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RESUMO

A ranicultura assim como toda atividade de produgdo animal, gera produtos de interesse
comercial. A producdo de ras de cultivo gera principalmente, a carne de ra, produto conhecido
mundialmente por suas propriedades nutricionais, como proteinas de alto valor bioldgico,
baixo teor de gordura, boa concentragdo de minerais e hipoalergenicidade. Além da carne, os
subprodutos da produgao de ras touro (Lithobates catesbeianus) como a carne mecanicamente
separada, também tem ganhado destaque comercial. Bactérias do género Strepfococcus spp.
sdo consideradas patogenos de relevancia para a aquicultura mundial. Este trabalho objetivou
identificar a causa de mortalidade massiva, em sistema intensivo alagado de cria¢do de ras
touro. Os principais sinais clinicos apresentados pelos animais foram natagdo erratica,
anorexia, edema abdominal e de membros, opacidade de cornea e curvatura lateral do corpo,
levando a suspeita clinica de estreptococose. Foram coletados 13 animais durante o periodo
de janeiro a junho de 2019 que apresentavam sinais clinicos da doenga. Apds avaliagao
macroscopica dos o6rgdos durante necropsia, foram coletadas de forma asséptica, amostras do
cérebro, coracdo, figado, pulmao e liquidos ascitico. Foram obtidos 26 isolados dos quais
42,30% de cérebro, 23,07% de coracdo, 15,38% de figado, 11,53% de pulmao e 7,69% de
liquidos ascitico. Todos os isolados foram caracterizados como cocos Gram positivos,
catalase e oxidase negativos. Essas amostras foram analisadas pela técnica de MALDI-TOF e
identificadas como Streptococcus agalactiae. Bactérias do género Streptococcus spp. podem
ser encontradas na microbiota natural da pele de ras de cultivo, podendo ser patogénicos em
situagdes favoraveis, como em sistemas de criacdo com alta densidade de estocagem. O
patdgeno Streptococcus agalactiae, ¢ comum em peixes, sendo responsavel por altas taxas de
mortalidade em sistemas de criagdo intensiva. Esse € o primeiro relato de Streptococcus
agalactiae descrito em ras-touro, causando mortalidade e prejuizos econdmicos.

Palavras- chave: Patogeno; Estreptococose; Mortalidade.

Streptococcus agalactiae INFECTION IN BULLFROGS (Lithobates catesbeianus)
CULTIVATED IN A FLOODED SYSTEM.

ABSTRACT

Raniculture, like all animal production activities, generates products of commercial interest.
The production of cultivated frogs mainly generates frog meat, a product known worldwide
for its nutritional properties, such as proteins of high biological value, low fat content, good
concentration of minerals and hypoallergenicity. In addition to meat, by-products from the
production of bull frogs (Lithobates catesbeianus) such as mechanically separated meat, have
also gained commercial prominence. Bacteria of the genus Streptococcus spp. are considered



important pathogens to aquaculture worldwide. The aim of this study were identify the cause
of massive mortality, in a flooded intensive system of breeding bull frogs. The main clinical
signs presented by the animals were erratic swimming, anorexia, abdominal and limb edema,
corneal opacity and lateral curvature of the body, leading to the clinical suspicion of
streptococcosis. Thirteen animals were collected during the period from January to June 2019
that showed clinical signs of the disease. After macroscopic evaluation of the organs during
necropsy, samples of the brain, heart, liver, lung and ascitic liquids were collected aseptically.
26 isolates were obtained, of which 42.30% brain, 23.07% heart, 15.38% liver, 11.53% lung
and 7.69% ascitic fluid. All isolates were characterized as Gram positive cocci, catalase and
oxidase negative. These samples were analyzed using the MALDI-TOF technique and
identified as Streptococcus agalactiae Bacteria of the genus Streptococcus spp. can be found
in the natural microbiota from the skin of cultivated frogs, and can be pathogenic in favorable
situations, such as in rearing systems with high stocking density. The pathogen Streptococcus
agalactiae, is common in fish, being responsible for high mortality rates in intensive farming
systems. This is the first report of Streptococcus agalactiae described in bullfrogs, causing
mortality and economic losses.
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1. Introducao

A ranicultura brasileira teve inicio na década de 1930, quando o canadense Tom
Cyrril Harrysson trouxe para o Brasil, 300 casais de ras-touro americana (Lithobates
catesbeianus), espécie nativa da América do Norte, dando inicio ao primeiro ranario

comercial do pais, localizado no estado do Rio de Janeiro (FERREIRA et al., 2002).

A escolha desta espécie foi atribuida a inumeras qualidades favoraveis a producao,
como a facil adaptacdo a sazonalidade climatica do pais, precocidade, fecundidade e

prolificidade (CARRARO, 2016; ANTONUCCI, 2009).

