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RESUMO

Francisella noatunensis € um importante patégeno causador da Franciselose,
responsavel por altas mortalidades em tilapias do Nilo. Essa doenca tem como
principal caracteristica a presenga de granulomas em 0rgaos, principalmente
no bago. O objetivo dessa pesquisa foi identificar a ocorréncia e descrever
alteragdes anatomopatologicas e histopatoldégicas em tildpias do Nilo,
infectadas naturalmente com Francisella noatunensis subps. orientalis (Fno),
na regido da Bacia do Rio Araguari, Minas Gerais, Brasil. As tilapias foram
provenientes de quatro produgdes em tanque-rede, com relatos de 40 a 60%
de mortalidade em Julho, 2017, més com baixa na temperatura ambiental e da
agua. As tilapias que apresentaram sinais clinicos inespecificos foram
coletadas, armazenadas em sacos plasticos contendo agua do ambiente e
encaminhadas no gelo para avaliagbes anatomopatoldgicas e histopatoldgicas
em laboratério. Na necropsia foi observado a presenga de nddulos
brancacentos, com aspecto de granuloma, no bago 59/64 (92,2%), rim 24/64
(37,5%) e figado 09/64 (14,1%). Nao foram encontradas lesées em rim e/ou
figado sem haver lesdao nodular branca no bago. No exame histopatoldgico, o
baco foi o 6rgdo mais acometido por lesées 59/64 (92,2%) sendo a esplenite
granulomatosa grave 27/59 (45,8%) a mais frequente; no rim, nefrite
granulomatosa 52/64 (81,3%) e; no figado, o 6rgdo que menos apresentou
lesbes teciduais, sendo esteatose 35/64 (54,7%), seguida de congestdo 26/64
(40,6%) e hepatite granulomatosa 23/64 (36,0%). Posteriormente, fragmentos
do baco de 50 entre as 64 tilapias coletadas, foram enviados para a
identificacdo molecular, no qual foi detectado Fno em 98% (49/50) das
amostras, pela PCR. Vale ressaltar que a tilapia com auséncia de fno pela
PCR, apresentou lesdo cutanea e presencga de nodulos brancacentos durante a
necropsia. Foi observado que quando havia lesdes granulomatosas no baco e
no rim, simultaneamente, também havia ulceras na pele do mesmo animal, o
que diferiu significativamente, sugerindo que a lesdo cutanea esta relacionada

com a presenca da Fno em tilapias, servindo de auxilio para o produtor



suspeitar da doenga e agir com medidas a fim de se evitar maiores perdas.
Dessa forma, pode-se concluir que o alto indice de Fno encontrado nesta
pesquisa, caracteriza surtos na regido, servindo de alerta para a piscicultura
brasileira e principalmente para os produtores da regido. Ressalta-se que ha
espécies zoondticas pertencentes ao grupo da Francisella, porém, ainda n&o
se sabe qual o potencial zoondético da Fno, principalmente através do consumo

de carne de tilapias.

Palavras-Chave: Franciselose, granuloma, histopatologico, lesdo cutanea,

Oreochromis niloticus, PCR.



ABSTRACT

Francisella noatunensis is a pathogen of importance, mainly as it is the cause of
Franciselose, which is responsible for high death rates in Nile tilapia. This
bacteria is characterized through the presence of granulomas in organs, mainly
the spleen. The objective behind this study was to identify and describe
anatomopathological and histopathological alterations in Nile tilapia, which have
been naturally infected by Francisella noatunensis subps. orientalis (Fno), in the
region of the Bacia do Rio Araguari, Minas Gerais, Brazil. The tilapias were
collected from four commercial fish breeding nets, with reports of 40 to 60%
mortality rates in July, 2017, a month that has a drop in the environmental
temperature of the water. The tilapia that presented nonspecific clinical signs
were collected, stored in plastic bags with water from their environment and
sent in ice for anatomopathological and histopathological evaluations in the
laboratory. In the necropsy, there was presence of white nodules, with a
granulomatous appearance, in the spleen 59/64 (92.2%), kidney 24/64 (37.5%)
and liver 09/64 (14.1%). Lesions were not found in the kidney and/or liver
without there being white nodules on the spleen. In the histopathological exam,
the spleen was the organ most damaged by lesions 59/64 (92.2%) with severe
granulomatous splenitis 27/59 (45.8%) being the most frequent; in the kidney,
granulomatous nephritis 52/64 (81.3%) and in the liver, the organ that showed
least tissue lesions, with steatosis 35/64 (54.7%), followed by congestion 26/64
(40.6%) and granulomatous hepatitis 23/64 (36.0%). Posteriorly, fragments
from the spleen of 50 from among the 64 collected tilapia were sent for
molecular identification, in which Fno was detected in 98% (49/50) of the
samples, by PCR. Only in the spleen of one of the tilapias there was no Fno
detected, however, it is worth noting that this tilapia presented skin lesions and
the presence of white nodules were noted during the necropsy. Noteworthy
when there were granulomatous simultaneous lesions in the spleen and kidney,
there were also observed ulcers on the skin of that animal specimen. This

differed significantly, suggesting that the skin lesion is related to the presence of



Fno in tilapias, serving as an aid for the producer to suspect the presence of the
disease and perform a rapid diagnosis, in order to avoid greater losses. From
the aforementioned, one can conclude that the high rate of Fno found in this
study characterizes outbreaks in the region, which serves as a warning to the
Brazilian fish farming industry and principally those fish producers from the
region. Highlighted here is that there are zoonotic species that belong to the
group of Francisella spp., for which their potential Fno is still not known,

principally in terms of the consumption of tilapia meat.

Key Words: Franciselose, granuloma, histopathologic, Oreochromis niloticus,
PCR, skin lesion.
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1.  INTRODUGAO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) € uma espécie
tropical, originaria da Bacia do rio Nilo, na Africa (TREWAVAS, 1983). A
temperatura para seu crescimento varia entre 20 e 35°C sendo que o seu
desenvolvimento é prejudicado em temperaturas abaixo de 16°C, em que para
de se alimentar (BALARIN, HALLER, 1982; CHERVINSKI, 1982; FAO, 2005). E
uma espécie de rapido crescimento, tolerante a uma grande amplitude de
condigbes ambientais, rustica, com habilidade de se reproduzir em cativeiro e
alimentacdo onivora, com facil aceitagdo de dietas artificiais (EL-SAYED,
2006).

A intensificacdo da piscicultura e o crescimento da tilapicultura no Brasil
criou um ambiente favoravel para a ocorréncia de surtos epizodticos de
doencgas infecciosas, devido a alta densidade de estocagem, aumento do
estresse, maior amplitude dos parametros ambientais e erros diversos de
manejo (TAVARES-DIAS, 2009; RAGHIANTE et al., 2017). Além desses
fatores, sabe-se que as tilapias sdo susceptiveis a infecgdo por diversas
bactérias (KLUGE, 1965; SOTO et al., 2010; BAUMGARTNER, HAWKE, 2011;
COSTA et al.,, 2014), entre elas a Francisella noatunensis subsp. orientalis
(Fno), um patégeno Gram negativo intracelular facultativo, associada a surtos
da doenca conhecida como franciselose (ASSIS et al., 2016).

A fno na maior parte das vezes afeta peixes mais jovens, como alevinos
e juvenis, normalmente quando ha queda na temperatura da agua abaixo de
24°C (SOTO et al., 2012a; LEAL et al., 2014; QIANG et al., 2015; ORTEGA et
al., 2016). Esse é um fator preocupante na sanidade aquicola para garantir a
sobrevivéncia dos juvenis nas fazendas de recria.

