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RESUMO

A ranicultura no Brasil tem grande importancia no cenario mundial, além de ser um dos
maiores paises criadores, também se destaca pelo nivel de tecnificagdo de sua produgdo. O
cultivo intensivo no pais permite uma grande produgdo em pequenos espagos de confinamento,
principalmente quando se faz o uso do sistema alagado, no entanto o risco de proliferagdo de
doencas infecciosas também aumenta consideravelmente. A bactéria Streptococcus agalactiae
causa surtos com alta mortalidade em diferentes espécies aquaticas, inclusive em tilapias do
Nilo, outra espécie de grande importancia no cenario brasileiro. Entre os anos de 2018 e 2019
ocorreram surtos no setor de aquicultura da Universidade Federal de Uberlandia, de
Streptococcus agalactiae com 55% de taxa de mortalidade nos animais em fase final de
terminag@o, o estudo segue com a identificagio dos isolados de Streptococcus agalactiae € com

a caracterizag¢do da doenga ocorrida nos surtos.

Palavras-chave: Ranicultura; Ra-touro; Streprococcus agalactiae; MLST



ABSTRACT

Brazilian frog culture shows a big importance in world scenario, in adition to being one
of the biggest productors, it also stands out for the level of technification. Intensive cultivation
in the country allows a large production in small confined spaces, especially when using the
flooded system, however the risk of proliferation of infectious diseases also increases
considerably. Streptococcus agalactiae causes outbreaks with high mortality in different
aquatic species, including Nile tilapia (Oreochromis niloticus), another species of great
importance in Brazilian scenario. Between 2018 and 2019 many Streptococcus agalactiae
outberaks happened on the aquaculture sector of Universidade Federal de Uberlandia, with a
55% mortality rate in animals in the stage of termination, the study continues with the
identification of Streptococcus agalactiae isolates and with the characterization of the disease

that occurred in the outbreaks.

Keywords: Frog culture; bullfrog; Streptococcus agalactiae; MLST.
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CAPITULO 1-:CONSIDERACOES SOBRE A CRIACAO DE RAS-TOURO (Lithobates

catesbeianus)

1.1 Panorama da producio de ra-touro

A espécie Ra-touro Litobathes catesbeianus, Shaw, 1802, proveniente da América do
Norte, ¢ encontrada também em paises da Europa, Asia, América Central e América do Sul,
como uma espécie exotica. E uma das maiores espécies do género Lithobates, chegando a pesar
em meédia 800g na fase adulta e 20 cm de comprimento. (IUCN-SSC-AMPHIBIAN-
SPECIALIST-GROUP, 2015; FAQ, 2021). A Ra-touro apresenta facilidade em se adaptar ao
manejo, e possui um bom desempenho produtivo, o que favorece a sua criagdo como uma
atividade zootécnica e econdmica (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

O consumo de carne de ra pode ser observado em diferentes culturas ao longo dos anos,
inclusive possui relatos que remetem a séculos antes de Cristo. A partir da década de 1970,
Cuba comeca a explorar o comércio da Ra-touro, através da caca dos animais que haviam sido
introduzidos décadas antes e se disseminaram na ilha, chegando a produzir 900 toneladas em
1976. No Brasil, apesar de existirem espécies nativas, a Unica espécie cultivada ¢ a Ra-touro,
que possui caracteristicas desejaveis a uma espécie de cultivo, como precocidade, prolificidade
e rusticidade superiores a espécies nativas (CARRARO, 2008; CRIBB; AFONSO;,
MOSTERIO, 2013; FAO, 2021).

A produgdo mundial tem crescido nas ultimas décadas, superando 2 mil toneladas/ano a
partir de 2010, sendo os principais produtores sdo Brasil, Taiwan e México. A cria¢do de Ra-
touro ocorre ha séculos nos Estados Unidos, mas sua introdugdo no Brasil ocorreu na década
de 1930, sendo o primeiro relato do estabelecimento de uma ranicultura desta espécie fora da
América do Norte. Na década de 1950, foram introduzidos os primeiros animais em Taiwan e
meados de 1960 no México (FAO, 2021).

O Brasil apresenta um perfil diferente dos outros produtores de rds, que optam por praticar
a caga ou o cultivo extensivo. A partir da década de 1970, a cadeia produtiva da ra passou a se
organizar para desenvolver tecnologias no setor, em parceria com institui¢des publicas
permitindo a intensificacdo da criag@o, aprimorando os sistemas de alimentagdo, reprodugao,

estocagem, bem como os aspectos sanitarios (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).
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1.2 Fases de producio da ra-touro

A criag@o de rds possui 7 estagios, iniciando pela reprodugdo, passando por 4 fases de
larvicultura, recria dos imagos até os 50g e encerramento com a engorda ou terminagao.
Portanto um ranario que realiza ciclo completo possui diferentes instalagdes e sistemas de
cultivo para acompanhar o desenvolvimento do animal (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO,
2013). Existem tanto propriedades que realizam ciclo completo, quanto propriedades que
exploram apenas a ultima fase, adquirindo a forma jovem da r3 e realizando a engorda até o
abate (CARRARO, 2008; SOUSA; MALTAROLO, 2019).

Uma caracteristica da producgdo no Brasil ¢ o manejo intensivo, no qual os animais sdo
criados em sistemas de confinamento com alta densidade. Por serem realizados em condi¢des
controladas estes sistemas demandam manejos de limpeza, bem como maior renovagio de agua.
Os animais sdo tratados com rac¢do para peixes carnivoros devido a ndo disponibilidade de

ragdes comerciais voltadas para a produgdo de ras touro (OLIVEIRA, 2015).

