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CASSIANO, L.L. ESTUDO DA OCORRENCIA DE Mycobacterium spp. E Francisella
spp. EM TILAPIAS E TRUTAS DE AGUA DOCE E BIJUPIRAS DE AGUA
MARINHA NO SUDESTE DO BRASIL. 2022. Tese (Doutorado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

RESUMO

Na aquicultura (peixes, répteis, anfibios e crustaceos), a ocorréncia de enfermidades é
uma preocupacgdo constante, devido a rapida multiplicacdo de agentes patogénicos
(bactérias, fungos, virus e parasitas). Por esta razdo, medidas adequadas de manejo e
sanidade que visam seguranca dos alimentos e o controle de patdgenos devem ser
constantes para o sucesso dessa atividade agropecuaria. A Francisella spp. € um género
bacteriano que causa uma doenca granulomatosa conhecida por sua alta mortalidade em
tilapia do Nilo cultivada comercialmente. J& o Mycobacterium spp. agente etiol6gico da
tuberculose em peixes, é doenca com significativa relevancia para a saude publica, devido
ao seu carater zoono6tico. O objetivo do presente estudo foi identificar a presenca de
ambos o0s géneros bacterianos em pisciculturas comerciais de tilapia-do-Nilo, bijupiras e
trutas localizadas no sudeste do Brasil, por meio de técnicas de histopatologia, isolamento
bacteriano, PCR, imunohistoquimica e hibridizacdo in situ. Um total de 128 amostras
clinicas (rim, figado e bago) foram processadas para histologia, isolamento bacteriano,
imunohistoquimica usando anticorpos policlonais e hibridizacdo in situ com sondas
biotiniladas especificas. Para a PCR, as amostras foram processadas utilizando os
mesmos primers utilizados para a hibridizacdo in situ, porém ndo biotiniladas. Na
histologia em relacdo ao total das amostras, 46% (59/128) apresentaram granulomas,
hemorragia em 67,9% (87/128), centros de melanomacréfagos em 85,9% (110/128) e
presenca de eosindfilos em 59,3% (76/128) no rim, baco e/ou hepatopancreas. Ja pela
coloracdo de Fite-Faraco, 47,6% (61/128) das amostras apresentaram bacilos sugestivos
de Mycobacterium. No isolamento bacteriano de Francisella spp., nenhuma das amostras
foi positiva, e em relacdo a Mycobacterium spp., em 6,25% (8/128), das amostras houve
crescimento de colbnias, sendo identificadas duas espécies: M. fortuitum e M.
paragordonae. Ao PCR 28,9% (37/128) e 25% (32/128) das amostras foram positivas,
respectivamente para Francisella spp. e Mycobacterium spp. Na imunohistoquimica para
Francisella spp. 48,4% (62/128) das amostras apresentaram marcagdes positivas, e para
Mycobacterium spp., 61,7% (79/128). Ao avaliar as amostras por hibridizacdo in situ para
Francisella spp., 52,3% (67/128) das amostras apresentaram marcagdes positivas, e para
Mycobacterium spp., 57% (73/128). Portanto, no presente estudo, foi possivel verificar a
presenca dos agentes estudados pelas diversas técnicas empregadas, e ainda identificar a
coinfeccdo entre Francisella spp. e Mycobacterium spp., ressaltando a importancia do
rastreamento de agentes causadores de doencas granulomatosas, que acarretam perdas
econdmicas, além de apresentar um alto potencial zoonotico.

Palavras-chave: Granulomas, Imunohistoquimica, Hibridizagdo in situ, PCR,
isolamento bacteriano e Aquicultura



CASSIANO, L.L. STUDY OF OCCURRENCE OF Mycobacterium spp. AND
Francisella spp. FROM NILE TILAPIA, FRESHWATER TROUT AND MARINE
BIJUPIRA IN SOUTHEASTERN OF BRAZIL. 2022. Tese (Doutorado em Sanidade,
Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