A carne de rd destaca-se como uma fonte nobre de pescado, e seu consumo vém
aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Além de ser considerada nutricionalmente
rica em proteinas, a carne de rd também possui baixa taxa de gorduras, sendo indicada,

principalmente para dietas hipocaloricas (CRIBB et al., 2013).

De acordo Cribb et al. (2013), diferentemente da maioria dos paises que praticam a
caga ou cultivo extensivo de ras, no Brasil institui-se a criagdo dos animais em cativeiro, a
partir de sistemas inicialmente rudimentares, que com o decorrer dos anos e de parcerias com

instituigdes de pesquisas, foram se desenvolvendo e tornando-se mais tecnificados.

Dentre estes sistemas, o sistema inundado, descrito por Mazzoni et al. (1995),
representa hoje uma forte tendéncia entre os ranicultores do pais. Isto porque objetiva
trabalhar com altas densidades de animais, apresentando-se totalmente repleto de agua (0,05
m), com auséncia de cochos e abrigos. Em contrapartida, como desvantagem, este sistema
favorece a proliferacdo de microorganismos (patogénicos ou ndo), causando altas taxas de

mortalidade no plantel, e consequentemente, grandes perdas econdmicas para o produtor.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi identificar o patégeno responsavel por
altas taxas de mortalidade de ras touro, criadas em sistema inundado na Fazenda Experimental
do Gloéria, municipio de Uberlandia, Minas Gerais, durante o periodo de janeiro a junho de

2019.



2. Material e métodos

2.1 Coleta dos animais

Durante o ano de 2019, foi observada uma alta taxa de mortalidade de rds touro,
criadas em sistema inundado, no Setor de Aquicultura da Fazenda Experimental do Gléria, da

Universidade Federal de Uberlandia.

Durante as aulas praticas que acontecem no setor, foram selecionados 13 animais

adultos neste periodo, que apresentavam sinais clinicos, com peso médio de 200 gramas.

Os treze animais selecionados passaram por avaliagdo macroscOpica durante a
necropsia, assim, associada também aos sinais clinicos manifestados pelos animais, optou-se
por coletar amostras de cérebro, coracdo, figado, pulmdo e liquido ascitico totalizando 54

amostras coletadas, sendo uma amostra de cada 6rgdo dos treze animais.

Os animais inicialmente manifestavam inapeténcia ou diminuigdo na ingestdo de
alimentos, anorexia, letargia e natacdo erratica, lesdes localizadas principalmente em regido
rostral da cabeca ¢ membros, opacidade de cérnea, curvatura lateral da coluna vertebral,

hemorragia oral, edema de membros anteriores e/ou posteriores, € em alguns casos, ascite.

2.2 Exames fisico e eutanasia

As ras passaram por exame fisico externo e apoOs este procedimento, foram
eutanasiadas, (de acordo com as recomendagdes da Resolugdo Normativa n° 29, de 13 de
novembro de 2015 do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal), através da
administracdo de lidocaina em gel por pincelamento no interior da boca dos animais, € em
condi¢des assépticas, foi realizada a necropsia e coleta de amostras de cérebro, figado,

coracdo e pulmao de cada animal, totalizando 54 amostras coletadas.

2.3 Coleta e processamento das amostras

Fragmentos de tecidos (cérebro, coragdo, figado, pulmao e liquido ascitico) foram
coletados em alca descartavel estéril e semeados em Agar Sangue, enriquecido com 5% de
sangue de ovino desfibrinado, e incubado em estufa a 28°C por 48 horas. Apds o periodo de

incubacdo, as colonias isoladas, passaram pelos testes de Gram, catalase e oxidase.



Finalizada a execucdo dos testes fenotipicos, as colonias foram congeladas em caldo
Brain Heart Infusion (BHI- Difco) acrescido de glicerol a 15%, e armazenadas em freezer a -

80°C.

Ap0s este procedimento, fragmentos dos o6rgaos selecionados foram armazenados em

formol tamponado a 10%, para realizacdo de andlises histologicas dos tecidos.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas em temperatura ambiente, e
novamente semeadas em Agar Sangue enriquecido com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado, e enviadas ao Laboratorio AQUACEN Satide Animal em Belo Horizonte, para
identificacdo dos isolados, através da metodologia MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser

Desorption lonization Time-of-flight Mass Spectrometry).

