados.

As proteinas de 25 e 37 kDa encontradas no western blot foram descritas
como componentes interno e externo da membrana bacteriana, purificados a partir
de isolados virulentos de A. hydrophila corroborando com os resultados obtidos por
Poobalane et al. (2008). Khushiramani et al. (2007) produziram proteina
recombinante com massa molecular de 37 kDa purificada e sequenciada de cepas
de A. hydrophila e clonadas em Escherichia coli e observaram seu efeito na
produgao de anticorpos em ratos, coelhos e peixes, mostrando-se como imundgeno
vacinal. Em contra partida, o papel desta proteina na patogenia de A. hydrophila é

desconhecida sugerindo os autores tratar-se de uma proteina de adeséo celular.
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Neste estudo, na fracdo citoplasmatica analisada, observou-se massa
molecular de 20 kDa que foi semelhante a descrita como metaloprotease de 19 kDa
purificada através do sobrenadante do meio de cultivo de uma cepa de A. hydrophila
isolada do intestino de Hirudo medicinalis (LOEWY et al., 1993). Inumeras proteases
e metaloproteases, foram purificadas e caracterizadas a partir de produtos
extracelulares e intracelulares de A. hydrophila (LOEWY et al., 1993). A diferenca
entre a massa molecular entre as bandas encontradas e descritas pelos autores
supracitados € justificavel, uma vez que foram obtidas e purificadas de
compartimentos celulares distintos, podendo apresentar diferencas estruturais na
isoforma molecular. Estas proteinas citoplasmaticas foram purificadas em um
estagio vesicular (dentro do citoplasma) e ndo em sua forma secretada
(sobrenadante da cultura) como descrevem Esteve e Birbeck (2004).

Resultados do western blot do presente estudo, mostrou que a banda de 15
kDa foi detectada apresentando maior intensidade entre as bandas da fracao
citoplasmatica e de membrana analisadas. Este resultado justifica a imunomarcagao
positiva no tecido cerebral confirmando a capacidade de especificidade do anticorpo
IgY para a neurotoxina de 15 kDa. Uma exotoxina letal com a atividade enzimatica
semelhante a acetilcolinesterase, com massa molecular de 15 kDa, foi isolada de
produtos extracelulares do sobrenadante do cultivo microbiolégico de A. hydrophila
(NIETO et al., 1991). Esta neurotoxina, quando injetada por via celomatica em truta
arco-iris, causou sinais como perda da sua reagdo de alarme, desequilibrio,
acompanhado por movimentos respiratérios irregulares, reagcbes de natagao
espasmodicas e obito apés 9 horas do desafio, sendo classificada como uma
ictiotoxina por apresentar efeitos toxicogénicos em organismos aquaticos. O
mecanismo fisiopatolégico destas colinesterases no tecido cerebral inicia-se pela
hidrélise pré-matura da acetilcolina, resultando no bloqueio da transmissao sinaptica
e nervosa (RODRIGUEZ et al., 1993). Este fato justifica nossos resultados de imuno-
histoquimica positiva no encéfalo, pois possivelmente trata-se da expressado dessa
proteina agindo como um fator de viruléncia no peixe infectado.

A fisiopatologia da doenga causada pela A. hydrophila € pouco definida
devido aos diversos mecanismos de viruléncia utilizados pela bactéria, tais como as

diferentes formas de pili, capsula, lipases e outras proteinas (MARTINS; MARQUEZ;
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YANO, 2002; JANGID et al., 2007). Esta diversidade de mecanismos de viruléncia &
um inconveniente para aquicultura, porque dificulta o diagnostico desta enfermidade
(MAJI; MALI; JOARDAR 2006).

Pelo exposto de nossos resultados, pode-se afirmar que a imunoglobulina Y
das aves é ferramenta biotecnologica de potencial para métodos de
imunodiagnostico, de imunofluorescéncia, ELISA, técnicas de imunoeletroforese,
western blot, imuno-histoquimica, entre outros, como afirmado por Tini et al. 2002.

Assim, conclui-se que a tecnologia IgY traz beneficios, pelo seu alto
potencial de especificidade a epitopos antigénicos presentes na parede celular,
citoplasma e exotoxinas secretadas de celulas bacterianas de A.hydrophila,
ampliando a capacidade de diagnosticar a infeccdo bacteriana em diferentes
estagios, como também os seus mecanismos moleculares de viruléncia. Isto
evidencia o uso destes anticorpos como alternativa promissora para diagnosticar e

possivelmente tratar esta enfermidade microbiana em peixes.

7. CONCLUSAO

O sistema imune das aves foi capaz de reconhecer e produzir anticorpos
especificos para antigenos bacterianos da fragédo soluvel e insoluvel de A. hydrophila
permitindo diagnosticar o agente microbiano, como também os seus produtos

secretados, nos 6rgaos e tecidos de peixes infectados (Anexo 1).
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Anexo 1. Imagem ilustrativa do método de imuno-histoquimica para a detecgdo do
microrganismo em o6rgaos e no tecido cerebral. (ETO; FERNANDES,
2015).
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