1.1.1 Reprodugio

O manejo de reprodugdo pode ocorrer através do acasalamento natural ou pela técnica
de reproducio induzida (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013; MILYANA DA SILVA
LEAL, 2021). Em ambos os casos, inicialmente sdo selecionados os reprodutores, com aspecto
saudavel, possuindo em torno de 400 a 500g e que se apresentem aptos a reproducdo, sendo os
machos avaliados de acordo com a dilatagdo e intensificacdo da coloragdo amarela na regido
gular e o comportamento de amplexo nupcial, e fémeas com dilatacdo da regido abdominal
(LIMA; AGOSTINHO, 1992; CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

No modelo tradicional de reprodug@o, os animais sdo alojados coletivamente na area de
acasalamento, mantendo-se a propor¢ao de 1 macho para cada 2 ou 3 fémeas, sendo os machos
substituidos semanalmente e as fémeas apos desovarem. O sistema ¢ considerado semi-seco,
pois possui piscinas para a formacao de casais, onde eles realizardo acasalamento e a deposi¢io
dos ovos, sendo uma piscina para cada macho. Apos os animais serem introduzidos ao recinto,
ndo existe interferéncia humana. A desova € coletada e introduzidos em tanques de incubagéo
(CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

No sistema de reprodugdo artificial os animais s3o alojados separadamente, e quando
considerados aptos a reproducdo, sdo submetidos a um tratamento hormonal que induz a desova

e producdo espermatica. Ao contrario do acasalamento, na reprodugéo artificial € utilizado uma
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propor¢do de 3 machos para cada fémea. Apos o protocolo hormonal, as fémeas tém seus
ovocitos coletados por meio de compressdo leve do ventre, estes sdo depositados em recipiente
limpo, onde receberdo o esperma coletado dos machos, diluido em agua. Posteriormente os
ovos sdo introduzidos em tanques de incubagio (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013;
MILYANA DA SILVA LEAL, 2021).

Aos reprodutores, ¢ indicado a utilizagdo de ragdo para peixes carnivoros com
granulometria em torno de 8-15mm, com teor de proteina bruta de 40-42%, sendo importante
ressaltar que os animais realizam jejum espontaneo no periodo de acasalamento, portanto ndo
¢ fornecido alimento no periodo de manejo reprodutivo. Este jejum € importante para a limpeza

da cloaca e prevencio de contaminaco na desova (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

1.1.2 Girinagem

Ap6s a eclosdo do girino, inicia-se a fase de larva inicial, marcada pela auséncia de
aparato digestério adaptado a ingestdo de alimentos, presenga do saco vitelinico e branquias
(CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

Cerca de uma semana apos a eclosdo os girinos entram no segundo estagio de vida, onde
ja absorveram o saco vitelinico, bem como suas branquias foram internalizadas e o animal esta
apto a consumir alimentos do meio, iniciando a fase em que sdo detritivoros ou herbivoros.
Pode se utilizar uma dieta de alimento natural, algas e planctons, combinado com alimento
artificial, bem como o fornecimento apenas de ragdo farelada contendo 40% de proteina bruta
(TAVARES; MORAIS; STEFANI, 2008).

Na terceira fase, o animal passa a desenvolver os membros posteriores e ao final da
quarta fase, a metamorfose esta completa, com o crescimento de todos os membros e absor¢io
da cauda. A alimentagdo se mantém a mesma, mas ¢ importante separar os animais de acordo
com o seu tamanho, e proporcionar um ambiente semi-alagado para o estagio final (CRIBB,;
AFONSO; MOSTERIO, 2013).

Nas fases de girinagem, qualidade da 4gua € primordial para manter a sanidade e a
produtividade. Temperatura em torno de 23°C, pH oscilando entre 6,5 a 7,5, niveis de Amonia
e Nitrito inferiores a 0,5 mg/L e oxigénio dissolvido superior a 4 mg/L, estes sdo os principais
parametros que devem ser almejados através de analises diarias do setor (TAVARES;

MORAIS; STEFANI, 2008; CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).
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1.1.3 Recria e engorda

O sistema de recria se inicia com a transferéncia dos imagos que acabaram de finalizar
sua metamorfose sendo transferidos a um novo sistema de criagdo. Estes animais que chegam
com aproximadamente 8 a 10g, sdo considerados imagos até atingirem 50g, depois passam a
ser considerados ras e entram na fase de engorda.

No periodo anterior a metamorfose, o animal apresenta dependéncia completa de
ambientes aquaticos, apos este periodo os animais ainda apresentam a demanda por ambientes
enriquecidos com agua, mas em sistemas alagados ou semi alagados. A utilizag@o de instalagdes
que protejam os animais de predadores e evitem fugas sdo fundamentais para a evolugio da
producdo e obtengdo de maior produtividade (OLIVEIRA, 2015).

No sistema de recria e engorda, os animais sdo transportados para baias inundadas ou
semi-inundadas. Devido ao modelo de alimentagdo deste animal, que apresenta maior
predilecdo para alimentos em movimento, o fornecimento de ragdo precisa acontecer pelo
menos 3 vezes ao dia. Em relagdo a alimentag@o o sistema inundado apresenta vantagem em
relagdo ao semi-inundado, pois 0 movimento da ragdo na dgua estimula a ingestdo (CASTRO,
2010).

Dos sistemas semi alagados se destacam os sistemas de Tanque ilha que possui uma
area central seca com as laterais alagadas, confinamento que conta com uma area retangular
preenchida com 40% a 70% de agua e o restante do piso cimentado onde se fornece o alimento.
Anfigranja que também possui formato retangular, mas neste caso area seca, cocho e area
alagada se estendem por toda area em formato linear e o sistema Ranabox que € caracterizado
por baias verticais sobrepostas umas as outras visando a economia de espago. Todos estes
sistemas atualmente podem aumentar sua eficiéncia, com o aumento da propor¢do de area
alagada das estruturas (CRIBB; AFONSO; MOSTERIO, 2013).