As principais caracteristicas da franciselose em peixes sao altas
morbidade e mortalidade, associado a presenga de granulomas em multiplos
orgaos, principalmente no bago (BIRKBECK et al., 2011; COLQUHOUN,
DUODU, 2011). O diagnostico de infecgdes por Fno € uma questdo

desafiadora por ser uma bactéria intracelular exigente e que, por via
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convencional, como o isolamento bacteriano, se restringe quanto as condi¢des
e tempo para o crescimento dessa bacteria fastidiosa (SOTO et al., 2010;
DUODU et al., 2012; ASSIS et al., 2016).

Os o¢6rgaos de eleicao para estudos histopatoldégicos em peixes
normalmente s&o as bréanquias, figado, pancreas, bago, coragdo, rim,
tegumento, olhos, intestino e bexiga natatéria (SARAIVA, 2006). O figado nos
peixes € o 6rgao metabolizador por exceléncia de todas as substancias que o
atingem através do sangue, além de desempenhar fungbes pancreaticas,
assim, esse o6rgdo também serve como referéncia histopatologica para a
analise do dano tecidual causado por algum agente etiologico ou poluente
ambiental (AMARAL et al., 2002).

A avaliacdo macroscopica das lesdes e coleta de amostras para analise
microscopica sao recursos para avaliar o estado geral dos peixes que foram a
obito ou eutanasiados para esta finalidade. Diante das caracteristicas macro e
microscopicas das lesdes é possivel diagnosticar enfermidades e a partir da
adocao de medidas terapéuticas e preventivas adequadas evita-se mortalidade
na producao de peixes.

A utilizagdo de técnicas moleculares como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) para a detecgdo de Fno em peixes parte do principio da
capacidade de amplificar uma sequéncia de DNA de forma rapida e precisa,
com elevada sensibilidade e especificidade (JORDE, CAREY, BAMSHAD,
2010; RAGHIANTE et al.,, 2017). Essa técnica foi utilizada por outros
pesquisadores para a isolamento da Fno em bacalhau do Atlantico (Cod)
(KULKARNI et al., 2011), salmao (BIRKBECK et al., 2007) e tilapia (HSIEH et
al., 2006; NGUYEN et al., 2016; ORTEGA et al., 2016; RAMIREZ-PAREDES et
al., 2017).

Sabendo da importancia do rapido diagnostico, esta pesquisa teve como
objetivo identificar a ocorréncia e descrever as principais alteragdes
anatomopatolégicas e histopatologicas, e detectar a presenga de Fno em
juvenis de tilapias do Nilo cultivadas em tanques-rede, provenientes de
pisciculturas com relatos de alta mortalidade em um més de baixa temperatura

ambiente, na Bacia do Rio Araguari, Minas Gerais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Producgao e Consumo de Tilapias

Publicagdes no Anuario da Associacao Brasileira de Piscicultura — Peixe
BR (2018), afirmam que o pescado é a proteina de origem animal mais
produzida no mundo, ja que, de acordo com estudo da OCDE (Organizagéo
para a Cooperagao e Desenvolvimento Econémico) e a FAO (Organizagao da
Alimentacao e Agricultura da ONU), em 2017 foram produzidos 172 milhdes de
toneladas de Pescado (peixes de cultivo e peixes de captura), bem acima da
carne suina (22 colocada), responsavel por 120 milhdes de toneladas.

A produgao aquicola brasileira teve seus primeiros registros na FAO em
1969, com menos de 10 toneladas produzidas ao ano. Até o inicio da década
de 1990 foi observado crescimento da atividade, que apesar de pequeno, foi
constante e regular. O surgimento dos pesque-pague auxiliou a impulsionar o
setor, fazendo com que a tilapia se destacasse, acarretando no inicio da
produgao profissional de tilapias. Além disso, com a possibilidade de
intensificar a produgao através do uso de tanques-rede em aguas publicas, a
producao de tilapia cresceu 386% no periodo de 2005 a 2015 (EMBRAPA,
2018).

A tilapicultura € a producdo entre os pescados que mais cresce no
mundo e é a primeira no Brasil com crescimento de cerca de 15% ao ano
(OLIVEIRA et al., 2007; VICENTE, ELIAS, FONSECA-ALVES, 2014). No ano
de 2017, a producdo brasileira de Tilapia foi de 357.639 toneladas,
representando 51% do volume total entre as principais espécies produzidas no
pais. Dessa forma, o Brasil tornou-se o 4° maior produtor de tilapias, atras
apenas da China, Indonésia e Egito, de acordo com levantamento da
Associacéo Brasileira da Piscicultura (PEIXE BR, 2018).

A maior concentragcdo da produgao de tilapia no Brasil ocorre na regido
Sul (42%), seguido pelas regides Sudeste (26%), Nordeste (24%) e Centro-
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Oeste (8%) (IBGE, 2015; EMBRAPA, 2018) (Figura 1). Apesar da concentracao

da produgao nas regides Sul e Sudeste, sdo as regides quentes as mais

favoraveis ao crescimento da tilapia enquanto que, nas regides com periodos

mais frios ha uma reducao do crescimento dos peixes (EMBRAPA, 2018).
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A industria brasileira de tilapia atende, principalmente, o mercado
interno, sendo que 99% da produgdo nacional é consumida no Brasil. As
estatisticas sdo controversas, mas ha consenso de que o consumo de peixes
no Brasil ndo ultrapassa 9,5 kg/hab/ano e segundo a FAO/ONU, esse patamar
equivale a média mundial da década de 60, sendo que, atualmente, a
recomendacgao € para demanda per capita de 20kg/hab/ano (PEIXE BR, 2018).
Em um estudo com intuito de diagnéstico da cadeia da tilapicultura realizada
pela Embrapa (2018), estimou-se que com uma populagdo aproximada em 205
milhdes de pessoas em 2015, cada brasileiro consome 1,1 kg tilapia por ano.

2.2. Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758) € uma espécie
tropical, originaria da Bacia do rio Nilo, na Africa (TREWAVAS, 1983) e é a
principal espécie cultivada dentro da tilapicultura. E considerada uma espécie
rustica, cuja temperatura ideal para seu crescimento varia entre 2°C e 30°C,
entretanto, seu desenvolvimento € prejudicado em temperaturas abaixo de
15°C (SOTO et al., 2014).

A tilapia do Nilo destaca-se por sua resisténcia a determinadas doencas,
tolerdncia ao cultivo em altas densidades e em ambientes hostis e
estressantes, desovas durante todo o ano, além de apresentarem alta
atratividade pelo consumidor (TEIXEIRA, 2006).

Estudos comprovaram que a carne € saborosa, possui elevado valor
nutricional com baixo teor de gordura (0,9%) e de calorias (172 Kcal/100g de
carne), textura e paladar aceitavel, além de apresentar um rendimento de filé
em torno de 30 a 40%, obtendo assim aprovagéao tanto pelo consumidor quanto
para a industria (NOGUEIRA, RODRIGUES, 2007; GONCALVES, 2015;
MESQUITA et al., 2016).
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O sistema de produgéo de tilapias no Brasil divide-se em criagdes em
tanques de terra (viveiros) e em tanques-rede. Os viveiros escavados
demandam maiores investimentos na implantacéo, entretanto, possuem menor
incidéncia de determinadas doengas (KUBITZA, 2008). Ja a criagao intensiva
de tilapias em tanques-rede utiliza o meio ambiente de forma sustentavel,
possibilitando a livre e constante circulagdo de agua e, por isso, a possibilidade
de introducao de patdégenos (TEIXEIRA, 2006; MORI, 2012).

A tilapia vem sendo alvo de muitos estudos quanto as possiveis doencgas
que podem apresentar quando infestadas por parasitas (VALLADAO et al.,
2014) e fungos (EL-SHAROUNY, BADRAN, 1995, OKAEME, OLUFEMI, 1997)
e infectadas por bactérias (KLUGE, 1965; BAUMGARTHER, HAWKE, 2011;
MOURAO, 2013; COSTA et al., 2014; ASSIS et al., 2016; RAGHIANTE, 2016;
RODRIGUES et al., 2018) e virus (EL-SAYED, 2006).