In aquaculture (fish, reptiles, amphibians and crustaceans), the occurrence of diseases is
a constant concern, due to the rapid multiplication of pathogens (bacteria, fungi, viruses
and parasites). For this reason, adequate management and sanitation measures aimed at
food safety and pathogen control must be constant for the success of this agricultural
activity. Francisella spp. is a bacterial genus that causes a granulomatous disease known
for its high mortality in commercially farmed Nile tilapia. Mycobacterium spp. etiological
agent of tuberculosis in fish, is a disease with significant relevance to public health, due
to its zoonotic character. The objective of the present study was to identify the presence
of both bacterial genera in commercial fish farms of Nile tilapia, cobia and trout located
in  southeastern Brazil, using histopathology, bacterial isolation, PCR,
immunohistochemistry and in situ hybridization techniques. A total of 128 clinical
samples (kidney, liver and spleen) were processed for histology, bacterial isolation,
immunohistochemistry using polyclonal antibodies and in situ hybridization with specific
biotinylated probes. For PCR, samples were processed using the same primers used for
in situ hybridization, but not biotinylated. In histology in relation to the total of samples,
46% (59/128) had granulomas, hemorrhage in 67.9% (87/128), melanomacrophages
centers in 85.9% (110/128) and presence of eosinophils in 59 .3% (76/128) in kidney,
spleen and/or hepatopancreas. As for the Fite-Faraco stain, 47.6% (61/128) of the samples
showed bacilli suggestive of Mycobacterium. In the bacterial isolation of Francisella
spp., none of the samples was positive, and in relation to Mycobacterium spp., in 6.25%
(8/128) of the samples there was growth of colonies, being identified two species: M.
fortuitum and M. paragordonae. By PCR 28.9% (37/128) and 25% (32/128) of the
samples were positive, respectively for Francisella spp. and Mycobacterium spp. In
immunohistochemistry for Francisella spp. 48.4% (62/128) of the samples showed
positive stains, and for Mycobacterium spp., 61.7% (79/128). When evaluating the
samples by in situ hybridization for Francisella spp., 52.3% (67/128) of the samples
showed positive stains, and for Mycobacterium spp., 57% (73/128). Therefore, in the
present study, it was possible to verify the presence of the agents studied by the different
techniques used, and also to identify the coinfection between Francisella spp. and
Mycobacterium spp., emphasizing the importance of tracking agents that cause
granulomatous diseases, which cause economic losses, in addition to presenting a high
zoonotic potential.

Keywords: Granulomas, Immunohistochemistry, in situ hybridization, PCR, bacterial
isolation and Aquaculture
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1. INTRODUCAO

A piscicultura brasileira em 2020 teve um aumento de 5,93%, sendo que 60,6%
da producéo nacional referente a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), enquanto as
demais espécies como o tambaqui (Colossoma macropomum), o panga (Pangasius
hypophthalmus) e truta (Oncorhynchus mykiss), representaram 10,9% dessa producéo. A
producdo de pescado comparada com as demais fontes de proteinas foi a que obteve o
maior indice de crescimento. O Brasil se manteve na quarta posi¢cdo como maior produtor
de tilapia do mundo e os estados que lideraram a producdo foram: Parana, Sdo Paulo e
Rond6nia, somando mais de 292.000 toneladas de peixes de cultivo em tanques rede e
escavados. Ja a regido sudeste, entre os anos de 2018 e 2019, apresentou um crescimento
de 2,58% na producido (ANUARIO PEIXEBR, 2021).

A piscicultura marinha possui um enorme potencial econémico, porém representa
uma porcdo pouco significativa na producdo no Brasil. De acordo com a FAO (2018), o
Brasil ainda ndo possui dados estatisticos sobre a producédo de peixes marinhos (CHANG,
2003).

Conhecida como bijupira ou cacdo-de-escamas, a espécie Rachycentron canadum
(Linnaeus, 1766), possui carne saborosa, 6timo valor nutricional e alto potencial de
reproducdo, sendo um atrativo comercial para a piscicultura marinha brasileira e

encontrada naturalmente em todo o litoral brasileiro (CHANG, 2003).

Na aquicultura (peixes, répteis, anfibios e crustaceos), a ocorréncia de
enfermidades é uma preocupacdo constante, devido a rapida multiplicacdo de agentes
patogénicos (bactérias, fungos, virus e parasitas) (PILLAKY e KUTTY, 2005). Por esta
razdo, medidas adequadas de manejo e sanidade que visam seguranca alimentar e o
controle de patdgenos devem ser constantes para o sucesso dessa atividade agropecuaria
(SAPKOTA et al., 2008; PILLAKY e KUTTY, 2005; GRIGORAKIS e RIGOS, 2011).

As infecgbes por bactérias provocam grandes perdas na producdo por alta
mortalidade ou pelo mau aspecto dos animais doentes, 0 que inviabiliza sua
comercializacdo. Além disso, algumas bactérias podem ser zoonoticas causando
preocupacdo (MILLER e NEELY, 2005; WANG et al., 2009).
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Mycobacterium marinum, M. fortuitum e M. chelonae sdo os principais agentes
etiologicos da micobacteriose dos peixes, doengca com uma significativa importancia nas
infeccbes transmissiveis dos peixes aos seres humanos. E uma doenca cronica
progressiva, encontrada em todo o mundo, que afeta peixes de agua-doce, salgada e

salobra, tanto em pisciculturas comerciais quanto em vida livre (WOLF e SMITH, 1999).