O sistema de produgdo alagado, que passou a ser utilizado recentemente no Brasil,
possibilita o aumento na densidade populacional nas baias e facilita a alimentagdo. Melhorando
os indices econdmicos e zootécnicos. Neste sistema os animais ficam em um recinto
completamente alagado, apenas com a cabeca fora d’agua (OLIVEIRA, 2015). O surgimento
de doengas infecciosas no ambiente alagado também ¢é mais provavel, tanto pela maior
densidade populacional, quanto pelo fato de os animais estarem compartilhando a agua,

alimento e excretas em periodo integral.
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1.3 Imunologia

O sistema imune da ra-touro, ¢ composto de imunidade inata e imunidade adaptativa,
participam da resposta imune das rds células inflamatérias, agentes quimicos e hormdnios
imunomoduladores (FIGUEIREDO et al., 2021). A imunidade inata € responsavel pela resposta
primaria ao patogeno, nela ocorre o recrutamento de células de defesa inespecificas, como
macrofagos e neutrdfilos, nesta fase também ocorre a produgdo de citocinas que irdo apresentar
o antigeno ao sistema imune adaptativo. Também estdo envolvidos glicocorticoides, hormonios
gonadais e melatonina, que s3o influenciados por fatores externos como temperatura, stress e
alimentac¢do, estes hormonios por sua vez, podem atuar estimulando ou inibindo o sistema
imune, de acordo com doses secretadas e periodo de duragdo (ASSIS et al., 2017,
FIGUEIREDO et al., 2021).

As rds touro pertencem ao subfilo Gnasthomata, que inclui os anfibios, mamiferos,
répteis, aves e a maior parte dos peixes. Estes animais possuem e expressam genes que dao
origem a Receptores de células B, Receptores de célula T e o Complexo principal de
histocompatibilidade, juntos eles sdo os responsaveis pela imunidade adaptativa que tem como
caracteristica importante a adaptabilidade e a memoria em relagdo a patogenos. Apesar de
possuirem genes semelhantes cada classe de animais expressa determinados fatores imunitarios
que definem o potencial da resposta imune adaptativa (FLAJNIK; KASAHARA, 2010).

O ambiente de confinamento gera um desconforto frequente para o animal e pode
ocasionar em aumento dos niveis de glicocorticoide, que por sua vez prejudica a resposta imune
(ASSIS et al., 2017). O manejo de biometria, que consiste em realizar a pesagem de uma
amostra do lote de producdo comercial para identificar peso médio do lote, planejar o
arragoamento e avaliar o desempenho, pode causar estresse momentaneo aos animais, assim
como o transporte, em ambos os procedimentos os animais retornam as condigdes pré-manejo

(SANTOSI et al,, 2020; SANTOS et al., 2021).

1.4 Principais doencas infecciosas na ranicultura

1.4.1 Periodo pré metamorfose

Apresentando uma alta mortalidade em girinos, o Frog virus 3(FV3) ¢ responsavel por
causar a ranavirose, sendo um grande desafio na ranicultura. A doenca que possui ampla
distribui¢do mundial, apresenta altas taxas de mortalidade, morbidade e capacidade de infectar

outras espécies de peixes, anfibios e répteis, sendo considerada doenca de notificagdo
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obrigatdria (CANDIDO et al., 2019; DA SILVA et al., 2020). A ranavirose € considerada uma
das principais doencas emergentes de importancia econdmica e ecologica em vertebrados
pecilotermos (CANDIDO et al., 2019).

A doenga acomete principalmente as fases iniciais devido ao baixo desenvolvimento do
sistema imunolégico, e pode causar sinais clinicos amplos como a perda de coordenacdo
motora, caquexia e inapeténcia e sindrome hemorragica aguda, bem como sinais especificos
como necrose de tecidos hepaticos, linfoides hematopoiéticos, dermatite ulcerativa e enterite
(CLAYTOR et al., 2017; DA SILVA et al., 2020).

O FV3 jé foi descrito em 5 continentes, causando altas mortalidades em diversas
espécies. No Brasil, estudos apontam para a identificacdo do virus em producdo comercial de
Ra-touro nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Goias, em todos os casos foi
identificada a infec¢do em girinos, com alta mortalidade morbidade (MAZZONI et al., 2009,
OLIVEIRA et al., 2020).

O fungo Batrachocytrium dendrobatidis, pode ocorrer como infec¢do secundaria,
aumentando a severidade da doengca (WATTERS et al., 2018). Em condi¢des normais, a ra-
touro pode servir de reservatorio para o fungo, que pode acometer outras espécies de anfibios,
causando desequilibrio ecologico (GARNER et al., 2006). Bactérias como Strepfococcus spp.
Também j& foram identificadas como causadores de infec¢es secundarias a ranavirose

(MAZZONI et al., 2012)

1.4.2 Periodo p6s metamorfose

1.4.2.1 Red leg

A sindrome da perna vermelha (“Red leg syndrome™) ocorre a partir de um importante
patdégeno de organismos aquaticos, a bactéria Aeromonas hydrophila, no entanto pode estar
associada a presenca de outros agentes como Staphylococcus aureus, Citrobacter freundi e
Pseudomonas aureginosa, e até mesmo associagdo com a ranavirose (PESSIER, 2017; DA
SILVA et al., 2020).