2.3. Francisella spp. (Franciselose)

Francisella spp. sao bactérias pertencentes a familia Francisellaceae,
com caracteristicas de serem cocobastonetes gram-negativos iméveis, alcool-
acido-resistentes, oxidase negativa, catalase positivo fraco, parasitas
intracelulares, anaerdbios facultativos e ndo formadores de esporos. Sao
micro-organismos fastidiosos que requerem a adicdo de cisteina ao agar
sangue para crescimento em laboratério (SOTO et al., 2012; MARTINS et al.,
2015).

Dentre as espécies reconhecidas estao: F. tularensis, F. philomiragia, F.
hispaniensis, F. halioticida, F. pérsica e F. noatunensis, sendo que esta ultima
divide-se em duas subespécies: Francisella noatunensis noatunensis e
Francisella noatunensis orientalis (OTTEM et al., 2009; HUBER et al., 2010;
BREVIK et al., 2011; GONCALVES, 2015).

Fno é extremamente virulenta para diversas espécies de peixes

marinhos e de agua doce, causando também, doenga em mamiferos, incluindo
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humanos, no caso da tularemia pela infeccdo por F. tularensis (KUBITZA,
2008). Ha relatos da bactéria F. philomiragia, anteriormente conhecida como
Yersinia philomiragia, isolada de casos de doenca humana (WENGER et al.,
1989).

A doenca em peixes causada pela presenca da bactéria Francisella
noatunensis orientalis, conhecida como franciselose, € capaz de causar
diversos danos, principalmente em tilapias (SOTO et al., 2009; LEAL et al.,
2014). Nao ha relatos de doengas por F. noatunensis em seres humanos e,
ainda ndo se sabe o potencial zoondético desta espécie, proveniente pelo
consumo de carne de tilapias. Entretanto, em um estudo feito em bacalhau
(Cod) (Gadus morhua), por Nylund et al. (2006), foi detectada uma nova
espécie do género Francisella, na qual, através de uma analise de similaridade
genética utilizando sequéncias conhecidas de DNA da Francisella spp., 0
isolado apresentou 97,7% de semelhangca a F. tularensis, 99,1% a F.
philomiragia e 96,8% de Francisella isolada de tilapia.

A queda na temperatura ambiental e da agua € um fator que se repete
em varios estudos, relacionado a capacidade de bactérias do género
Francisella infectar tilapias (NYLUND et al.,, 2006; LEAL et al., 2014,
SEBASTIAO et al., 2017).

Sinais clinicos nédo especificos como apatia, letargia, isolamento do
cardume, palidez de pele ou branquias, lesdes e manchas pelo corpo, perda de
apetite, necrose, hemorragia em nadadeiras, além de mortalidade elevada,
caracterizam doengas de etiologia bacteriana nos peixes, incluindo a
franciselose (SILVA, 2010; MOURAO, 2013; ASSIS et al., 2016). Durante a
necropsia, é possivel observar a presenga de um grande numero de nodulos
brancacentos no bago, figado e rim, e ocasionalmente no figado e coragao e
hemorragia em visceras (JEFFERY et al, 2010; COLQUHOUN; DUODU,
2011).

2.3.1. Diagnéstico e Controle de Francisella spp.
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Varios estudos mostraram que Francisella spp. estdo presentes em
carrapatos, amebas, peixes e amostras ambientais (SUITOR, WEISS, 1961;
NIEBYLSKI et al., 1997; NODA et al., 1997; ANDA et al., 2001; SCOLES, 2004;
KAMAISHI et al., 2005; BARNS et al., 2005).

Os primeiros relatos da Franciselose em tilapias no mundo aconteceram
em Taiwan em 1992 (CHEN et al., 1994; CHERN; CHAO, 1994) e no Brasil
com descricdo em 2014 provenientes de surtos desde 2012 (LEAL et al., 2014).

A suspeita da presenca da bactéria em peixes inicia-se com a
observacado dos sinais clinicos caracteristicos da doenca e, posteriormente,
pelas alteragdes macroscopicas observadas durante a necropsia, como a
presenca de nddulos brancacentos em 6rgaos. A coleta de fragmentos de
orgaos para a visualizagdo microscopica auxilia na avaliagdo do estado geral
dos peixes com suspeita de Franciselose. O isolamento por cultivo bacteriano é
uma opg¢ao, porém, se restringe quanto as condigbes e tempo para o
crescimento desta bactéria fastidiosa (SOTO et al., 2010).

A deteccédo precoce e precisa de Fno € crucial para definir medidas
apropriadas de controle de surtos em fazendas de tilapia e por isso, as técnicas
moleculares, como a PCR e as demais técnicas que utilizam o DNA para
diagndstico, vem sendo utilizadas para a deteccdo de forma rapida, com
elevada sensibilidade e especifidade a bactéria (JORDE, CAREY, BAMSHAD,
2010; RAGHIANTE, 2016; RAGHIANTE et al., 2017).

Para a prevengéo de algumas doengas em peixes usa-se a aplicagéo
de vacinas. Em 2017, alguns pesquisadores descobriram que a dele¢do de um
gene em Francisella noatunensis subsp. noatunensis gera uma cepa
imunogénica que, apods injecao intraperitoneal em o peixe-zebra adulto induziu
imunidade protetora contra um dose letal da estirpe, € um estudo modelo e
como os autores sugerem, devem ser testados em hospedeiro natural, além do
peixe-zebra (LAMPE et al., 2017). Desde entdo, ainda ndo ha relatos de
vacinas contra a franciselose para tilapias.

No entanto, sabe-se, que o florfenicol pode ser utilizado para

tratamentos, quando administrado durante os estagios iniciais da infec¢ao



25

(SOTO et al.,, 2010) e que a oxitetraciclina (CHERN; CHAO, 1994) e a
tetraciclina (MAUEL et al., 2005; OSTLAND et al., 2006) demonstraram certo
grau de eficacia para o tratamento da franciselose.

Infelizmente muitos produtores rurais responsaveis pela criacdo de
tilapias fazem o tratamento com antimicrobianos, sem o diagndstico preciso, o
que pode induzir a morte de bactérias inofensivas e ainda induzir resisténcia
bacteriana em cepas virulentas. O uso racional de antimicrobianos &
preocupagao mundial (OIE, 2018) e por isso faz-se necessario conhecer as
principais alteragbes anatomopatologicas e histopatologicas, e verificar o
envolvimento de Fno em tilapias do Nilo cultivadas em tanques-rede na regido

da Bacia do Rio Araguari, Minas Gerais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta de Amostras

O presente trabalho obteve aprovacdo do Comité de Etica na Utilizagéo
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, protocolo n°
079/17 (Anexo 1).

Para este estudo foram realizadas quatro coletas a partir de quatro
pisciculturas com indice crénico de mortalidade. As pisciculturas estédo
localizadas na bacia hidrografica do Rio Araguari, Minas Gerais, Brasil (Figura
2).
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Figura 2: Localizagdo aproximada das pisciculturas A, B, C e D pertencentes a

Bacia do Rio Araguari, localizado no estado de Minas Gerais, Brasil.
Fonte: Rosendo, Rosa (2012)
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As coletas foram feitas no més de Julho de 2017, periodo em que a
temperatura ambiente média minima foi de 14,5°C e maxima de 24°C (INMET,
2017). Utilizando um passagua foi coletado um total de 64 tilapias do Nilo
(Tabela 1), todos juvenis, pesando entre 80 e 250 gramas, criadas em tanque-
rede.

