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I.  RELATORIO DE ESTAGIO

1. INTRODUGAO

Este relatorio tem como objetivo a descrigdo e discussdo das atividades
realizadas pelo discente Matheus Porto Cortezi durante o periodo de Estagio
Curricular em Pratica Veterinaria, o qual faz parte da grade curricular do curso de
graduacdo em Medicina Veterinaria da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Universidade Estadual paulista “Julio de Mesquita Filho”, cAmpus de

Jaboticabal, sob orientagdo do Prof. Dr. Estevam Guilherme Lux Hoppe.

O Estagio Curricular em Pratica Veterinaria permite ao académico vivenciar a
realidade da profisséo e colocar em pratica todo conhecimento adquirido no decorrer
do curso, sob a supervisdo de um profissional experiente e capacitado.O
cumprimento do estagio ocorreu durante o periodo de 31 de julho de 2023 a 20 de
dezembro de 2023, em um unico local concedente, perfazendo um total de 600
horas.O Prevet - Laboratério de Diagndstico e Sanidade Aquicola esta localizado na
cidade de Jaboticabal, no enderego Avenida Olga Morello de Stéfani, 260 - Colina
Verde, SP, 14887-364, com horario de funcionamento das 08:00 as 12:00 e das
13:30 as 17:30.

Por fim, este trabalho inclui a descricao e discussao de um dos experimentos
que foi acompanhado durante o periodo de estagio na empresa, desenvolvido pelo

setor de Pesquisa & Desenvolvimento da mesma.



2. DESCRIGAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A Prevet - Sanidade Aquicola (Figura 1) esta localizada na cidade de
Jaboticabal, no enderego Avenida Olga Morello de Stéfani, 260 - Colina Verde, SP,
14887-364, com horario de funcionamento das 08:00 as 12:00 e das 13:30 as
17:30.A empresa atua na area aquicola, tendo como pilares a Consultoria, Pesquisa
& Desenvolvimento e Diagnésticos Laboratoriais de Enfermidades em Organismos

Aquaticos.

A Pesquisa & Desenvolvimento €& composta por dois biotérios com
capacidade para vinte e seis caixas cada, um biotério com capacidade para
quarenta aquarios, um com capacidade para trinta aquarios, um quarentenario, além
de um amplo banco de cepas bacterianas originarias de isolamentos realizados em

todo territério nacional.

Os servigos laboratoriais realizados pela empresa consistem em analises
Molecular Virais, Bacterianas, Microbiolégico Completo (Necropsia, Isolamento
Bacteriano, Gram, Antibiograma e Identificagdo Molecular), Histopatoldgico, Analise
de Agua, Bacterioldgico com Antibiograma, além de Sorotipagem especifica para

Streptococcus agalactiae por procedimento Molecular e Sorolégico.

Os biotérios e quarentenario (Figura 2) para Pesquisa & Desenvolvimento sao
todos equipados com aeradores para oxigenacgao, filtros para remocgao dos residuos,
ar condicionado e termostatos para regulagem da temperatura. O Biotério 01 tem
capacidade para quarenta aquarios com filtros individuais e o Biotério 02 para trinta,
enquanto os Biotérios 03 e 04 possuem capacidade para vinte e seis caixas

povoadas e vinte seis caixas-filtro.

O quarentenario consiste em dois tanques de 2500 litros cada para
recebimento e quarentena dos peixes, além de um sistema robusto de trés
caixas-filtro por tanque, sendo a quarentena maneira eficaz de verificar a sanidade

dos animais recebidos, e evitar contaminagao por outro patégeno.



O laboratorio é equipado com geladeiras e freezers para armazenamento de
amostras e meios de cultura, estufas, shakers, microscopios, autoclave, vidrarias,
aparelhos de reacdo em cadeira pela polimerase (PCR) convencional e PCR em
tempo real (QPCR), fluxo laminar com luz UV para esterilizagao, pipetas de precisao,
destilador de agua e cromatografo, além de reagentes, primers e solugbes

necessarias as atividades exercidas.

A sala de coleta é dividida em area limpa e area suja, sendo a area limpa
onde se localiza o fluxo laminar e se coleta as amostras para testes bacteriolégicos ,
enquanto a area suja é destinada a necropsia e observagao de sinais clinicos, além
da coleta de amostras para as analises moleculares. Esta sala possui um fluxo
laminar, luzes UV para esterilizagdo tanto da sala quanto do fluxo, utensilios para
necropsia, como bisturis e laminas de bisturi, pincas e tesouras, além de
equipamentos para coleta de amostra para analises microbiolégica e molecular,
como microtubos, swabs, algas bacterioldégicas e laminas. Os Equipamentos de
Protegao Individual (EPI's) descartaveis, como luvas, toucas, propés, mascara e
avental estdo disponiveis para uso no laboratério, nos biotérios, na sala de coleta e
no quarentenario, além de borrifadores contendo alcool 70% para higienizagao e

dispensers de alcool em gel em todos os ambientes.

A equipe €& composta por trés funcionarios, divididos em geréncia,
responsavel pelo laboratério e responsavel pela pesquisa & desenvolvimento, além

de estagiarios que auxiliam em todas as atividades.



Figura 2. Tanque 2 do quarentenario.



3. DESCRIGAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

As atividades desenvolvidas pelos estagiarios sdo divididas em atividades de
manejo, atividades laboratoriais e atividades de montagem e Ilimpeza de
biotérios.Todas as atividades devem ser realizadas com a vestimenta adequada,
sapato fechado e calga comprida, além da utilizagdo de EPI's, sendo eles luvas,
touca e jaleco. Para acessar qualquer area da empresa deve-se higienizar muito
bem as mé&os com alcool em gel e lava-las com agua e sabdo, higienizar os
calgcados nos pediluvios presentes em cada local de transicao, e trocar os EPI's, por
outros novos e limpos. Todo esse processo deve ser bem criterioso visto que a
contaminagao dos biotérios e laboratorio acarretaria em alteragdo nos resultados de
diagndstico, além da alteracdo e invalidez dos resultados obtidos dos projetos de
pesquisa e desenvolvimento. Ha também a preocupacdo com a contaminagao de

ambientes externos, como rios e lagos presentes na cidade.

A limpeza dos biotérios consiste na desmontagem do biotério, vazio sanitario
de 15 dias e remocgéo fisica de sujidades de toda instalagdo e seus componentes,
para posterior desinfec¢ao utilizando solugdo de hipoclorito de sédio (NaClO) e
OMNICIDE AQUA®. A montagem dos biotérios (Figura 3A) ¢ iniciada com a
disposicdo das caixas de povoamento (caixas brancas) (Figura 3B) no topo das
prateleiras e as caixas-filtro (caixas pretas) (Figura 3C) diretamente abaixo. As
caixas brancas possuem um furo onde é encaixado internamente um cano para
limitacdo do nivel de agua, e outro cano, este encaixado externamente, para
direcionar a agua excedente aos filtros. Também nestas caixas € colocado uma tela
para evitar evasao dos peixes, e duas mangueiras de aeragéo, cada uma conectada

a uma pedra porosa, para adequada oxigenagao da agua.

Nas caixas pretas é montado o sistema de filtragem de residuos, composto
por 8 tijolos, manta acrilica, midias e a bomba de agua responsavel pela circulagao e
devolugdo da agua pos-filtragem para a caixa de povoamento correspondente. Na
montagem dos filtros € necessaria a descloragao da agua, adicdo de bicarbonato de
sddio para corregcdo da alcalinidade e adigdo de sal mineral, de farelo de arroz e

doses iniciais de probiético, sendo o farelo essencial para inicio da colonizagao das



bactérias nitrificantes, fornecendo substrato para que haja crescimento e posterior

melhora da conversdo dos compostos nitrogenados para formas menos toxicas.

As atividades de manejo incluem arragoamento, analises de qualidade de
agua, sifonagem, aplicagdo de probiotico nos filtros, troca parcial de agua, além da

avaliagao dos sinais clinicos e retirada dos animais mortos.

Diariamente, é realizada a afericdo e registro da temperatura e nivel de
oxigénio da agua, além do arragcoamento dos animais, sendo este ultimo realizado

no minimo duas vezes ao dia.

As segundas, quartas e sextas-feiras, sdo realizadas a coleta de agua para
analise de cloro (Figura 5C), pH (Figuras 5A e 5B), alcalinidade (Figura 6), amoénia
(Figuras 4A e 4B), nitrito (Figuras 4C e 4D) e nitrato, além da sifonagem e, caso

necessario, a troca parcial de agua.

Outras atividades de manejo incluem o recebimento dos peixes no
quarentenario, e transferéncia dos peixes para os biotérios, sendo feita a
aclimatacao dos peixes para diminuigao do estresse causado e melhor adaptagao ao

ambiente.

Em relacao as atividades laboratoriais, a depender da analise requisitada, é
realizada a necropsia e avaliagdo macroscopica externa e interna, sendo registrado
as alteracbes verificadas, juntamente com a incidéncia das mesmas no lote
analisado. Apods, realiza-se o isolamento microbioldgico, coleta de 6rgaos para

analise molecular viral ou bacteriana e histopatoldgico.

Ha também as atividades mais rotineiras do laboratério, como lavagem de

vidrarias, preparo de meios de cultura, esterilizagcado e autoclavagem de materiais.



Figura 3. A. Biotério 03. B. Sistema de caixas de povoamento + caixas-filtro. C.

Caixa-filtro.



Figura 4. A. Testes de amobnia toxica. B. Legenda para leitura do teste de aménia

toxica. C. Testes de nitrito. D. Legenda para leitura do teste de nitrito.



—

Figura 5. A. Legenda para leitura do teste de pH. B. Teste de pH. C. Teste de cloro
negativo (a esquerda) e positivo (a direita). D. Reagentes para testes de qualidade

da agua.
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Figura 6. A. Kit para medir alcalinidade. B. Amostra apos adicao de 4 gotas da

solugao 2. C. Amostra ap6és adigéo de 10 gotas da solugao 1.