A sindrome da perna vermelha, tem como principais manifesta¢des clinicas eritema
cutdneo, descamagdes e ulceras e necrose epitelial, além de manifestagdes de comportamento
como ataxia e anorexia. Muitas manifestacdes que se enquadram nesta sintomatologia foram

descritas como red leg e ainda existe a caréncia de se caracterizar mais profundamente,
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principalmente pela doenga se manifestar em decorréncia de imunossupressdo, fase em que o
animal estd mais susceptivel a qualquer agente ambiental (PESSIER, 2017).

Os agentes envolvidos também causam doengas em outras espécies de anfibios e peixes.
Na produg@o de tilapia Aeromonas hidrophyla é um importante patogeno, portanto o cuidado
para ndo ocorrer o contato entre as espécies direta ou indiretamente evita o risco de
contaminac¢do cruzada. Recentemente, foram identificados surtos com alta mortalidade em
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) de doenga causada por Aeromonas jandaei, que ja
havia sido descrita causando doenga em outros peixes como tambaqui (Colossoma
macropomum) e pirarucu (Arapaima gigas), em répteis (Crocodilus siamensis), mostrando a
versatilidade de patogenos aquaticos a se adaptar a diferentes hospedeiros (DELPHINO et al,
2019a; ASSANE et al., 2021).

1.4.2.2 Estreptococose

Streptococcus agalactiae possuem ampla distribuigdo mundial e sdo conhecidos por
causar doencas em diversas espécies animais como infec¢des neonatais em humanos, mastite
em bovinos e septicemia em peixes. Além disto, possuem potencial zoonético, o que aumenta
ainda mais a importancia da vigilancia sobre estes patogenos (BOHNSACK et al., 2004;
EVANS etal, 2009; DELANNOY et al., 2013). Na aquicultura, ¢ conhecida como uma bactéria
causadora de grandes perdas economicas devido a surtos com alta mortalidade em tilapias na
fase final da terminacdo (KAWASAKI et al., 2018).

Streptococcus agalactiae é uma bactéria gram positiva, pertencente ao grupo B de
Lancefield, que pode ser classificada em diferentes sorotipos de acordo com o perfil capsular
antigénico(Ia,Ib, ILIILIV,V, VL VL VILIX). Os perfis encontrados no Brasil que causam
infec¢do em organismos aquaticos sdo do tipo Ia, Ib e III, o ultimo com potencial zoonotico
(FIOLO et al., 2012; DELANNOY et al., 2013; CHIDEROLI et al., 2017).

Um estudo realizado na Australia apresenta a hipétese da disseminagdo e adaptagdo da
bactéria entre hospedeiros marinhos a partir da importacdo de tilapias infectadas. As analises
realizadas no estudo mostram perfis relacionados a isolados de diversos continentes, inclusive
do Brasil, o que deixa mais evidente o potencial de disseminagdo e adaptagdo do patdogeno
(KAWASAKI et al., 2018). Os sinais clinicos apresentados nas diferentes espécies animais

contempla principalmente, sinais neuroldgicos como natagdo erratica, comprometimento do
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globo ocular e aumento de volume abdominal (PILARSKI, SCHOCKEN-ITURRINO, 2010;
KALIMUDDIN et al., 2017; DA SILVA et al., 2020)

Os estudos conduzidos na Australia, mostram a dissemina¢do da doenga em arraias,
garoupas e outras espécies de peixe. A bactéria, nos exames microbiologicos, se apresentou
como cocos Gram positivos agrupados em pares ou cadeias, ndo hemoliticos. Os isolados foram
encontrados e amostras de cérebro, olho, coragdo, figado, rim, bago, abscessos na pele. Nas
amostras coletadas para histopatoldgico foi possivel identificar meningite, infiltrado linfocitico
no cérebro, inflamagdo das células da glia, lesdes granulomatosas no olho, necrose hepatica,
inflamagdo granulomatosa no coragdo, presenga de infiltrado de leucocitos no
coracio(BOWATER et al ., 2012, 2018).

A produgio de tilapia no Brasil esta bastante susceptivel a perdas econdmicas devido a
surtos de estreptococose com alta mortalidade acometendo individuos ja na fase final da
producdo. Atualmente, o método mais eficiente para controle da doenga ¢ a vacinagdo. A
utilizagdo da vacina reduz os prejuizos com mortalidade e subprodug@o, assim como a economia
com o uso de antibidticos, sendo o custo da mesma inferior ao que ela gera de economia em
casos de surtos com alta mortalidade por S. agalactiae (DELPHINO et al., 2019b)

O primeiro relato de Strepfococcus spp. como provaveis causador de doenca em ris
ocorreu em 1983. As amostras foram identificadas como cocos Gram positivos, agrupados em
duplas ou pequenas cadeias, ndo hemoliticas, pertencentes ao grupo B de Lancefield. Os autores
descrevem a doenga causada em Ras touro como causando septicemia, esplenite necrosante,
hepatite com hemorragia hepatica e renal. O estudo descreve o desenvolvimento da
estreptococose em outros pecilotermos, e sugere o stress como um fator importante no
desenvolvimento da doenga (AMBORSKI et al., 1983).