Tabela 1: Numero de tilapias coletadas para anatomopatoldgico,

histopatoldgico e para identificagdo molecular por PCR, por piscicultura.

Técnicas de Diagndstico
Pisciculturas Anatomopatolégico

e Histopatoldgico PCR
A 13 12
B 5 4
C 24 19
D 22 15
TOTAL 64 50

Os tanques-rede (Figura 3) apresentavam duas dimensdes diferentes,
sendo que os de 3x3x3 metros (largura x comprimento x altura) continham
aproximadamente 10 mil tilapias e os de 4x4x3 metros aproximadamente 20 mil
tilapias.

Figura 3: Piscicultura A, ilustrando os tanques-rede onde as tilapias sé&o
produzidas.

Fonte: Acervo da autora.
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As tilapias coletadas apresentavam pelo menos algum sinal clinico,
observados dentro do tanque, como, hiporexia, apatia, letargia, isolamento do
cardume, natagao erratica, palidez de pele ou branquias, ulceras proximas as
nadadeiras, e manchas pelo corpo. Nenhuma das tilapias avaliadas estava
sendo medicado durante a coleta.

Grupos de cinco tilapias foram colocados em sacolas plasticas, contendo
agua do préprio local, devidamente lacradas e identificadas. As tilapias vivas
foram armazenadas em isopor contendo gelo e encaminhadas para o
Laboratério de Doengas Infecto-contagiosas da Universidade Federal de
Uberlandia (LADOC — UFU).

Os animais foram eutanasiados de acordo com Diretrizes da Pratica de
Eutanasia do Comité de Experimentacdo Animal (CONCEA), imersos em
sobredosagem (trés vezes a dose anestésica) de benzocaina (262,5mg/L) em
10L de agua por aproximadamente dez minutos, até o cessar do movimento
opercular e o6bito (BITTENCOURT et al.,, 2012). Em seguida foram
necropsiados, com incisdo e abertura da cavidade visceral e exposi¢cao dos
orgaos, sendo os achados macroscoépicos registrados em planilhas quando
dignos de nota.

3.2. Histopatologico

Fragmentos de baco, rim e figado das tilapias foram coletados para
exame histopatologico e fixados em formalina 10% tamponada. Apds fixagéao,
as amostras foram processadas rotineiramente para confeccdo de laminas
histolégicas e coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) (GENTEN,
TERWINGHE, DANGUY, 2009) no Laboratério de Histopatologia da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). As laminas foram analisadas e
fotografadas em microscopio Colemann® DN 107T.
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As lesbes foram classificadas qualitativamente (degenerativas,
inflamatorias, necréticas) e quantitativamente em cinco classes, de acordo com
o numero de células com modificagdes morfoldégicas, sendo, leve até 20%, leve
a moderada de 20 a 40%, moderada de 40 a 60%, moderada a acentuada de
60 a 80% e acentuada acima de 80%.

Das 64 tilapias necropsiadas, 50 dos quais apresentaram maiores lesdes
visualmente, foram coletados fragmentos de bago, imersos em alcool absoluto,
identificados de acordo com a piscicultura de origem (A1 a A13; B1 a B5; C1 a
C24; D1 a D25) e enviados para o Laboratorio de Diagnéstico e Sanidade
Aquicola PREVET, em Jaboticabal, SP, para identificagcdo molecular por PCR.

3.3. Diagnéstico Molecular

Para a extracdo de DNA dos 50 fragmentos de bago das tilapias
analisadas, foi utilizado o Kit QlAamp DNA mini kit (Qiagen®) e o protocolo
seguido de acordo com o fabricante com adapta¢gdes seguindo o protocolo
utilizado no laboratério, da seguinte forma: Cada fragmento de bago foi
pulverizado utilizando pildo em almofariz com nitrogénio liquido, pesadas
aliquotas de 10mg de cada amostra que foram colocadas em tubos de
microcentrifuga, Foi adicionado 180ul de tampao ATL e 20ul de proteinase K,
incubado a 56°C por 3 horas até a lise completa do tecido. Posteriormente, as
amostras foram centrifugadas, adicionadas 200 ul de tampédo AL,
homogeneizadas por 15 segundos em vortex e incubadas a 70°C por 10
minutos. Foi adicionado 200ul de etanol (96-100%) as amostras e
homogeneizadas por 15 segundos. A mistura formada de cada amostra foi
centrifugada a 8000rpm durante 1 minuto, posteriormente foi adicionado 500l
de Buffer AW1, centrifugado novamente a 8000rpm por 1 minuto, adicionado
500ul de Buffer AW2, e centrifugado a 14000rpm por 3 minutos. Apos
centrifugacao, foi adicionado 100ul de agua destilada e incubado a temperatura

ambiente por 1 minuto e, em seguida, centrifugado a 8000rpm por 1 minuto.
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Desta forma, as amostras foram preparadas para a execuc¢ao da PCR. O
par de primers especifico para reconhecimento da regiao ribossomal 16S e o

tamanho esperado do produto amplificado estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Primers usados na reacdo de PCR para detecgdo de Francisella

noatunensis subsp. orientalis em baco de tilapias.

Tamanho do
produto Sequéncia (5'3") Referéncia
amplificado (bp)1

286 F: GCGGATTAAAGGTGGCCTTTGC Soto et al.. 2010
R: CCTGCAAGCTATTAACTCACAGG ’

1bp: pares de base.

Para a realizacdo da PCR, utilizou-se uma mistura de reagentes
contendo os seguintes elementos: 50ng de DNA da amostra, 1x PCR buffer,
2mM MgCI2, concentragbes de 25uM dATP, dCTP, dGTP e dTTP, 10mM
primer e 0,3U de HotMaster Taqg DNA polymerase para um volume total de
20ul. As amostras foram amplificadas seguindo um passo de desnaturagéo
durante 3 minutos a 95°C, seguido de 36 ciclos de 95°C durante 30 segundos,
58°C durante 40 segundos e 72°C durante 1 minuto e finalmente um ciclo de
72° C durante 5 minutos. Em seguida, 5pl dos produtos de PCR obtidos foram
aplicados em gel de agarose a 1,5% fundido em tampao TAE 1X (40mM Tris-
acetato, TmM EDTA; pH 8,0), e submetidos a eletroforese seguindo as
recomendacgdes de Sambrook e Russell (2001). A PCR foi realizada em

triplicata para confiabilidade dos resultados.

3.4. Analise Estatistica

Apds a obtencdo dos resultados de necropsia, histopatolégico e
identificacdo molecular por PCR, foi aplicado o Teste exato de Fisher, para a

verificagdo de possivel associagédo entre os dados, pelo programa Bioestat 5.0.
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4, RESULTADOS

A mortalidade das tilapias do Nilo analisadas variou entre 40 e 60%, de
acordo com relatos dos produtores. Além disso, durante a captura, foi possivel
observar sinais clinicos como apatia, letargia, isolamento do cardume, palidez
de pele ou branquias, Ulceras proximos as nadadeiras, e manchas
brancacentas pelo corpo.

Durante a necropsia das tilapias, como achados macroscopicos, foram
observados multiplos nédulos brancacentos, delimitados e distribuidos, com
aspectos de granuloma pelo bago, rim e figado. O érgao mais acometido foi o
baco (Figura 4) em 92,2% das amostras (59/64), seguido pelo rim (37,5% -
24/64) e figado (14,1% - 9/64).

Todas as tilapias que apresentaram leses em rim e/ou figado também
apresentavam nodulos no baco. Foi observado que quando havia lesdes no
baco e no rim, simultaneamente, também havia manchas e Ulceras

externamente, na pele, principalmente, préximas as nadadeiras.

4.1. Histopatolégico

No estudo histopatologico das 64 tilapias, foram encontradas lesdes
granulomatosas em bago 59/64 (92,2%), rim 52/64 (81,3%) e figado 23/64
(36,0%), sugestivas de processo infeccioso devido a presenca de granuloma.