2.5 MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry)

Consiste em um sistema no qual o material bioldgico (neste caso, colonias
bacterianas em placas de Petri), ¢ colocado em uma placa contendo uma matriz polimérica.
Através de radiagdo a laser, ocorre vaporizagao da amostra e ionizagdo de varias moléculas.
Estas por sua vez, sdo aspiradas num tubo & vacuo e levadas a um detector. De acordo com a
molécula, o tempo de chegada, conhecido como Time of Flight, ¢ diferente. Estes dados sao
entdo, projetados graficamente, o que significa que para cada espécie bacteriana, existira um
grafico diferente. A partir de uma base de dados computadorizada, ¢ possivel entdo, a

interpretacdo dos resultados obtidos, fornecendo um resultado rapido e de alta acuricia

(BENAGLI, 2011).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight-mass-spectrometry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight-mass-spectrometry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight-mass-spectrometry
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/matrix-assisted-laser-desorption-ionization-time-of-flight-mass-spectrometry

3. Resultados e discussao

A partir da Tabela 1, observa-se a relacdo entre a quantidade de amostras coletadas e
a quantidade de amostras que foram selecionadas devido ao crescimento em Agar Sangue, de
colonias compativeis com as do género Streptococcus sp., devido as suas caracteristicas

macro e microscopicas, bem como suas respectivas porcentagens.

Tabela 1 — Relagdo das amostras coletadas e crescimento em Agar Sangue.

TOTAL DE TOTAL DE 0
MATERIAL AMOSTRAS AMOSTRAS /o DI]; g&%sgém S
EXAMINADAS ISOLADAS
Cérebro 13 11 42,30%
Coragdo 13 06 23,07%
Figado 13 04 15,38%
Pulmao 13 03 11,53%
Liquido ascitico 02 02 7,69%

Das 54 amostras coletadas e semeadas em Agar Sangue, foram obtidos 26 isolados.
Destes isolados 11 correspondem as amostras de cérebro, 06 as amostras de coracdo, 04 as

amostras de figado, 03 as amostras de pulmao e 02 as amostras de liquido ascitico.

As colonias apresentaram coloracdo branco acinzentada e aspecto puntiforme. No
teste de Gram, foram classificadas como cocos Gram positivos e nos testes de catalase e

oxidase, apresentaram resultado negativo.

Diante das caracteristicas fenotipicas dos isolados bacterianos, associadas aos sinais
clinicos manifestados pelos animais, indicavam que o surto de mortalidade das ras, foi
causado por bactéria do género Streptococcus spp., patogeno relativamente comum em
animais aquaticos, € que apresenta alta incidéncia em sistemas de criacdo com altas
densidades de estocagem (PILARSKI, 2010). Posteriormente, no teste de MALDI-TOF, todos

os isolados foram identificados como Streptococcus agalactiae.

Dentre as bactérias patogénicas para peixes, o Streptococcus agalactiae € uma das
mais importantes, especialmente para Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), criadas de

forma intensiva em tanques rede, pois € responsavel por quadros de meningoencefalite e



septicemia aguda (EVANS et al., 2002; MIAN et al., 2009). Durante surtos da doenga, as
taxas de mortalidade podem alcancar at¢ 90% dos animais, levando a grandes prejuizos

economicos (EVANS et al., 2006; FARIA et al., 2013).

Na ranicultura, as bactérias do género Streptococcus spp, também podem estar
envolvidas em surtos com altas taxas de mortalidade dos animais em sistemas de criagao
intensiva por serem consideradas ubiquas e de ampla distribuicio no ambiente aquatico

(MOSTERIO et al., 2014).

A microbiota natural da pele de ras de cultivo pode encontrar-se alterada de acordo
com o ambiente em que 0S animais se encontram, ou seja, um aumento na quantidade de
patdgenos oportunistas no ambiente pode colocar em risco a saude do hospedeiro (LOKESH,

KIRAN, 2016).

Xu et al. (2017) afirmam que bactérias patogénicas responsaveis por causarem
enfermidades as ras de cultivo, em sua maioria, encontram-se relacionadas a fatores como a

satde do hospedeiro e também as condi¢gdes de manejo sanitario do ambiente.

Em sistemas de criagdo como o inundado, embora possam ser citados como forte
tendéncia entre as raniculturas comerciais, pode-se dizer que € um sistema que exige cuidados
especiais, principalmente por trabalhar com alta densidade de animais. Ferreira (2002) afirma
que os fatores supracitados, associados a outras condicdes como manejos alimentar, fisico,
sanitario e profilatico inadequados, variagdes de temperatura ou luminosidade do ambiente,
alteragdes na qualidade da é4gua, canibalismo, presenca de predadores ou competicio por
alimento, podem ser considerados fatores estressantes para as rds. Tais fatores contribuem
diretamente para a patogenicidade do Streptococcus spp. pois podem causar imunossupressao

(FRANCESCHINI, 2012).