Com a intensificagdo da producdo no Brasil, foi possivel identificar um aumento dos
problemas relacionados a doengas infecciosas na ranicultura, inclusive da estreptococose. Em
um estudo conduzido em 2009 foi possivel identificar animais provenientes de dois ranarios
apresentando anorexia, natagdo erratica e circular, letargia, escurecimento da pele petéquias e
mortalidade em massa. Nesse caso, foram isolados Strepfococcus spp. em amostras de rim,
figado, bago, cérebro e liquido ascitico. Através das caracteristicas bioquimicas foi identificado
Streptococcus spp. A bactéria encontrada apresentou algum grau de resisténcia a 12 de 14
antibioticos testados, sendo sensivel apenas a gentamicina e cloranfenicol (PILARSKI,

SCHOCKEN-ITURRINO, 2010).
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1.4.3 Epidemiologia molecular do Streptococcus agalactiae

A utilizagdo de técnicas moleculares para identificacdo de patdogenos permite maior precisdo
na identificacdo e caracterizacdo dos mesmos. A técnica de “Multilocus sequence Typing”
(MLST) ¢ um método que utiliza o sequenciamento de fragmentos com aproximadamente 500
pares de base de 7 genes housekeeping. O MLST ¢ uma importante ferramenta nos estudos de
epidemiologia molecular, devido a sua simplicidade comparado ao sequenciamento de genoma
completo. Este possui maior base de informagdes e permite uma comparagdo mais completa
com bancos de dados do mundo. Esta técnica pode ser utilizada para estudos epidemiologicos
com os estreptococos do grupo B (JONES et al., 2003; DELANNOY et al., 2013).

As analises de MLST s@o referéncias para investigacdes epidemiologicas e genéticas
com os estreptococos do grupo B, com os resultados do sequenciamento dos fragmentos dos
genes housekeeping (adhP, pheS, atr, ginA, sdhA, glcK e tkf) do MLST as amostras sdo
registradas em sequence types (STs). Ainda assim € possivel existir diferenca entre individuos
do mesmo ST, portanto para o estudo de genes de viruléncia, resisténcia antimicrobiana e outros
que visem o entendimento individual do organismo a partir do genoma ¢ interessante a
utilizagdo de técnicas auxiliares ou o sequenciamento de genoma completo (JONES et al., 2003;
DELANNOY et al., 2013; GODOY et al., 2013).

Um estudo conduzido no Brasil no ano de 2013, utilizando a sorotipagem capsular,
MLST e caracterizagdo de genes de viruléncia permitiu a identificag@o e analise de 46 isolados
de S. agalactiae em tilapias do Nilo e Pintado da Amazodnia, permitiu a identificacdo de
diferentes sorotipos e STs em diferentes regides do pais. Foram identificados os STs 103(Ia) ,
260(Ib) , 552(Ib), ndo tipavel (NT) e 553(Ib). As amostras pertencentes aos grupos STs 260,
552 e 553 foram agrupadas no mesmo complexo clonal, 552, o qual se encontra a maior parte
dos isolados brasileiros, destes, a ST260 foi encontrada nos estados do nordeste e a ST552 no
centro oeste, sul e sudeste. O ST103, isolado na Bahia, foi associado a infec¢des em peixes pela
primeira vez neste estudo ndo se enquadrando em algum complexo clonal. Com as analises de
MLST foi possivel uma identificagdo mais precisa, em relagdo a sorotipagem capsular, no
entanto, algumas amostras pertencentes aos mesmos STs apresentaram perfis de genes de
viruléncia diferentes, demonstrando a adaptacdo dos organismos a diferentes ambientes
(GODOY etal., 2013).

Um estudo realizado na China, em 10 fazendas de 5 distritos da provincia de Guandong,
coletou amostras de tilapias, sem sintomas aparentes de estreptococose, com peso médio de 2,5

kg. Foram coletadas amostras para exame bacterioldgico de animais que apresentaram lesdo
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muscular, ao final do procedimento foram obtidas 146 amostras de S. agalactiae que foram
submetidas ao MLST. As amostras foram pertencentes ao ST 7 que pertence ao complexo
clonal 7, distribuido pela Asia e Europa e encontrados em diversas fontes como amostras de
humanos, leite de vaca, e amostras de peixe (SUN et al., 2016). Este estudo mostra a presenca
do §. agalactiae em individuos mais velhos de forma assintomatica, fator que propicia a
permanéncia de individuos portadores da bactéria no meio sem tratamento adequado.

Em um estudo realizado, 2017, com amostras brasileiras de S.agalactiae coletadas em
peixes propde a modificagdo dos complexos clonais do sorotipo Ib propostas por Godoy et.
al(2013) , isto devido a algumas amostras ndo apresentarem o gene glcK, sendo este entdo
considerado ndo tipavel (NT), o complexo clonal 552 passa a ser entdo dividido em CC260,
composto pelos STs 260, 927, 259 e a amostra STIR-CD-17, e o segundo grupo, composto pelo
ST 257, e as amostras ndo tipaveis. O estudo mostra que as amostras consideradas NT estdo
presentes exclusivamente na regido centro-sul do Brasil. O estudo também demonstra que as
amostras NTs emergiram mais recentemente, cerca de 70 anos atrés, e indica a produgdo de
vacinas adaptadas a este sorotipo com possivel adaptacdo para novos hospedeiros (BARONY
etal., 2017).

Até o ano de 2016 os relatos de S.agalactiae em organismos aquaticos no Brasil eram
relacionados apenas ao sorotipo Ib predominantemente e ao sorotipo Ia, no entanto em surtos
ocorridos entre 2016 e 2017, em fazendas de tilapia nos estados do Piaui, Pernambuco, Ceara
e Bahia, foi possivel identificar individuos pertencentes ao sorotipo III. Os surtos apresentaram
alta mortalidade em plantéis vacinados para o sorotipo Ib, os peixes também apresentaram
letargia, melanose e exoftalmia. Todas amostras do sorotipo III foram pertencentes ao ST283 e
também foram encontradas 3 amostras do sorotipo Ib ST260. O ST283 até entdo havia sido
descrito apenas em paises do sudeste da Asia, o que indica uma provavel entrada do patogeno
através da importagio de tilapias. Na Asia o ST283 ja foi encontrado causando surtos de doenga
em humanos relacionados ao consumo de peixe (CHAU et al., 2017, LEAL et al., 2019)