Como achado mais relevante no exame histopatolégico do baco,
encontrou-se esplenite granulomatosa acentuado 27/59 (45,8%) (Figura 4,
Tabela 3).
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Figura 4. A: Vista lateral de tilapia com ulcera na pele e nodulos brancacentos
no bago e rim (seta preta). B: Fotomicrografia de bago de tilapia, com multiplos
focos granulomatosos, caracterizando esplenite granulomatosa acentuado,
(4x). Hematoxilina e eosina (HE). C: Fotomicrografia de bacgo de tilapia,
Granuloma, (40x). (HE).
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Tabela 3. Alteragdes histopatologicas no bago de 64 tilapias com
sintomatologia clinica, Uberlandia, 2018.

Alteracgdes histopatoldgicas N° %
Esplenite Granulomatosa 59 92,2
Leve 09 1,7
Leve a Moderado 05 8,5
Moderado 09 15,2
Moderado a Acentuado 09 15,2
Acentuado 27 45,8
Nada digno de nota 05 8,5
TOTAL 64 100,0

O exame histopatoldégico de rim revelou que todas as tilapias avaliadas
64/64 (100%) tiveram alteracdes teciduais. Sendo que 52/64 (81,3%)
apresentaram nefrite granulomatosa, 49/64 (76,6%) hemorragia, 29/64 (45,3%)
degeneragao hialina, 19/64 (29,7%) necrose tubular e 9/64 (14,0%) edema
peritubular (Figura 5, Tabela 4). Observou-se que, num mesmo animal, quando
havia lesao no rim, também havia lesdo no baco, e, nestes dois érgéaos, foi
possivel observar a presenga de melanomacréfagos. Vale ressaltar que mais

de uma alteragéo histopatologica foi observada no rim de cada tilapia avaliada.

Tabela 4. Alteragdes histopatolégicas em rim de 64 tilapias com sintomatologia

clinica, Uberlandia, 2018.

Alterac&o Histopatologica N° %
Degeneracao hialina 29 45,3
Edema Peritubular 09 14,0
Hemorragia 49 76,6
Necrose Tubular 19 29,7
Nefrite Granulomatosa 52 81,3
Leve 30 57,6
Moderado 16 30,8

Acentuado 06 11,5
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O exame histopatologico de amostras do figado revelou 35/64 (54,7%)
amostras com degeneracdo macrovesicular, 26/64 (40,6%) congestéo, 23/64
(36,0%) hepatite granulomatosa, 15/64 (23,4%) degeneracdo microvesicular,
10/64 (15,6%) inflamacgao, 7/64 (11,0%) necrose (Tabela 5, Figura 5). Além
disso, como o tecido pancreatico é difuso no figado de peixes (intra-hepatico)
(BANKS, 1992), foi possivel observar pancreatite granulomatosa 16/64 (25%).
Vale ressaltar que mais de uma alteragao histopatolégica foi observada no

figado de cada tilapia avaliada.

Tabela 5. Alteragdes histopatoléogicas no figado das 64 tilapias com

sintomatologia clinica, Uberlandia, 2018.

Alterac&o Histopatologica N° %
Congestéao 26 40,6
Degeneracao microvesicular 15 23,4
Degeneracao macrovesicular 35 54,7
Inflamagéao 10 15,6
Necrose 07 11,0
Pancreatite granulomatosa 16 25,0
Hepatite granulomatosa 23 36,0
Leve 21 91,3

Moderado 02 8,7
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Figura 5. A: Fotomicrografia de rim de tildapia com focos de granuloma,

caracterizando nefrite granulomatosa moderada, (4x). (HE). B: Fotomicrografia
de rim de tildpia com edema peritubular, hemorragia e degeneragao hialina
(10x). (HE). C: Fotomicrografia de rim de tilapia com edema peritubular,
hemorragia e degeneragéao hialina (40x). (HE). D: Fotomicrografia de figado de
tilapia com granuloma (10x). (HE). E: Fotomicrografia de figado de tilapia com
vasos congestos, edema e processo inflamatério leve (40x). (HE). F:

Degeneragao microvesicular em figado de tilapia (40x). (HE).

4.2. Diagnéstico Molecular por PCR

Em 98% (49/50) dos fragmentos de baco das tilapias analisadas
detectou-se Fno no diagndstico de PCR. Apenas no bago da tilapia A8 néao foi
detectado Fno, entretanto, vale ressaltar que esta tilapia apresentou lesao
cutanea e presenca de nédulos brancacentos durante a necropsia.
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Amostras positivas na reacdo de PCR com primers especificos para Fno
geraram produtos de PCR que parearam ao redor de 286pb apds corrida de

eletroforese, com auséncia apenas na tilapia A8 (Figura 6 e 7).

1genia Amostr:elg:egld :
Amaostral: A7
Amostra2: A10 Amostra2: C17
Amostra3: Al Amostra3: D12
Amostrad: C13 Amaostrad: D14
AmostraS: A2 Amostra5: D13
Amostrab: A3 Amostrag: 09
Bp: Paresde Bases Bp: Paresde Bases
Amostra7: Al2 Amaostra7: C7
Amostra8: C5 - Amostra8: C15
Amostrad: C3 Amostra9: D7
Amostralld: All Amostrall: B3
Amostrall: Controle Positivo Amosirall; Controle Positivo
Amostral2: Controle Negativo Amostral2: Controle Negativo)

Legenda
Legenda Amostral: D4
U Amostra2: C15
AmostaZ: Amostra3: C19
i:z:::i: Amostrad: C16
¥ Amostra5: DS
Amostras: e
Amostra6: A9 mos ’; R
Bp: Paresde Bases B p: Paresde Bases
Amostra7: D2 - ---w SEEbIpER W Amostra?: D1

Amostra8: D11 -.* "”- - Amostral: A6

Amostras: C8 Amostrad: A4
Amostral0: C11 Amostral0: (S
Amostrall: Controle Positivo Amostrall: Controle Positivo
Amostral2: Controle Negativo Amostral2: Controle Negativo

Figura 6. Resultados de detecgdo de Fno por PCR em tilapias. A: Gel de
eletroforese de PCR demonstrando a preseng¢a de Francisella noatunensis
subsp. orientalis em todos os fragmentos de bago analisados entre as tilapias
A7, A10, A1, C13, A2, A3, A12, C5, C9, A11, Amostra 11: Controle positivo;
Amostra 12: Controle negativo, Bp: pares de bases. B: Gel de eletroforese de
PCR demonstrando a presenca de Francisella noatunensis subsp. orientalis em
todos os fragmentos de bago analisados entre as tilapias C18, C17, D12, D14,
D13, D9, C7, C15, D7, B3; Amostra 11: Controle positivo; Amostra 12: Controle
negativo, Bp: pares de bases. C: Gel de PCR demonstrando a presenga de
Francisella noatunensis subsp. orientalis em todos os fragmentos de baco
analisados entre as tilapias D10, D6, C10, D3, C12, A9, D2, D11, C8, C11;
Amostra 11: Controle positivo; Amostra 12: Controle negativo; Bp: pares de
bases. D: Gel de PCR demonstrando a presenga de Francisella noatunensis
subsp. orientalis em todos os fragmentos de bago analisados entre as tilapias
D4, C15, C19, C16, D5, D8, D1, A6, A4, C5; Amostra 11: Controle positivo;
Amostra 12: Controle negativo; Bp: pares de bases.
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Legenda
Amaostral: AS
Amostra2: AB
Amostra3: B2
Amaostrad: C4
Amostra5: D15
Amostra6: Bl
Bp: Paresde Bases
Amostra7: B4
Amostra&: C1
Amostra9: C2
Amostral0d: C3
Amostrall: Controle Positivo
Amostral2: Controle Megativo

Figura 7: Gel de PCR demonstrando a presenca de Francisella noatunensis
subsp. orientalis em todos os fragmentos de bago analisados entre as tilapias
A5, B2, C4, D15, B1, B4, C1, C2, C3;Tilapia A8: negativo; Amostra 11: Controle

positivo; Amostra 12: Controle negativo; Bp: pares de bases.