4. DISCUSSAO DAS ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

E de imprescindivel importancia os devidos cuidados relacionados a
higienizagdo do ambiente, dos equipamentos utilizados e das maos e calgados dos
funcionarios. Para higienizacdo do ambiente é utilizada solugdo de hipoclorito de
sodio. Para os pedilivios, é preparada uma solugdo de OMNICIDE AQUA® diluido
em agua, sendo este produto utilizado também para desinfecgdo dos utensilios
utilizados para manejo, como pugas e baldes, e componentes dos biotérios, como
caixas, canos, mangueiras, bombas de agua, midias e telas. Este produto é
pulverizado somente apds a limpeza fisica dos equipamentos e utensilios, para
melhor efeito desinfetante, e ndo deixa residuos, ja que € biodegradavel pela luz

solar. A utilizacao deste produto é feita sempre com uso de luvas e mascara.
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A correta montagem do filtro e manejo da agua é essencial para a
manutencao de sua qualidade, visto que os compostos nitrogenados, amdnia, nitrito
e nitrato s&o considerados téxicos aos peixes. A ambnia, um dos mais preocupantes
e toxicos, € o principal produto das excrecao dos peixes, sendo naturalmente
oxidada em nitrito e posteriormente em nitrato, também potencialmente toxicos.
Todavia, o nitrato é téxico apenas em altas concentracdes para os peixes.

O objetivo do filtro € a criacdo de um biofilme, composto principalmente por
bactérias nitrificantes, que se concentram nas midias e na manta, e auxiliam na
metabolizagcdo destes compostos nitrogenados, além de microrganismos que

deterioram a matéria orgénica presente na agua.

E importante a realizacdo periédica da sifonagem da matéria organica
acumulada e a troca parcial de até 30% do volume de agua, com posterior reposigao
com agua de boa qualidade, para auxiliar na diminuigdo da concentragdo dos
compostos nitrogenados, e consequentemente reduzir a toxicidade e melhorar a
qualidade da agua. Das analises laboratoriais realizadas, as amostras sao quase
que completamente compostas por tilapias e seus hibridos em diversas fases de
desenvolvimento, sendo as principais suspeitas infeccbes bacterianas como
Streptococcus agalactiae, Francisella spp., Edwardsiella spp., Aeromonas spp.,
Flavobacterium columnare e o virus da necrose infecciosa esplénica e renal
(ISKNV).

Na area suja da sala de coleta é realizada a necropsia das amostras, que
podem ser frescas, refrigeradas ou congeladas. A origem das amostras pode ser
tanto dos biotérios, de acordo com o protocolo dos experimentos, quanto de
produtores, que enviam amostras para monitoramento da sanidade e confirmacao
de suspeitas. Durante a necropsia € preenchida uma ficha contendo os dados do
produtor e da amostra, juntamente com os sinais clinicos observados (Figura 7),
além da coleta de amostra para diagnostico molecular viral, sendo coletado o bago
inteiro ou fragmentos, ou até mesmo o peixe inteiro, a depender de seu tamanho.
Essas amostras sdo colocadas em microtubos contendo alcool em titulagdo acima
de 70% para fixagdo, sendo posteriormente maceradas para melhor extragdo do
produto final (DNA) utilizado na reagdo molecular. Em casos de larvas de peixes, por

conta de seu tamanho, deve-se macerar o peixe inteiro. O objetivo principal desta
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analise é a detecgéo do virus ISKNV, causador da necrose infecciosa esplénica e

renal, ja que a detec¢cado molecular de bactérias pode ser realizada apds o cultivo.

A coleta de amostra microbiolégica dos peixes € realizada dentro do fluxo
laminar, na sala de coleta de forma estéril. E necessaria a utilizagdo de EPI’s, e
luvas sem talco para evitar alteracdo dos resultados. Também se deve borrifar alcool
70% nas luvas, utensilios e superficie do peixe a ser manuseado, sempre realizando
esta higienizacdo a cada amostra coletada. A semeadura das placas é realizada
utilizando algas bacteriologicas descartaveis estéreis, essas inseridas nos érgéos
alvo, a depender da suspeita clinica, e semeada em placas de Petri contendo o meio
de cultura adequado ao isolamento da bactéria, conforme a Tabela 1. Apds a
semeadura, as placas sado colocadas na estufa, com temperatura e tempo de
incubacdo a depender da suspeita clinica, sendo posteriormente realizado as
analises requisitadas, sendo comumente feita a lamina e coloragdo de gram (Figura
8), para auxiliar na identificacdo da bactéria, e antibiograma, este importante para

observar resisténcia ou sensibilidade a antibiéticos.

Tabela 1. Suspeitas clinicas, érgéo coletado e seus meios de cultura.

Suspeita Clinica Orgao Coletado Meio de Cultura

Francisella spp. Rim e Bacgo Mueller-Hinton enriquecido com
soro fetal bovino (Meio C)

Streptococcus spp. Rim e Cérebro Brain and Heart Infusion (BHI) com
ou sem adi¢cao de sangue

Aeromonas spp. Rim e Cérebro Brain and Heart Infusion (BHI)
Flavobacterium Branquias Meio agar com adi¢ao de
spp. Tobramicina e sais (Meio F)

Edwardsiella spp.  Rim e Cérebro Brain and Heart Infusion (BHI)




Salicitunte: I} Prevel:

Piscicubbura: it avle e rritra )
Cidaade: Peso médio do bote:

Data da colein no labaratirio: Preservacio da amostm: [ Vives
Diata da coleia ne campa: [ Refrigerados
1D de arigem: [ Congeladas