Na Australia, tilapias do Nilo importadas na década de 70 e 80 sdo a provavel origem
de uma disseminagdo de S. agalactiae Tb ST261 em espécies marinhas de peixes, garoupas,
arraias, tainhas e outros peixes. Exoftalmia, natagdo errética, flutuagdo na superficie foram
observados nos animais doentes. O complexo clonal do ST261 pode ser encontrado na Asia,
Europa, Oceania, Africa e América do Norte. O estudo observa que a evolucio do S.agalactiae
sorotipo Ib, considerando ST260, ST261 e STS552, para se adaptar a organismos aquaticos passa

por um processo de reducdo do genoma, comparado a sorotipos de animais terrestres, o que
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dificulta a caracterizagdo e correlacdo entre diferentes isolados, apenas utilizando o

MLST.(BOWATER et al., 2012, 2018; KAWASAKI et al., 2018)

Consideracdes finais

O cultivo da ra-touro no Brasil vem sendo executado de maneira intensiva € com
constante desenvolvimento tecnologico proporcionando um cenario propicio ao aumento da
produgdo, no entanto este crescimento passa a ser ameagado caso o setor ndo avance nos estudos
a cerca dos potenciais patdgenos. Espécies que acometem outros organismos aquaticos podem
se desenvolver e passar a infectar as ras-touro, principalmente em sistemas com alta densidade
populacional, por isto ¢ fundamental o desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao

diagnostico, manejo preventivo e a sanidade destes animais.
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CAPITULO 2: CHARACTERIZATION AND MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF
THE Streptococcus agalactiae INFECTION IN FARMED BULLFROG (Lithobates
catesheianus) IN BRAZIL

ABSTRACT

Brazil is one of the biggest productor of bullfrog (Lithobates catesbeianus) in the world,
highlited to the intensive and tecnificate production compared to another countries. One of the
systems used currently is the flooded system that allows greater productivity but increase risks
to infectious diseases, among them the streptococcosis. This study aims to identify the pathogen
and characterize the disease in outbreaks occurred between december 2018 and June 2019, on
a brazilian bullfrog farm at SEAQUI-UFU in Uberlandia-MG and understand the molecular
epidemiology. Animals with clinical signs were sent to AQUACERRADO-UFU for samples
collection for histhopathological and microbiological analysis. The isolates of microbiological
were submited to phenotypical analysis, MALDi-TOF, capsular serotyping test and MLST.
Bullfrogs collected presented lethargy, skin lesions, neurological signs, ascites, edema,
petechiaes and signals of septicemia. Our results showed that Strepfococcus agalactiae Tb non-
typeable on MLST approach, was the agent causing disease. This is the first description of
Streptococcus agalactiae in bullfrog. The isolated is genetically similar to another tilapia
isolates, there are some relates of different species being infected in a cross relation by similar
samples of S. agalactiae, and this let us think that could be happen a cross infection between
tilapia and bullfrogs in the farm. This study is important to create standards for posterior

researchs about sanity of bullfrogs.

Keywords

Amphibians; GBS; MLST; outbreak; encephalitis.

1. INTRODUCTION

Bullfrog (Lithobates catesbeianus) is the most important frog specie on the world
amphifarms and Brazil is one of the mainly productors but different of the others, the country

adopted intensive systems of production like inundated and semi-dry (Cribb et al. 2013).
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Bullfrog culture become more technologic every year and inundated system, the most current,
is important to increase the stocking rate, providing greater productivity, but with this model is
important to pay more attention with the risk of infectious diseases (Cribb et al. 2013,
Nascimento et al. 2019). The culture of bullfrog produces a high level of organic and inorganic
waste, and health is an important question, being an obstacle to the growth of the sector. So
spread of pathogens become more easy when many animals are confined in inundated system
sharing food and excreta, understand the pathogens that emerges on that system is important to
provide a growth scenario to bullfrog culture (Mello et al. 2016, Peres 2018, Oliveira et al.
2020).

Because of the high stockage density and excess of food, species of Streptococcus genus
become one of the emergent pathogens in bullfrog culture (Pilarski & Schocken-Iturrino 2010).
Amborski et al. (1983) reported Strepfococcus spp. as the probable cause of infection in cultured
bullfrogs in Brazilian North, causing a mortality of approximately 80%, considering stress a
factor at the development of the disease. Another study, in 2010, identify Streptococcus spp.
causing disease in two different bullfrog farms in Brazilian southeast, the animals presented
anorexia, erratic swimming, lethargy, petechiae and massive mortality. The study tested the
resistance of the isolate to 14 antibiotics, and the Streptococcus spp. presents 100% of
sensibility just to gentamicin and chloramphenicol (Pilarski & Schocken-Iturrino 2010).

Despite being poorly described in bullfrog production, Streptococcus spp. are
opportunist pathogen, highly spread in aquatics environments (Pilarski & Schocken-Iturrino
2010, da Silva et al. 2020). In Brazilian tilapia cultures, between the possible streptococcosis,
Streptococcus agalactiae is the most important pathogen, because of the economic loss, high
mortality taxes or many subclinical infections. The mains clinical signs are
meningoencephalitis, lethargy, septicemia and high mortality, signs similar of the

strptococcosis in bullfrogs (Pilarski & Schocken-Iturrino 2010, Chideroli et al. 2017, Leal et al.
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2019). In Australia, importation of infected tilapia (Oreochromis spp.) is the probable cause of
marine aquatic hosts been infected with S. agalactiae serotype Ib, and that shows the potential
of the bacteria to adapt to different aquatic hosts in short time (Kawasaki et al. 2018).