Dentre os principais achados macroscopicos observados durante a
necropsia, das tilapias avaliadas, destaca-se a presenca de nddulos
brancacentos que caracterizam o granuloma, peculiar na franciselose e lesdes
cutaneas. Estes dados foram relacionados com os resultados obtidos no PCR e
descritos na Tabela6 e 7.

Tabela 6: Achados macroscopicos na necropsia e deteccdo de DNA de

Francisella noatunensis subsp. orientalis por meio de PCR.

Noédulos

Piscicultura Tildpias  brancacentos Lesdesna  pop
no baco pele
A1 + - +
A2 + - +
A3 + - +
A4 + _ +
A5 + _ +
A6 + + +
A A7 + + +
A8 + + )
A9 + - +
A10 + - +
A1 + . .\
A12 + - +
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+ + + +

+ + + +

B1
B2
B3
B4

C1

C2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9
C10

C11

C12
C13
C14
C15
C16
C17
C18
C19

+ + + + +

D1

D2

D3

D4

D5

D6

D7

D8

D9
D10

D11

D12
D13
D14
D15
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Tabela 7: Relagdo entre os resultados obtidos diante dos diagndsticos

realizados durante o estudo.

Nodulos PCR
. N° de tilapias LesGes brancqcentos
Pisciculturas coletadas Cutaneas sugestivos de N° Positivos
granuloma no
baco

A 13 4 13 12 11

B 5 0 5 4 4

C 24 10 21 19 19

D 25 23 23 15 15

64 37 62 50 49

TOTAL 100% 57,81% 96,88% 100% 98%

Para a verificagao estatistica de possivel associacao entre os resultados

obtidos, foi aplicado o Teste exato de Fischer, no qual, foi observada a

associagao significativa (p < 0,05) entre a presenga de lesdo cutanea e nédulos

brancacentos no bago (Tabela 8). Ou seja, pode-se afirmar que a presenca de

lesdes de pele pode indicar a presenga de nddulos brancacentos no baco,

causados pela presenca da bactéria Fno.
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Tabela 8: Associacdo entre os resultados obtidos entre lesdo cutanea e
nodulos brancacentos no bago, nédulos brancacentos no bago e PCR e leséo

cutdnea e PCR utilizando o Teste exato de Fischer.

Lesao cutanea

+ - Valor de P*
Noédulos + 27 18
brancacentos . 0 5 0.0159

Noédulos brancacentos

no bacgo
+ - Valor de P*
+ 44 5
PCR 1
- 1 0

Lesao cutanea

+ - Valor de P*
+ 26 23
PCR 1
- 1 0

*valores de p < 0,05 sao considerados significativos
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5. DISCUSSAO

Mesmo que a tilapia seja considerada tolerante a uma grande amplitude
de condigbes ambientais (EL-SAYED, 2006), nesta pesquisa observou-se
elevada mortalidade quando houve queda brusca na temperatura ambiental,
com minima de 14,5°C. Acredita-se que as tilapias sdo mais susceptiveis a
infeccdo por Fno quando ha diminuicdo da temperatura ambiental e da agua
(SOTO et al., 2010; LEAL et al., 2014).

5.1. Avaliagdao Anatomopatolégica e Histopatologica

O alto indice de multiplos ndédulos brancacentos encontrados no baco,
nas tildpias desta pesquisa, tem origem no processo da apresentacdo do
antigeno e formulagdo de uma resposta adaptativa, com formagdo de
granuloma. Também esta envolvido na eliminacdo de padrbes moleculares
associados a patdégenos (PAMPs) através de processos de imunidade inata
(KIRON, 2012). Nédulos esbranquigados multifocais em bago, rim e outros
orgaos também foram descritos em relatos anteriores com Franciselose (SOTO
et al.; 2009, LEAL et al., 2014; JATOBA et al., 2016; SEBASTIAO et al., 2017).

O fato dos peixes estarem imunodebilitados, percebido pela alta
mortalidade nos lotes avaliados, permite-se a entrada de novos agentes
infecciosos, resultando em lesdes de outras partes e 6rgados dos animais. As
lesbes cutaneas sao particularmente um desafio no diagnéstico, pois podem
ser associadas a varios patogenos e frequentemente torna-se dificil determinar
o agente que desencadeou a enfermidade (MOURAO, 2013). Sabe-se que a
infeccdo da Fno geralmente exibe poucos sinais externos da doencga, mas
hemorragias de pele e ulceras podem ocorrer (ALFJORDEN et al. 2006;
NYLUND et al. 2006; OTTEM, 2011). Vale destacar que as lesdes cutaneas

presentes nas tilapias desta pesquisa ndo foram avaliadas histologicamente,
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porém foi possivel observar que estas estavam presentes quando havia lesées
em pelo menos um dos érgéos.

O elevado numero de lesbes nos fragmentos de baco de tilapias de lotes
com alta mortalidade desta pesquisa, provavelmente se deve a fungcao deste
orgao, pois ja é de conhecimento que este é a maior massa de tecido linfatico
do corpo, exercendo diversas fun¢gées como formagao de células sanguineas,
metabolismo de hemoglobina e ferro, distribuicido de hemacias, filtragdo e
armazenamento de sangue além de numerosos neutrofilos e eosindfilos
(BANKS, 1992; FISHELSON, 2006; NEYRAO, 2017).

Uma das reacdes que podem ser observadas no baco € a formacgao de
centros de melanomacrofagos que sao agregados de macrofagos pigmentados
por lipofusina, hemossiderina, cerdide e melanina (BALAMURUGAN et al.,
2012). Embora sejam achados de peixes saudaveis, os centros de
melanomacréfagos aumentam em numero com o estresse cronico e eles
podem ser encontrados no rim, baco e figado de peixes (WOLKE, 1992;
GENTEN, TERWINGHE, DANGUY, 2009; LEDIC-NETO, 2013).

Muitos estudos sugerem que a fungédo geral destes agregados € a
centralizacdo da destruicdo, desintoxicagdo ou reciclagem de materiais
endogenos e exdgenos (FERGUSON, 1976; VOLGELBEIN, FOURNIE,
OVERSTREET, 1987; WOLKE, 1992). A formagédo desses centros, quando
apropriadamente analisados, pode evidenciar a resposta de organismos
aquaticos diante de agentes estressores, tais como: patdégenos; mudangas na
temperatura da agua; sendo possivel considerar que os centros de
melanomacrofagos sejam indicadores bioldgicos de saude dos peixes
(WOLKE, 1985; VOLGELBEIN, FOURNIE, OVERSTREET, 1987; BLAZER et
al.,, 1987; KRANZ, 1989; AGIUS, ROBERTS, 2003; BALAMURUGAN et al.,
2012).

O rim tem como fungao principal a filtragem de sangue e remogao de
agentes estranhos (GENTEN, TERWINGHE, DANGUY, 2009), o que pode
explicar a alta quantidade de lesbes nesse 6rgao ja que as tilapias avaliadas
foram confirmadas com a presenca da bactéria Francisella noatunensis subsp.

orientalis. Em avaliagdes toxicoldgicas e ambientais foram descritas alteragdes
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histolégicas no rim, como degeneragao hialina (CAMARGO, MARTINEZ, 2007),
hipertrofia celular (BARRETO, 2007) e congestao renal (ALBINATI et al., 2009).