Sinais Clinkcos / Incidéncia

o Acimubo de liguido ascitico o Figado palido, frigvel e hemaorragico
o Aderéncia de Grgios o Granulomas em bago
o Auséncia de alhe o Granulomas em rim
Brinquias palidas o Hemaorragia ocular unilateral
Caquexia o Hemaorragia ocular bilateral
o Corrosdo nas nadadeiras o Hemorragia intestinal
o Corrosdo severa de nadadeiras o Hipoesplenismo
o Descamacao o Intesting Inflamado
o Endoftalmia bilateral o Lesdo em filé
o Endoftalmia unilateral o Lesao em opérculo
o Esplenomegalia o Lesdes difusas pelo corpo
o Esteatose hepdtica o Lesdes em branguias
o Estomago cheio o Lesdes hemorrdgicas difusas pelo corpo
o Estomago vazio o Manchas esbranquicadas difusas pelo corpo
Exoftalmia bilateral o Madadeiras hemorragicas
Exoftalmia unilateral o Opacidade ocular bilateral
Figado hemorragico o Opacidade ocular unilateral
o Fisdo il e
o Figado palido e frigwvel o MNada digno de nota
Outros:

Figura 7. Ficha de coleta Prevet.
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Figura 8. Coloracdo de Gram: Francisella noatunensis subsp. orientalis sob

ampliagdo de 100 vezes.

5. CONSIDERAGOES FINAIS

A realizacao do estagio curricular na Prevet - Sanidade Aquicola foi essencial
para a complementacdo da formacdo académica e pessoal do discente,
possibilitando-o relembrar e fixar conhecimentos adquiridos durante a graduacéo,
como praticas laboratoriais, microbiologia, genética e histopatologia, além do
aprendizado sobre aquicultura, uma area que apesar de pouco explorada durante o
curso, esta em crescente desenvolvimento e necessita da atuacdo do médico
veterinario para o mesmo. O aluno se faz grato pela oportunidade de vivenciar e
participar das atividades realizadas pela empresa, principalmente ao lado de bons

profissionais dispostos a transmitir o conhecimento ao estudante.
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. PROJETO DE INTERESSE

DOSE LETAL MEDIANA (DLs,) DA BACTERIA Francisella orientalis PARA O

PEIXE Oreochromis niloticus

1. INTRODUGCAO

A aquicultura é o setor de agronegd6cio com maior potencial de crescimento
no Brasil, por conta da alta demanda e disponibilidade de fatores produtivos
necessarios a esta atividade (Xavier et al., 2021).

A tilapia (Oreochromis niloticus) esta entre os peixes mais produzidos
mundialmente, sendo o Brasil o quarto maior produtor, evidenciando a mudanga de
caracteristica do produtor, que deixou de ser pequena e familiar, para se tornar

grande e tecnificada (Xavier et al., 2021).
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A sanidade aquicola tem importante papel para o crescimento desta
atividade, visto que um dos maiores obstaculos que a producédo de tilapias enfrenta
€ 0 aparecimento de doencgas, capazes de causar grande morbidade e mortalidade,
e com rapida disseminacdo entre os animais, devido ao ambiente aquatico e
comportamento dos animais (Pereira et al., 2019).

A franciselose, uma das principais doengas emergentes da produgao de
tilapias, é causada pela bactéria Francisella spp., e responsavel por surtos em
produgdes do mundo inteiro, gerando grande perda econémica (Pereira et al., 2019).

O experimento tem como objetivo determinar a dose letal mediana (DLs,) da
bactéria Francisella noatunensis subsp. orientalis (FNO) em tilapias Oreochromis
niloticus, a fim de determinar a concentracédo ideal em que ocorre o0 processo de
infeccdo dos peixes, e consequente morte de 50% dos peixes presentes, sem

ocorrer morte por bacteremia, e sim pela patogenia natural da bactéria.

2. REVISAO DE LITERATURA

21. QUALIDADE DA AGUA

As caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas da agua tém um papel vital na
vida dos organismos aquaticos. A qualidade da agua utilizada na aquicultura € um
fator que influencia diretamente no desenvolvimento, alimentagdo, saude e
sobrevivéncia dos peixes (Figura 9) (Chainark e Boyd, 2010; Chaudhuri et al., 2012).
Os estresses decorrente de alto nivel de aménia e nitrito e baixa concentragao de
oxigénio dissolvido podem impedir o peixe de se alimentar adequadamente, gerand
mortalidade por acumulo de amdnia nos tecidos e sangue, baixa qualidade de agua

e falta de oxigénio (Dias et al., 2012).

Os parametros fisico-quimicos da agua como pH, oxigénio, temperatura,
alcalinidade, nutrientes e presenga de compostos toxicos sao capazes de influenciar
na densidade de espécies bacterianas (Gorlach et al., 2013). Para os peixes, a
temperatura da agua é um fator que afeta significativamente sua fisiologia, sendo um
aumento nela capaz de aumentar a taxa metabdlica e consequentemente o
consumo de energia, necessitando de maior quantidade de alimento e afetando suas

demandas metabdlicas (Bystrom et al., 2006; Lefébure, 2012).
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A baixa concentracdo de oxigénio dissolvido estd associada a estresse,
queda no apetite, crescimento lento, susceptibilidade a doencas e mortalidade. As
taxas de crescimento diminuem gradativamente e significativamente conforme as
concentragbes de oxigénio dissolvido caem (Boyd, 2010; Abd et al., 2022).
Concentragdes de oxigénio dissolvido na agua aquém do minimo afetam além da
respiragao, a alimentacdo dos peixes, causando inapeténcia , além de aumentar a
toxicidade ao nitrato e amdnia (Mallya, 2007; Nehemia et al., 2012; Abd et al., 2022).