The present study aims to characterize the disease and identify the pathogen of outbreaks
occurred in a bullfrog farm in Brazilian southeast, between December 2018 to June 2019, and
understand the molecular epidemiology of isolates, standardizing information for future studies

and trying to comprehend the origins of the disease.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Outbreak
At the aquaculture sector of Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Minas Gerais,

Brazil, four outbreaks occurred between December 2018 to June 2019 in the final month of
termination. The animals were storage in inundated system (Figure 1), that was adopted since

September 2018, before was used the semi-intensive system, allocated in bays with about 300

individuals, density of 25 individuals per m2. The system had constant renovation of water that

;’ -

Figure 1. Bullfrog inundated system at §EAQUI--

UFU.
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become for a stream with presence of Nile tilapia (Oreochromis niloticus), these bays were in

a stove that provides temperature superior to 25 °C.

2.2 Samples
During the outbreak animals with clinical signs were sent to AQUACERRADO-UFU

for identification of pathogens. After external exams, animals were euthanized according to
AQUACERRADO standards and CONCEA normative (2015). At the necropsy, samples were
collected for histopathological and microbiological analysis. For histopathological, samples of
brain, hear, liver and lungs were storage in 10% formalin and sent to PatCenter-MG for stain
with hematoxylin and eosin (Bowater et al. 2012).

For microbiological, samples of brain, hear, liver, lungs and ascitic liquid were collected
with sterile SWAB, and spread in Blood Agar, 5% sheep blood, and incubated for 48 hours at
28°C, isolates that grow in this period were stocked in Brain Heart Infusion enriched with 15%
glycerol and stocked at -80°C.

2.3 Isolates

Isolates were stored in BHI Broth enriched with 15% Glicerol at -80°C, were re-isolated
in blood agar enriched with 5% of sheep blood (SBA) at 28°C, 48h after, samples were
submitted to Gram, catalase and oxidase tests and sent to AQUAVET-Universidade Federal de
Minas Gerais for precise identification using capsular serotyping, MALDI-TOF and MLST
analysis.

2.3.1 Capsular serotyping
To identify the capsular polysaccharide typing of the 26 isolates was used the kit

Immulex® Streptococcus Group B Type Ib (batch LSBIb-10, SSI Diagnostica, Denmark),

following the recommendations of product.
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2.3.2 MALDI-TOF
To identify the specie of pathogen, isolates were sent to MALDI-TOF for confirm the

species of gram-positive cocci, according to Assis et al. (2017)

2.3.3 Multilocus Sequence Typing (MLST)

Eight samples were selected to MLST analysis, considering the four dates of outbreak
and five kind of samples (Brain, heart, liver, lung and ascitic liquid) that was made by 7
housekeeping genes typing (adhP, pheS, atr, glnA, sdhA, tkt and glcK), according to Jones et
al. (2003). Primers(Jones et al. 2003) were acquired from Integrated DNA Technologies (IDT,
USA). PCRs were performed using kit HotStart Taq Polimerase (Qiagen, USA) at 25 pL final
volume. PCR Mix composition and thermocycling conditions were explained on table 1.

All the reactions were conducted on Veriti 96-well Thermal Cycler equipment (Life
Technologies, USA). PCR products was separated on QIAxcell Advanced using QX DNA
Screening Kit (Qiagen) and purified using AMPure XP, Agencourt (Beckman Coulter, USA)
according to the recommendations of product.

Sequencing reaction was performed with BigDye Terminator Cycle sequencing
(Applied Biosystems, USA) kit, and analyzed on ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies, USA). Sequences forward and reverse were used to determine allelic profile and
sequence type (ST) of isolates wusing PUBMLST data to S. agalactiae

(https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-agalactiae).

Table 1. Details of PCR reaction for MLST.

Genes Reaction mixture PCR conditions

atr Buffer 10X: 2.5 uLL Initial step: 95°C for 5 min

glnA 25mM MgCl?: 1.5 uL Cycling: 35 cycles of 95°C for 1
tkt 10mM dNTP: 0.5 uL. min, 56°C for 45 s, and 72°C for 1

2

10mM each primer: 0.5 pL min;



https://pubmlst.org/organisms/streptococcus-agalactiae

Taq DNA Polymerase: 0.25 uL

Final elongation: 72°C for 15 min

glcK Buffer 10X: 2.5 uLL Initial step: 95°C for 15 min
pheS 25mM MgCla: 1.5 uL Cycling: 35 cycles of 95°C for 1
10mM dNTP: 0.5 uL. min, 56°C for 1 min, and 72°C for
10mM each primer: 0.5 pL 1 min;
Taq DNA Polymerase: 0.25 uL Final elongation: 72°C for 10 min
adhP Buffer 10X: 2.5 uLL Initial step: 95°C for 5 min
sdhA 25mM MgClz: 1.0 uL. Cycling: 35 cycles of 95°C for 1
10mM dNTP: 0.25 uL. min, 56°C for 40 s, and 72°C for 1
10mM each primer: 0.2 pL min;
Taq DNA Polymerase: 0.05 puL Final elongation: 72°C for 10 min
3.RESULTS

3.1 Outbreak Characterization

32

The main clinical signs observed during outbreaks were anorexia, lethargy, erratic

swimming, lateral curvature of spine (figure 2), rostral skin lesions (figure 2), cornea opacity,

haemorragic areas (figure 2) and edema in members, ascites (figure 2) and massive mortality

about 55%. At necropsy observed blod filled vessels in brain, liver with increased size, liquid

in abdominal cavity, necrotic areas in lungs.
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Figure 2. Bullfrog. A- Lateral curvature of spine. B-Ascitis. C-Rostral skin lesion. D-Haemorragic lesions in legs, torax and
abdome.