Degeneragao microvesicular (hidrépica), edema celular ou degeneragao
vacuolar sao as primeiras manifestacbées de quase todas as formas de dano
celular, que ocorre pela incapacidade da célula de manter o equilibrio ibnico e a
homeostasia de fluidos, em funcdo de falha nas bombas dependentes de
energia das membranas celulares (ROBBINS, COTRAN, 2005; LIANG et al.,
2009). Algumas das lesbes encontradas nos figados avaliados como
congestdo, degeneragdo macrovesicular e necroses estdo relacionadas aos
processos bacterianos sendo a extenséo e gravidade da lesdo proporcional ao
tipo, duracao, severidade da agresséao e estado fisioldgico da célula envolvida.
Além disso, o excesso de ingestdo de carboidratos e gordura pode gerar
acumulo de glicogénio nos hepatocitos, dando um aspecto de degeneragéo
microvesicular, que evolui para o acumulo intracitoplasmatico de lipidios, com
marginagao nuclear (ROBBINS, COTRAN, 2005).

As alteragbes histopatoldgicas aparecem como resposta de médio prazo
diante de estressores subletais, sendo um método util para detectar os efeitos
de agentes lesivos, em varios orgaos (JOHNSON et al., 1993). Neste caso, as
tilapias avaliadas apresentavam processos inflamatérios crénicos na maior
parte dos 6rgaos estudados, sugestivos de infecgdo bacteriana o que
posteriormente foi confirmado pela PCR.

A inflamagdo crénica granulomatosa pode ser causada por agentes
bacterianos sendo a Fno associada a granulomas e alta mortalidade em
peixes. Nessa doenca, conhecida como Franciselose, ha observacdo de
granulomas de varios tamanhos em figado, rim, baco e em outros tecidos
similares com o0s encontrados nesta pesquisa, porém, esse tipo de lesao
também pode ser encontrado em animais infectados por Flavobacteria sp.,
Mycobacteria sp., Nocardia sp., Edwardsiella tarda e Vibrio sp. (KLUGE, 1965;
TIMUR, ROBERTS, 1977; MIYAZAKI, KAIGE, 1985; COLQUHOUN, DUODU,
2011; BAUMGARTNER, HAWKE, 2011; ALFJORDEN, RUANE, 2015;
NGUYEN et al., 2016; ASSIS et al., 2016; HASHISH et al., 2018).
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Sabe-se que temperaturas ambientais baixas (16 a 18°C) inibem a
habilidade de tilapias em reagir a diferentes patdogenos devido a menor
velocidade das reacdes metabdlicas corporais e a queda de resposta imune
(SOTO et al.,, 2010; COLQUHOUN, DUODU, 2011; FIGUEIREDO, LOPES,
LEAL, 2017). Ressalta-se que as tilapias avaliados foram coletados em um
més com temperaturas minimas e maximas de 14,5°C e 24°C (INMET, 2017)
que é ideal para o crescimento da bactéria Fno, causadora de lesdes
macroscopicas similares ao encontrado nesta pesquisa, com indices de
mortalidade também similares (SOTO et al., 2010). Uma pesquisa anterior
realizada na mesma regido geografica deste estudo também detectou a
presenca de Fno em tildpias oriundas da regido, no entanto, difere-se os
relatos de alta mortalidade das tilapias avaliadas neste estudo, como ja
mencionado, além do fato deste estudo ter sido realizado diretamente na
produgéo e ndo em frigorificos (RAGHIANTE, 2016).

5.2. Diagnéstico Molecular por PCR

A ocorréncia de 98% de amostras positivas para Fno na PCR, confirma
a suspeita clinica e o diagnéstico anatomopatolégico sugestivo de bacteriose,
observado nas mesmas tilapias. Vale ressaltar que esta pesquisa foi
desenvolvida a partir de tilapias de criacbes comerciais, e a infecgado por Fno
foi natural, ndo experimental. Retrata situagcdo real enfrentada em quatro
diferentes locais de producao.

Alguns dos sinais clinicos observados, associados a queda da
temperatura ambiental e da agua durante as coletas e achados macroscépicos
granulomatosos observados no bago das tilapias também foram relacionados a
presenca de Fno em outros estudos (SOTO et al, 2010; LEAL et al., 2014;
RAGHIANTE, 2016). Leal et al. (2014) descreveram um aumento da
mortalidade no primeiro surto de Franciselose em tilapias, relatado na América

do Sul, quando a temperatura da agua esteve abaixo de 22°C. O mesmo
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observado nesta pesquisa, ja que as tilapias avaliadas foram coletas em um
més com temperaturas minimas e maximas de 14,5°C e 24°C (INMET, 2017).
A pesquisa de Fno em peixes € relatada por diversos autores como

descrito na Tabela 9.

Tabela 9. Pesquisa de deteccao de Francisella noatunensis subsp. orientalis

em tilapias (Oreochromis niloticus) nos ultimos anos.

S —
Local N® de Dignéstico Ocororenma Referéncias
amostras (%)
Minas Gerais, Brasil 44 Badﬁfgg’g'co 100 Leal et al. (2014)
Joinville, Santa Bacterioldgico 50,0 .
Catarina, Brasil 16 PCR 62,5 Jatoba et al. (2016)
Sao0 Paulo e Minas Bacteriologico 1,6a74,4 .
Gerais, Brasil 559 PCR 488a095  Assisetal (2016)
Rio Araguari, MG, 150 PCR 4 Raghiante (2016)
Brasil
Oeste do Parana, 27 PCR 88,8 Sebastizo et al. (2017)
Sao Paulo e Minas
Gerais, Brasil
S3o Paulo, Brasil 30  Histopatologico g5 65 Rodrigues et al. (2018)

PCR

A presencga de nodulos brancacentos (granuloma) de tamanhos variaveis
em 6rgdos como bago, figado e rim sdo descritos em diversas pesquisas sobre
a franciselose em peixes (OLSEN et al. 2006; COLQUHOUN, DUODU, 2011;
ALFJORDEN, RUANE, 2015; NGUYEN et al., 2016). Entretanto, ha relatos de
nao observagcdo das lesbes granulomatosas em casos confirmados da
presenga de Fno (KAMAISHI et al.,, 2010; RODRIGUES et al, 2018), o que
pode justificar a auséncia desta alteragdo patoldgica em 10% (05/50) das
tilapias avaliadas. Vale ressaltar que a auséncia de nédulos ou granulomas na
necropsia nao excluiu a possibilidade de infecgdo por Fno, ja que nestes 10%
de tilapias avaliadas, e sem nodulos, foram confirmadas com Fno no PCR.
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Lesdes cutaneas em peixes infectados por Fno tém sido descritas na
literatura (MAUEL et al., 2005; LEAL et al., 2014; RODRIGUES et al, 2018).
Nesta pesquisa 54% (27/50) dos peixes positivos para Fno na PCR
apresentaram lesdes cutdneas. Estes autores citados relatam que o fato da
franciselose deixar os peixes imunodebilitados, permite-se a instalacdo de
infecgbes secundarias onde novos agentes infecciosos, podem ser oportunistas
e causarem les6es em 6rgaos de animais, como a pele.

O fato de apenas uma tilapia avaliada nao ter sido positive para Fno pela
PCR n&do descarta a possibilidade da franciselose neste individuo ja que
durante a necropsia foi observada a presenca de nodulos brancacentos
(granuloma) no baco e lesédo cutanea, caracteristicos desta doenca.

Raghiante (2016) encontrou uma prevaléncia de 4% de Francisella spp.
em uma coleta aleatéria de 150 amostras de bagos de tilapias em frigorificos,
oriundos da regido do rio Araguari, entretanto, as coletas da autora foram
realizadas em frigorificos.