A bactéria Francisella noatunensis subsp. orientalis e F. noatunensis subsp.
noatunensis causam a franciselose nos peixes, doenca granulomatosa globalmente
conhecida pelos danos causados em pisciculturas comerciais e pela alta mortalidade em
tilapias, principalmente. Limitacbes no diagnostico de franciselose podem ser
desafiadores, principalmente devido as dificuldades no isolamento bacteriano do agente,
por se tratar de uma bactéria fastidiosa, podendo, assim, ocorrer subnotificacdo da doenca
(COLQUHOUN e DUODU, 2011). O unico tratamento possivel é por meio de
antibioticos comerciais, ndo existindo vacina disponivel para que haja um controle dessa
enfermidade dentro das aquiculturas comerciais (SHAHIN et al., 2019). Estudos sobre a
patofisiologia da infeccdo podem ajudar no entendimento da doenga nos peixes, na
prevencdo e adequacdo das medidas de tratamento (CHERN e CHAO, 1994; SOTO et
al., 2012).

Sdo observados diversos entraves no diagndstico de bactérias fastidiosas, o que
estimula a busca de alternativas metodoldgicas. Cassiano et al. (2017) evidenciaram que
a combinacdo de diferentes técnicas diagnoésticas na identificacdo de microrganismos
patogénicos em amostras teciduais, como imunohistoquimica (IHC), hibridizacao in situ
(ISH) e PCR em amostras clinicas, podem favorecer o diagnostico preciso dos agentes

em questéo.

Ao combinar técnicas morfoldgicas, imunoldgicas e bioquimicas, pode-se
contribuir de modo promissor para o diagnostico de agentes infecciosos (GIMENO,
1995). Portanto, para identificar a presenca dessas bactérias é necessario a implementacao
de técnicas de identificacdo dos agentes etiologicos para obter uma analise eficaz e um

maior controle dessas enfermidades, colaborando com o agronegocio aquicola nacional.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral:

- Verificar a presenca e a caracterizacdo fenotipica e genotipica de agentes bacterianos
causadores de doencas granulomatosas em tilapias, bijupiras e trutas de pisciculturas
comerciais do sudeste do Brasil.

2.2 Especificos:

1.

Avaliar macro e microscopicamente 6Orgdos de animais por necropsia e
histopatologia.

Realizar tentativas de isolamento com meio de cultura especifico para Francisella
spp.

Realizar isolamento de Mycobacterium spp.

Realizar a deteccdo de Francisella spp. e Mycobacterium spp. através de PCR a
partir de amostras clinicas.

Aplicar as técnicas de imunohistoquimica e hibridizacao in situ para deteccdo de
Francisella spp. e Mycobacterium spp.

Realizar o sequenciamento nucleotidico (SANGER) e analise de sequencias de
produtos de PCR obtidos para Francisella spp. e Mycobacterium spp.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Aquicultura no Brasil

De acordo com o Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA), o Brasil possui a
maior reserva de adgua doce do planeta, com mais de 8 mil km3, muito superior a do
segundo colocado, a Russia, com cerca de 4,5 mil km3. Além disso, possui um litoral com
7,4 mil km de extenséo.

A aquicultura no Brasil iniciou-se a partir da importacdo de espécies, como a
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), a truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), entre
outras. Essa pratica comercial iniciou-se apenas na década de 1980, a partir de avangos
tecnoldgicos, do desenvolvimento de técnicas de manejo e do surgimento das primeiras
racdes, além da alta demanda de pesqueiros na regido Sudeste (OSTRENSKY et al.,
2008).

A producdo de pescados é dividida entre a pesca extrativa e a aquicultura. A pesca
extrativa baseia-se na retirada de recursos pesqueiros do ambiente natural e a aquicultura
é o cultivo, normalmente em um espaco delimitado, de organismos aquaticos, tais como
peixes, crustaceos, moluscos, algas, répteis e qualquer outra forma de vida aquatica de
interesse econdmico produtivo (SCHULTER e VIEIRA FILHO, 2017). A aquicultura
tem como atividades produtivas: piscicultura (cultivo de peixes); piscicultura marinha
(cultivos de peixes em agua marinha); maricultura (cultivo de organismos aquaticos
marinho-estuarinos); algicultura (cultivo de algas); ostreicultura (cultivo de ostras);

ranicultura (cultivo de ras) e carcinicultura (cultivo de camardes) (SEBRAE, 2015).

De acordo com a Embrapa (2017), as espécies mais comuns produzidas no pais,
por regido, sdo: Norte: tambaqui (Colossoma macropomum), pirarucu (Arapaima gigas)
e pirapitinga (Piaractus brachypomus); Nordeste: tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) e camardo marinho (Litopenaeus vanammei); Centro-Oeste: tambaqui, pacu
(Piaractus mesopotamicus) e pintado (Pseudoplatystoma corruscans); Sudeste: tilapia-
do-Nilo, pacu e pintado; e Sul: tilapia-do-Nilo, jundia (Rhamdia quelen), ostra

(Crasseostrea gigass) e mexilhdo (Perna perna).
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O “The State of World Fisheries and Aquaculture”, conhecido como SOFIA (FAO
- SOFIA, 2020), coloca o Brasil na 132 posicéo na producéo de peixes em cativeiro e o 8°

na producdo de peixes de agua doce.