Instalagdes com estruturas danificadas e sujas com fezes e racdo podem ser
responsaveis por lesdes que acabam se tornando porta de entrada para microorganismos
presentes no ambiente (ZANGERONIMO et al., 2002), vindo a tornarem-se patogénicos, pois
0s animais permanecem em contato com dejetos e sobras de alimentos, podendo desencadear
possiveis patogenias. Em exames bacterioldgicos realizados nestas lesdes, ja foram isoladas
bactérias, como Pseudomonas aeroginosa, Klebsiella sp., Staphylococcus aureus e fungo

Candida sp (MELLO, 2001).



De acordo com Suhet (2011), para que a infeccdo bacteriana causada pelo
Streptococcus agalactiae se instale faz-se necessario que a temperatura corporal do animal,
esteja entre 27C° e 30°C, temperatura esta, bastante observada durante o periodo em que

ocorreu o surto na ranicultura.

E possivel observar, que a maior frequéncia de isolamento, ocorreu a partir de
amostras do cérebro dos animais (43,30%). Marcusso et al. (2015), afirmam que, em estudo
realizado sobre isolamento de Streptococcus agalactiae em tilapias, a maior porcentagem de
isolados também ocorreu no cérebro dos mesmos. Além disso, reforcam a necessidade de

estudos relacionados a presenca do patdgeno neste 0rgao.

Em relacdo a patogenia e achados de necropsia, embora em tildpias a infec¢do
causada por Streptococcus agalactiae ainda ndo seja totalmente caracterizada, alteragdes
iniciais em peixes infectados naturalmente pelo patégeno foram observadas pela associagdo
da presenca das colonias da bactéria e exotoxinas junto as lesdes do cérebro, figado, baco e

rins (CHEN et al., 2007; SUANYUK et al., 2008).

O fato da maior presenga do agente Streptococcus agalactiae em amostras do sistema
nervoso pode ser justificado a partir do seu mecanismo de viruléncia. O patdégeno causa
necrose local, de forma que consegue invadir e se multiplicar dentro de macréfagos. Estes
passam a atuar como veiculo da bactéria, disseminando-a para varios Orgdos, inclusive,
transpondo a barreira hematoencefélica, levando a um quadro septicémico (ELDAR ef al.,

1994),

De acordo com Nizet (2002), por possuir uma cépsula de polissacarideo, que ¢ capaz
de impedir a fagocitose por macrofagos e neutrdfilos do hospedeiro, o microorganismo
consegue sobreviver no interior dos fagocitos, sendo possivel sua migracdo para o sistema
nervoso central. Jarva et al. (2003) afirmam que o acido sidlico presente na capsula, ¢ fator
essencial para a patogenicidade, pois € o responsavel por impedir a deposi¢cdo do componente

C3b do sistema complemento, o que nao permite que ocorra fagocitose do microorganismo.

O fato de ter ocorrido crescimento de colonias do patégeno em amostras coletadas de
orgdos como coracdo (23,07%), figado (15,38%), pulmao (11,53%) e também em liquido
ascitico (7.69%), corrobora com a ideia de que o Streptococcus agalactiae, é responsavel por
quadros de meningoencefalite e septicemia observados em rads- touro, assim como acontece

em peixes (PILARSKI,2010).



Macroscopicamente, foi possivel observar que 6rgdos como o figado e o coragdo
encontravam-se aumentados de tamanho, além de pontos necroticos e alteracdo de cor,
concordando com Marcusso et al. (2015), que afirmam que em tecidos como figado e rim de
tilapias, também foi possivel o isolamento de Streptococcus agalactiae, reforcando a
necessidade de pesquisas que elucidem a presenga deste patdgeno nestes 6rgdos, umas vez

que os mesmos também encontravam-se aumentados de volume e repletos de sangue.

Leal (2011) confirma que o processo de infeccdo causado por Streptococcus
agalactiae pode causar septicemias em peixes, por se manifestar em 6rgdos como encéfalo,
rim, figado e bago, pois estes se encontram envolvidos em fung¢des imunologicas, além de

serem bastante vascularizados.

4. Conclusao

O agente Streptococcus agalactiae foi responsavel por causar infeccdo com sinais

clinicos e mortalidade em ras touro, semelhantes aqueles manifestados por peixes.

Considera-se importante o investimento em pesquisas capazes de elucidar aspectos
como os mecanismos de infeccdo e patogenia do microoganismo, sua epidemiologia, e
principalmente, métodos eficientes de prevencdo como vacinas, € controle, como a
investigacdo da eficicia de bases antimicrobianas evitando-se a adog¢do de medidas

equivocadas de tratamento, como a administragdo de antibioticos ineficientes.
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