Com o resultado obtido no teste estatistico de Fischer é possivel instruir
os produtores e profissionais da area, que, a presencga de lesdes cutdneas em
juvenis de tilapia nos meses mais frios do ano, também pode ser sugestiva de
infecgao por Francisella noatunensis subsp. orientalis.

Como ja relatado nesta e em outras pesquisas aqui citadas, a presenca
da Franciselose em peixes esta relacionada com a diminuicido de temperatura
do ambiente e da agua. Esta informagao, associada ao fato da Fno ser capaz
de causar lesdes cutaneas, como comprovado por este estudo, permite ainda
que na producgao, os profissionais responsaveis pela produg¢ao ao identificarem
lesdes cutdneas em tilapias, em épocas com baixas de temperaturas,
suspeitem da presenca da doenca e adotem medidas preventivas, visando
reducdo da mortalidade na piscicultura.

No Brasil, atualmente apenas dois antimicrobianos sao legalizados para
uso na aquicultura, a oxitetraciclina e o florfenicol, os quais muitas vezes sao
ineficazes em alguns casos (ASSANE, 2018). Soto et al. (2010) ao avaliarem a
eficacia terapéutica do florfenicol no tratamento da infeccdo por Francisella

asiatica em tilapia-do-Nilo afirmaram que se o florfenicol for administrado
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durante os estagios iniciais da infecgéo, detectada por um rapido diagndstico,
possui 0 potencial de tratar efetivamente a Franciselose dos peixes. Diante
disso, orienta-se os produtores que ao sinal de qualquer suspeita, deve-se
enviar amostras para o diagnéstico com o uso de PCR em laboratério.

A excelente capacidade de reproducdo em tilapias e a aceitagcao da
carne pelo mercado consumidor fazem com que esta espécie apresente grande
potencial aquicola no mundo. No entanto, com tantos relatos, percebe-se que
tildpia € mais susceptivel a Fno, quando comparada a outras espécies de
peixes. Os mecanismos de patogenicidade da Fno n&o s&o totalmente
conhecidos e, sabe-se que estas bactérias apresentam uma expressiva taxa de
infectividade e notavel habilidade em persisitir no ambiente (SOTO et al.,
2015). De qualquer forma, devem-se redobrar cuidados adotando-se medidas
de biossegurancga na criagéo de tilapias.

Em um estudo realizado por Dong et al. (2016), ao realizar a injegao
intraperitoneal de Fno em panga (Pangasianodon hypophthalmus), carpas
(Cyprinus carpio) e tilapia (Oreochromis sp.), a fim de avaliar a suscetibilidade
a Fno, concluiram que a hibridizacao in situ revelou sinais Fno-positivos fracos
no bago infectado de panga e carpa, mas mostrou forte reatividade na tilapia
infectada, sugerindo que os bagres listrados e carpa comum n&o s&o
susceptiveis a Franciselose.

A Franciselose também ja foi descrita no bacalhau-do-atlantico (Gadus
morhua) (ELLINGSEN et al.,, 2011) que confirmaram, através da
imunohistoquimica e PCR em tempo real, a transmissao da franciselose pela
agua. No referente estudo, ao transferir a agua de um tanque contendo o
bacalhau infectado intraperitonealmente para um tanque com o peixe de
mesma espécie, porém saudavel, o peixe saudavel apresentou respostas de
anticorpos especificos e inflamatérias diante da presencga de Fno.

A comprovagao da transmissao pela agua da Fno entre peixes, por
Ellingsen et al. (2011), e, o fato de ja se ter o relato da bactéria Fno em tilapias
coletadas em frigorifico, oriundas da mesma regido geografica deste estudo
(RAGHIANTE, 2016), surege a hipdtese de que a infecgado por Fno, de forma

natural, nas tilapias avaliadas, criadas em tanques-rede, possa ter ocorrido
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através de transmisséo pelas aguas da bacia hidrografica do Rio Araguari, MG.
Além disso, vale ressaltar que as tilapias avaliadas neste estudo, foram criadas
em tanques-rede e que, alguns autores afirmam que este sistema de produgéo
possibilita a introducédo de patdégenos, circulantes pela agua (TEIXEIRA, 2006;
MORI, 2012). Este fato € de suma importéncia servindo como um alerta para a
piscicultura brasileira e sugestivo para futuros estudos em espécies de peixes
nativos da regiao.

Nao ha relatos na literatura de doencas em seres humanos causadas
por Francisella noatunensis subsp. Orientalis. Entretanto, pesquisas feitas com
outras espécies de Francisella spp., confirmam que alguns agentes deste
grupo bacteriano sao causadores de doengas zoondticas, como € o caso da
Francisella tularensisis, causadora da tularemia em homens (CLEMENS, LEE,
HORWITZ, 2018; WILLIAMSON et al, 2017) e que ha semelhangas genéticas
entre as espécies zoondticas e aquelas que ainda nado se tem comparagao
(NYLUND et al., 2006). Williamson et al. (2017) em estudos com Francisella
tularensis subsp. holarctica relatam sobre a existéncia de surtos de tularemia
por via aquatica em pelo menos dez paises e que a contaminagdo da agua,
originou-se de carcagas ou excretas de animais infectados. Ha relatos da
bactéria F. philomiragia, anteriormente conhecida como Yersinia philomiragia,
isolada de casos de doenga humana (WENGER et al., 1989).

A confirmacdo da presenga de Fno por PCR nas tilapias criadas em
tanque-rede, avaliadas nesta pesquisa, ressalta a importancia de se realizar,
efetivamente, a inspegédo sanitaria dos peixes em pisciculturas e frigorificos,
sabendo que ha espécies zoondticas de Francisella spp. e que ainda nao se
sabe, quanto ao potencial zoondtico de todas as espécies. Além do mais, 0
consumo do peixe cru, introduzido no Brasil pela cultura japonesa, aumenta a
possibilidade de doencas transmitidas por alimentos nos seres humanos.

Devido ao aumento de producdo e do consumo da carne de peixe e
sabendo que ha espécies zoondticas de Francisella spp., sugere-se novas
pesquisas para avaliar o potencial zoondtico das diversas espécies deste
género bacteriano, principalmente da Fno, encontrada em tilapias. Vale

ressaltar que neste estudo, algumas tilapias n&o apresentaram lesdes
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macroscopicas observadas na necropsia, entretanto, foram positivos para Fno
no PCR e que ha espécies de Francisella spp. causadoras de doencas
zoondticas. Sugere-se ainda que novos estudos sejam realizados para avaliar
se ha a presenca da Fno em peixes de espécies nativas, que talvez nao
apresentem sinais caracteristicos da franciselose mas servem de hospedeiro
da bactéria, aumentanto o risco de contaminagdes de tilapias em sistemas de

producdo em tanques-rede.
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6. CONCLUSAO

O destaque desta pesquisa é o alto indice de Francisella noatunensis
subsp. orientalis em tilapias cultivadas em tanques-rede pertencentes a Bacia
do Rio Araguari, MG, caracterizando um surto, no més de Julho de 2017. Este
fato serve de alerta para a piscicultura brasileira e principalmente para os
produtores da regiao.

Pode-se afirmar que a presenca de lesdes cutaneas em tilapias
associada a nodulos brancacentos (granulomas) no bago pode indicar a
presenca de Fno em tilapias em condicbes de baixa temperatura ambiental.
Sendo assim, indica-se aos produtores que ao sinal de qualquer suspeita,
deve-se enviar amostras para o diagnéstico rapido, como a PCR, em

laboratorio, a fim de se evitar maiores perdas na piscicultura.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Sugerem-se novas pesquisas para investigagdes quanto a patogenia e
ao potencial zoonoético das diversas espécies de Francisella spp. e quanto a
presenga desta bactéria em outras espécies de peixes nativos da regido da
bacia do Rio Araguari, MG.
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