Desvios na faixa ideal de pH podem influenciar na sobrevivéncia e
performance produtiva dos peixes, e quando desafiados por condicoes extremas de
pH, os peixes mudam seu comportamento e fisiologia (White et al., 2015).
Acredita-se que embora os peixes consigam se adaptar a niveis estressantes de pH,
criad-los nessas condigdes deve ser evitado (Rebougas et al., 2015). A alcalinidade é
um parametro intimamente relacionado com o pH, indicando a capacidade do
ambiente de tamponar acidos, sendo recomendado controlar o nivel de alcalinidade

para prevenir possiveis alteragées no pH (Kubitza, 2013).

A amodnia € o principal residuo nitrogenado eliminado pelos peixes, sendo
principalmente removido do ambiente pelas plantas e bactérias, e é soluvel em
agua, principalmente em niveis baixos de pH. Na agua é encontrado aménia na
forma nao ionizada (NH;) e ionizada (NH*"), a depender da temperatura e pH A
concentragcdo da forma ndo ionizada aumenta de acordo com o aumento do pH e é
toxica para os peixes (Stone e Thomforde, 2004; Abd et al., 2022).

Em outro estudo sobre essa relacdo entre pH e niveis de ambnia nao
ionizada , foi observado que com o pH 7, menos de 1% da amoénia se encontrava na

forma téxica ndo ionizada, chegando a 80-90% em pH 10 (Nehemia et al., 2012).
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Figura 9. Fluxograma de impacto dos parametros de qualidade da agua no
cultivo de tilapias. Fonte: Adaptado de Mohamed E. Abd El-Hack, 2022.

A propor¢cao de amdnia nao ionizada para amonia ionizada aumenta em 10
para cada aumento de 1 unidade de pH e aumenta em 2 para cada aumento de 10

graus de temperatura. (Levit, 2010)

Nitrito e nitrato sdo compostos de menor toxicidade em relacdo a amoénia,
sendo produtos da conversdo da mesma, porém necessitando de concentracdes

maiores para causar intoxicagao (Kubitza et al., 2013; Rodrigues et al., 2013).

Niveis altos de nitrito afetam fungdes fisiolégicas de animais aquaticos, como
regulagao de ions, fungdes cardiovasculares, respiratérias e enddécrinas, podendo
levar até a alta mortalidade (Ciji et al., 2012; Lin et al., 2018). Ha também relatos de
deformidades, nado erratico e problemas de saude gerais em peixes expostos a
concentragdes elevadas (60-100 mg/L) de nitrato. (Martins et al., 2009; Davidson et
al., 2011; Davidson et al., 2014). Zhang et al. (2023) verificaram que concentragbes
de 0,5-1 mg/L de nitrito e 2-8 mg/L de nitrato reduziram significativamente o ganho

de peso dos peixes analisados.
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2.2. Oreochromis niloticus

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € um peixe exotico, pertencente a
ordem dos Perciformes, familia Cichlidae. E uma das principais espécies de peixe
cultivadas comercialmente, devido a sua alta capacidade de adaptacdo a todos
sistemas de producao e diferentes niveis de salinidade da agua, sendo considerado
0 segundo grupo de peixes mais produzidos no mundo. A partir de 2010, a espécie
O. niloticus constitui 80% das tilapias produzidas mundialmente (Rodrigues et al.,
2013).

As caracteristicas das tilapias que as tornam interessantes ao produtor sdo a
facilidade de reproducao e obtencio de alevinos, a possibilidade de reversao sexual
para producdo de machos, aceitagao de diversos alimentos, resisténcia a doengas,
excelente crescimento em cultivo intensivo e facilidade de cultivo. A reversao sexual
¢ feita durante a fase de pods-larva, fornecendo ragdes com hormdnios
masculinizantes. O cultivo de populagbes compostas somente por machos é
indicado pois, além dos machos terem maior crescimento, O. niloticus € uma espécie
de maturagao sexual precoce, e pode acabar se reproduzindo durante a engorda,

trazendo queda no retorno econdémico. (Rodrigues et al., 2013).

A tilapia é muito bem-vista também pelo consumidor, tendo caracteristicas
atrativas como carne branca e de textura firme, sabor delicado e facil filetagem,
auséncia de espinhas em “Y”, auséncia de odor desagradavel, tendo uma boa
aceitagdo em relagdo ao sabor, valor nutritivo e prego (Souza, 2002; Simdes et al.,
2007).

A tilapia do Nilo € uma espécie onivora, tendo como alimento em ambiente
natural insetos aquaticos, fitoplancton, algas bentdnicas e pequenos crustaceos,
também aceitando facilmente a ragcdo em cativeiro (Rodrigues et al., 2013). Em
relacdo ao ambiente adapta-se bem em temperaturas de 14 a 33°C em ambientes

de agua doce, podendo também se adaptar a ambientes com maior salinidade,
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tolerando salinidades de até 24 ppm, com leves sinais de estresse (Rodrigues et al.,
2013; Fuadi et al., 2021).