Histopathological analysis was possible to identify, mononuclear meningitis,
astrocitosis and edema in brain (Figure 2 and 3). Intracellular edema and presence of
melanomacrophages in liver(Figure 4-A). Edema, mononuclear pericarditis and thrombus in

vascular structure at heart(figure 4-B).



Figure 3. Photomicrograph of Brain fragment with the presence
of mononuclear inflammatory cells in the meninges,
characterizing meningitis.

Figure 4. Photomicrograph of brain. There was an increase in glial
cells randomly by the fragment, and multitocal areas of hemorrhage.
Increased Virschow space, characterizing edema

34



Figure 5. Photomicrograph otf.Fragment ot liver showing enlarged hepatocytes, with peripheral nucleus
and cloudy cytoplasm, with indistinct cytoplasmic limits , compatible with edema. Presence of
melanomacrophages in moderate to marked amounts(A). Photomicrograph of Heart fragment with a
marked increase in the spacing between cardiac tibers, characterizing edema. Presence of mononuclear
milammatory cells in a marked amount in the pericardium region and a rare amount of intermingling
with cardiac fibers. We noticed a vascular structure containing adhered to the wall, in tunica intima, a
structure consisting of cell debris, fibrin and basophilic granular structures suggestive of bacterial
colonies, characterizing thrombus(B).

35
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A total of 26 isolates were classified as Gram positive cocci, catalases and oxidases
negative, in MALDIT -TOF were identified as S. agalactiae, and serotype Ib, according to
Capsular serotyping.

3.2 MLST
In MLST was founded absence of amplification of g/cK gene for all the isolates, the

other 6 genes showed the same allelic profile: adhP: 52, pheS: 17, atr: 31, gInA: 4, sdhA: 26
and zkt: 19. Because of the absence of g/cK gene, it’s impossible to characterize ST, considering

non-typeable strains.

4.DISCUSSION

This is the first report of S. agalactiae causing outbreaks in bullfrogs in Brazil. Studies
with infectious diseases in bullfrogs were poor and it difficult the development of sanitary
strategies and better comprehension of the pathogens. Previous studies showed Streptococcus
spp. causing similar clinical signs of this relate, high stockage density and stress like were
presented like possible causes of the outbreaks.(Amborski et al. 1983, Pilarski & Schocken-
Iturrino 2010). Lethargy, ascites, incoordination, erratic swim, corneal opacity and discreet
petechiae in posterior members were the symptoms founded.

In Australia, at infections by S. agalactiae ST261 in rays, was possible to identify
mononuclear infiltrate cells and granulocytes in minority, at heart fragment, what reinforces the
idea of a septicemic disease. (Bowater et al. 2018). Meningitis and mononuclear infiltrate were
founded in Rays, groupers and now in Bullfrog, that continues to reinforce the capacity of attack
against nervous system (Bowater et al. 2012, 2018). Melanomacrophages was observed in liver,

and Filho et al., 2009 describes this like one of the histopathological finding at the experimental
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infection with a, strain of S. agalactiae in Nile tilapia isolated in Parana, Brazil, these
experiment shows the capacity of causing septicemia meningitis and epicarditis.

MALDI-TOF, was an efficient technique to confirm all the samples as S. agalactiae.
That technique could be used in routine of diagnosis of S. agalactiae, and MALDI-TOF seems
to be a good option of fast and effective technologies to give more information about S.
agalactiae, showing high capacity to process many analysis (Rothen et al. 2019).

MLST is an important tool to study epidemiological sources, host species interaction
and geographical distribution of S. agalactiae. The non typeable(NT) profile, founded at this
study was described in states of central-south region of Brazil causing diseases in Tilapia
(Oreochromis spp.)(Barony et al. 2017). The cross infection between tilapia and bullfrog is a
risk to both production, because these cultures happens in Brazil on correlated areas, so the
characterization of the disease and the pathogen is important to develop efficient health
management researches.

Most of tilapia isolates of S.agalactiae identified in Brazil was belonging to the Clonal
Complex 260 (CC260) or the group of ST’s 257, 552 and NT (Godoy et al. 2013, Barony et al.
2017). In Australia, samples of S.agalactiae ST261, founded in salt water species of fish like
rays and grouper fishes, probably have origins with an importation of tilapia (Oreochromis
spp).(Bowater et al. 2012, 2018, Kawasaki et al. 2018) . Considering ST’s 260, 261 and 552,
pathogens specifics of aquatic organisms, is noted a process of genome reduction comparing to
terrestrial hosts, and this is associated with the adaptability of these strains (Delannoy et al.
2013, Kawasaki et al. 2018). Correlating this facility to adapt to aquatic hosts and the
occurrence of the NT samples in tilapia on Brazilian southeast, it is probably that the
S.agalagtiae NT founded causing disease in bullfrog was carried by the free tilapia founded at

the water source of the farm.
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There are many studies with S. agalactiae in tilapia developing vaccine to control and
prevent outbreaks.(Liu et al. 2016, Delphino et al. 2019). Describe the disease, the pathogen
and standardize experimental infection model is the first step to future studies with vaccines,
antibiotic tests, diets and another researches that involves the interaction between bullfrogs and

S.agalactiae, an important pathogen in Brazilian aquaculture.

S.CONCLUSION

This is the first report of Streptococcus agalatiae (serotype Ib, non-typeable strains)
causing disease in bullfrogs (Lithobates catesbeianus). The present characterization of the
infection caused by S. agalactiae in bullfrogs have fundamental importance to the development

of future researches for control and prevention of streptococosis in bullfrog farms.
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