A temperatura 6tima para crescimento das tilapias do Nilo é entre 29-31°C,
tendo aproximadamente 30% de reducdo no potencial de crescimento entre
20-22°C. A temperatura minima letal é por volta de 10 a 11°C, e temperaturas acima
de 37°C apresentam aumento no estresse e susceptibilidade a doencgas. (Nehemia
et al., 2012). Em um estudo de Mjoun et al. em 2010 verificaram que a temperatura
otima para criacao de tilapias é de 22-29°C, sendo reforcada esta constatagao por
Mirea em 2013, que em seu estudo obteve como intervalo de temperatura ideal para
criacao intensiva de tilapias entre 20-30°C, visando o crescimento e taxa de

sobrevivéncia adequada.

Em relagdo a concentragdo de oxigénio dissolvido, em geral, as tilapias
atingem seu potencial maximo de crescimento com concentragées acima de 3mgi/L,
nao devendo cair abaixo de 1mg/L (Mallya, 2007; Boyd, 2010).

As tilapias, estando com suas caracteristicas fisicas e bioldgicas reguladas,
conseguem se desenvolver ao seu tamanho e potencial maximo em diversos
habitats (Olurin & Aderibigbe,2006). Deve-se atentar a preocupacdo ambiental das
tilapias serem possiveis ameagas a outros organismos aquaticos, decorrente dessa
alta capacidade desses peixes em sobreviver a diversas condigdes ambientais,

incluindo qualidade da agua e manipulagéo fisica. (De Long et al, 2009)

O pH da agua e nivel de amdnia sdo parametros criticos para producdo de
tilapias. (Abd et al., 2022). O crescimento de alevinos de tilapias do Nilo foi
significativamente reduzido em pH de 6 e 9, sendo ideal o pH na faixa de 7 a 8.
(El-Sherif & El-Feky, 2009)

2.3. FRANCISELLA sp.

Francisella spp. € um cocobacilo gram negativo, imovel, intracelular facultativo

e aerbdbio estrito responsavel por causar perdas econdmicas consideraveis em
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producdes de tilapias (Rodrigues et al., 2018). Francisella € uma bactéria de grande
importancia para producao de tilapias e seus hibridos, sendo inclusive uma doenca
de notificagdo obrigatéria, conforme a Portaria MPA N° 19, de 04 de Fevereiro de
2015 (BRASIL, 2015). Ha relatos de detecgao de Francisella sp. ao redor do mundo,
sendo responsavel por mortalidade em tilapias e outras espécies de aguas frias ou
quentes, em paises como Taiwan, China, Costa Rica, Brasil, Reino Unido (Chern e
Chao, 1994; Soto et al., 2009; Jeffery et al., 2010; Lin et al., 2016; Rodrigues et al.,
2018).

A franciselose € uma doenca sistémica de alta mortalidade e sinais
inespecificos, podendo apresentar nos peixes, caquexia, anemia, esplenomegalia,
acumulo de liquido ascitico e presenca de lesbes granulomatosas disseminados

principalmente em bago e rim (Soto et al., 2009).

Colquhoun e Duodo, em 2011, também relataram acentuada morbidade,
mortalidade e presenca de lesbes granulomatosas em multiplos érgéos nos peixes
com franciselose. A transmissao dessa bactéria pode ocorrer de forma horizontal,
por contato direto entre peixes, pela agua contaminada, ou por canibalismo, e de
forma vertical, passada dos reprodutores a sua prole através dos ovos (Mauel et al.,
2003; Soto et al.,, 2009a; Soto et al., 2009b; Jeffery et al., 2010; Pradeep et al.,
2017).

3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Prevet — Laboratério de Diagnéstico e
Sanidade Aquicola (Jaboticabal, SP) no periodo de 07 de novembro de 2023 até 05
de dezembro de 2023. No dia 07 de novembro de 2023 chegaram 231 peixes que

foram distribuidos em 21 caixas de polipropileno (11n por caixa).

Abaixo de cada caixa de polipropileno (Figura 10), foi montado uma caixa,
também de polipropileno, para uso como filtro e circulagdo da agua. A caixa-filtro é
composta por 8 tijolos, midias, uma manta de acrilico dobrada e a bomba de

circulagcdo, a qual retorna agua para a caixa de povoamento. Os tijolos e manta
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retém os dejetos dos peixes, enquanto que a manta e as midias servem como
substrato para as bactérias nitrificantes se alojarem e ficarem concentradas, com o

intuito de auxiliar na oxidagado dos compostos nitrogenados.

ApoOs o recebimento, os animais (Figura 11) passaram por um periodo de
aclimatacédo antes do alojamento definitivo nas caixas onde foi realizado o
experimento. Para minimizar o estresse, é realizada a mistura da agua nas mesmas
proporcdes em que 0s peixes estdo com a agua da caixa onde ficardo. A duracao da
aclimatacédo € de aproximadamente 20 minutos. Este procedimento € importante
para que os parametros de qualidade da agua (oxigénio, temperatura, alcalinidade e
pH) se igualem para que o animal nao sofra de altos niveis de estresse ou choque
térmico. Se este procedimento nao for realizado de forma correta, ha o risco de altas

taxas de mortalidade maior susceptibilidade a bacterioses oportunistas.

ApoOs a soltura, as tilapias permaneceram em quarentena por 15 dias para a
observacdo da sanidade desses organismos que seriam utilizados na
experimentagdo. O arragcoamento foi fornecido duas vezes ao dia, na proporcao de

3,0% do peso do animal.

Apbs o periodo da quarentena (15 dias), foram selecionados 210 peixes com
peso médio entre 10,0 £ 2,0 g e redistribuidos em delineamento inteiramente
casualizado em 21 caixas e desafiados com a bactéria Francisella noatunensis
subsp. orientalis (Fno) (Figura 14). Para isso, foram utilizados sete grupos
experimentais, em triplicata, contendo 10 animais por repeticdo, sendo inoculados

da seguinte forma:

G1: receberam uma concentracdo bacteriana de 108 Unidades Formadoras
de Colbnia/mililitro de agua (UFC/mL)

G2: receberam uma concentragao bacteriana 10" UFC/mL

G3: receberam uma concentragao bacteriana 106 UFC/mL

G4: receberam uma concentragao bacteriana 10° UFC/mL

G5: receberam uma concentragéo bacteriana 10* UFC/mL

G6: receberam uma concentragéo bacteriana 10 UFC/mL

G7: receberam solugédo salina — controle negativo
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Diariamente foram aferidos temperatura e oxigénio com a utilizagdo de um
oximetro, para garantir que tais parametros estivessem nos limites aceitaveis tanto
para a saude dos peixes como para a manifestacdo da bacteriose durante a

conduc¢ao do estudo.

Trés vezes na semana, foram realizadas analises da qualidade da agua:
amoénia, nitrito, nitrato, pH e alcalinidade por meio da utilizagdo de testes

colorimétricos.

ApOs a realizagdo das analises de agua, as medidas corretivas eram
aplicadas sempre que necessario de acordo com o parametro fora do padrao. Para o
controle de amoénia, eram realizadas sifonagens periddicas para retirada de matéria
organica da agua, com troca parcial de 30% do volume de agua, repondo-a com
agua limpa e de boa qualidade. Apds isso era feita a aplicagdo de probiotico
(contendo Bacillus cereus var. toyoi, Bacillus subtilis, Bifidobacterium bifidium,
Enterococcus faecium e Lactobacillus acidophilus) para contribuir com a
metabolizagcdo dos compostos nitrogenados, através de bactérias que convertem a
amobnia em nitrito e este em nitrato, levando o ambiente a um constante equilibrio. A
alcalinidade era corrigida com a utilizagcdo de bicarbonato de sédio alimentar, para

garantir uma condic¢ao favoravel as bactérias nitrificantes.

As caixas eram oxigenadas com compressores radiais para manter o oxigénio
acima de 3,0 mg/L que é o adequado para a espécie. A temperatura foi controlada
por meio de ar-condicionado que mantinha a sala experimental em 24°C
aproximadamente, para que a temperatura da agua ficasse adequada durante o

periodo de realizagdo do experimento.

Para realizacdo do desafio bacteriano foram administradas 6 gotas de
eugenol por caixa, sendo desligadas as bombas de circulagdo, para facilitar a
captura dos animais e reducado do estresse pelo manuseio. Em cada caixa, os
peixes foram retirados e colocados em baldes contendo agua e eugenol, a fim de

anestesia-los para o procedimento.
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O procedimento seguiu os grupos e concentracdo de indculo crescente,
conforme descrito anteriormente, iniciando pelo grupo controle que recebeu solugao
salina, até chegar ao G1, este recebendo uma concentragdo bacteriana de 10’
UFC/mL, sendo sempre realizada a troca de seringa e EPI's a cada tratamento. A
inoculagdo foi feita pela via intraperitoneal (Figura 12). Ao fim da inoculagéo, os
peixes foram devolvidos as suas respectivas caixas e observados até o fim dos

efeitos do anestésico.

Apos o desafio bacteriano, foram avaliados diariamente os sinais clinicos de
manifestacdo da franciselose, bem como a mortalidade no decorrer de 21 dias.
Durante o experimento, 10% dos peixes mortos foram submetidos a coleta dos rins e
baco para isolamento microbiolégico, com plagueamento realizado em meio C
(Mueller Hinton enriquecido com soro fetal bovino) a fim de confirmar a infecgao por

Francisella noatunensis subsp. orientalis.

Ao final do experimento, o restante dos peixes foram eutanasiados
utilizando-se de dose letal de Eugenol (1 ml/L), e devidamente descartados. Com
base nos dados de mortalidade, obteve-se a DL50 bacteriana da Fno para a tilapia
O. niloticus. Os resultados serviriam de base para estudos futuros realizados com

outras finalidades.
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Figura 10. Sistema de caixa de povoamento e sua respectiva caixa-filtro.
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Figura 11. Peixes da espécie Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo).



Figura 12. Inoculacgao intraperitoneal de Fno em tilapias do Nilo durante periodo de

desafio; anestesia de tilapias por imersdo em agua contendo eugenol..
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4. RESULTADOS

A taxa de mortalidade dos peixes apds 21 dias esta descrita na Tabela 2.

Com base nos dados, a DLs, da bactéria Fno foi de 10° UFC para as tilapias.

Tabela 2. Taxa de mortalidade dos peixes apds 21 dias de desafio por Fno.

Grupos N° peixes mortos Mortalidade (%)

108 30 100

107 30 100

10° 24 80

10° 15 50

10* 09 30

10° 03 10
Controle 0 0

Todos o0s peixes desafiados apresentaram sinais clinicos de letargia e
inapeténcia. Além disso, alguns apresentaram escurecimento da coloragdo da
pele.No grupo controle, nenhuma alteragao foi observada ao longo do experimento,
0 que evidencia que os sinais clinicos apresentados nos peixes inoculados séo

relacionados a infecgao pela Fno.

Ao longo do periodo do experimento, os parametros de qualidade da agua
mantiveram-se adequados aos peixes e as condigdes necessarias para 0
desenvolvimento bacteriano: oxigénio em 6,1 £ 1,3 mg/L e temperatura 24,7 +
0,7°C.A amonia total ficou na média de 0,3 + 0,2 mg/L, o nitrito em 0,8 £ 0,2 mg/L e

o nitrato em 1,8 £ 2,0 mg/L. Por fim, o pH foi de 7,5 e a alcalinidade entre 100 — 110.

5. DISCUSSAO
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Em um estudo realizado por Fernandez-Alarcon et al. em 2019, obteve-se a
DLs, de Fno inoculada pela via intra-gastrica, tendo como resultado para essas
circunstancias a concentragdo bacteriana de 10* UFC para tilapias-do-Nilo (O.
niloticus), resultado proximo ao obtido no presente estudo. A diferenga entre os
resultados pode estar associada as individualidades dos peixes inoculados, ou
diferenca na cepa utilizada para inoculagao, visto que a via intraperitoneal necessita
de menor concentragdao bacteriana para causar mortalidade, ja que por esta via a
bactéria ndo fica exposta ao sistema imune inato presente na pele, branquias e
mucosa dos peixes (Soto et al., 2009b;Fernandez-Alarcon et al., 2019). A
mortalidade variou de 42,5 a 80% conforme aumentou-se a concentracdo, sendo
possivel que a maior concentracao de inéculo foi responsavel por uma manifestagao
mais aguda da doenga (Fernandez-Alarcon et al., 2019). Neste mesmo estudo, os
sinais clinicos apresentados foram letargia, lesées de pele, anorexia e corrosao de
nadadeiras, sendo a letargia e anorexia observados em todos grupos desafiados. A
quantidade de animais com sinais clinicos foi maior na concentragao de in6culo de
10° UFC (Fernandez-Alarcon et al., 2019).

Macroscopicamente, foi possivel observar a preseng¢a de nddulos brancos em
diversos 6rgaos dos peixes infectados, lesbes essas consistentes com lesdes de
franciselose. (Birkbeck et al.,, 2007; Soto et al., 2009a; Fernandez-Alarcon et al.,
2019). Foi observada a relagdo da temperatura com a Fno, sendo necessaria uma
maior concentracdo bacteriana para causar morte de 50% da populagao de peixes
infectados em aguas a 28°C em relagao aos grupos em aguas a 22°C, obtendo uma
DLs, de aproximadamente 10° para os grupos em maior temperatura, e 102 em

grupos de menor temperatura (Pereira et al., 2019)

Outros estudos apontam também essa sazonalidade da doenga, tendo a
presenca de sinais clinicos e mortalidade por franciselose somente quando a
temperatura da agua cai para 24-26°C . O impacto da temperatura de 30°C na
auséncia de mortalidade, contrastando com alta mortalidade a 25°C em infeccbes
experimentais e pisciculturas Brasileiras em temperaturas mais frias pode ser
associada a coinfecgbes por Streptococcus agalactiae (Soto, Abrams & Reva,
2012;Leal et al., 2014; Assis et al., 2017; Delphino et al., 2019).
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A franciselose € uma das doencas de maior importancia na producado de
tilapia mundialmente, tendo mortalidades documentadas de até 95% em
pisciculturas em Taiwan (Chern e Chao, 1994; Chen et al., 1994), e mais
recentemente mortalidades de até 40% em pisciculturas do México (Ortega et al.,

2016), e até 50% em alevinos e juvenis no Brasil (Sebastido et al., 2016).

Devido a importancia dessa doencga, estudos foram desenvolvidos em busca
de métodos mais rapidos e sensiveis de detecta-la para prevenir surtos e iniciar
mais previamente medidas de controle a fim de evitar que a doenca se espalhe pelo
plantel. Um desses estudos se baseia na utilizagdo da técnica de Amplificacao
Isotérmica da Polimerase de Recombinase (RPA) ao invés da técnica de qPCR. A
técnica de RPA é uma 6tima possivel alternativa para diagnéstico da Fno, devido a
ela ser uma técnica molecular mais simples, mais rapida e de alta sensibilidade
(Daher et al., 2016).

Shahin et al. (2018), ap6s desenvolverem um ensaio de RPA para rapida
deteccdo de Fno, obtiveram resultados promissores, conseguindo ter uma alta
sensibilidade, bem préxima ao da qPCR, porém em um tempo muito menor,
conseguindo o resultado em apenas 6 minutos, comparados aos 90 minutos
necessarios para o qPCR, tornando esta técnica muito atrativo futuramente para uso

em larga escala.

6. CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos, conclui-se que a concentracido bacteriana de
10° UFC/ml da bactéria Francisella noatunensis subsp. orientalis € a mais adequada
para realizagdo de futuros experimentos envolvendo a inoculagdo em peixes
Oreochromis niloticus nas mesmas condigdes zootécnicas, devido a esta
concentracido ser a responsavel pela morte de 50% da populacdo, e permitir a

devida demonstracéo do curso evolutivo da doenga.
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