Os maiores produtores de peixes cultivados no Brasil por estado, em 2020, foram:
1° lugar: Parana com 172.00t, em 2° lugar: S&o Paulo com 74.600t, em 3° lugar: Rond6nia
com 65.500t, em 4° lugar: Santa Catarina com 51.700t e em 5° lugar: Maranh&o com
47.700t. A regido Sudeste apresentou, no ano de 2020, um crescimento de 17,6% na
producdo, comparado ao ano de 2019 (ANUARIO PEIXEBR, 2021).

Em relacdo a piscicultura marinha, o Brasil teve um crescimento significativo
entre 1990 e 2008 (CAVALLI e HAMILTON, 2009). As espécies que se destacaram pelo
seu valor econdémico sdo: robalo-peva (Centropomus parallelus)
(ALVAREZ-LAJONCHERE e TSUZUKI, 2008), a garoupa-verdadeira (Epinephelus
marginatus) (SANCHES et al., 2009), o arioc6 (Lutjanus synagris) (SANCHES e
CERQUEIRA, 2010) e o cioba (Lutjanus analis) (SANCHES et al., 2013). Além disso,
o bijupird (Rachycentron canadum) apresentou destaque na producdo, por ser uma
espécie de ampla distribuicdo geografica e de caracteristicas epipelagica, eurialina,
euritérmica e migratoria (BENETTI et al., 2010).

3.2. Legislacao sobre as enfermidades na Aquicultura

A Portaria 573 de 04/06/2003 instituiu o Programa Nacional dos Animais
Aquéticos pelo MAPA (Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento), sendo
publicado pelo MPA (Ministério da Pesca e Aquicultura) por meio da Instrucdo
Normativa N° 4, de 04 de fevereiro de 2015.

A Portaria nimero 19 de fevereiro de 2015, define, na forma de anexo, uma lista
de doencas de notificacdo obrigatoria de animais aquaticos ao Servico Veterinario Oficial
(SVO). Esta lista contém no item 13 a notificagdo obrigatdria da infeccdo pela Francisella
noatunensis subsp. orientalis em Oreochromis spp., Tilapia spp., Sarotherodon spp. e

hibridos (tilapia e seus hibridos).

Esses dispositivos legais objetivam prevenir, controlar e erradicar as enfermidades

dos animais aquaticos (peixes, crustaceos, anfibios, moluscos) por intermédio do
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monitoramento e fiscalizacdo sanitaria animal, assegurando a oferta de produtos com

qualidade e inocuidade para a populacdo, a fim de salvaguardar a satde publica.

O Programa “Aquicultura com Sanidade” (Quadro 1) foi criado em conjunto com
o setor produtivo, a comunidade cientifica e de 6rgaos responsaveis pela Defesa Sanitaria
Animal nos Estados, a fim de elucidar questdes fundamentais para a organizagéo do
mercado aquicola, possibilitando um padrdo no cadastro sanitario de estabelecimentos
aquicolas e de acdes de atendimento as suspeitas de foco de doencas, bem como os planos

de contingéncia, além da orientacdo de boas praticas de producéo e biosseguridade.

Quadro 1. Estratégias e Atividades do Programa Aquicultura com Sanidade - Instrucéo
Normativa N° 4, de 04 de fevereiro de 2015.

ESTRATEGIAS DO PROGRAMA

e Manter o servico de promocao de salde de animais aquaticos, prevencédo, controle e
erradicacdo de doencas que possam causar danos a produgdo animal, a economia e
salde publica e ambiental.

e Elaboracdo de politicas, normas e diretrizes de sanidade aquicola;

e Coleta de dados e informacgdes com realizagdo de analises de riscos de ocorréncias de
eventos sanitarios;

e Programacdo, coordenacao e execucao de acOes de vigilancia zoossanitaria;

e Elaboracdo de planos de contingéncia, de controle e de emergéncia para doengas de
impacto;

¢ Planejamento, coordenacédo e implementacdo do sistema de informacéo zoossanitaria
e banco de dados correspondente, com o objetivo de facilitar a coordenagdo das
atividades e o intercambio de informacgdes;

e Programacdo, coordenacdo e execucdo da fiscalizacdo do transito de animais, de
produtos veterinarios, de materiais de multiplicacdo animal, de produtos destinados a
alimentacdo animal, produtos, subprodutos e derivados de origem animal, incluindo
a aplicacédo de requisitos sanitarios a serem observados na importagdo e exportacéo;

¢ Planejamento, coordenacao e realizacdo de estudos epidemioldgicos para doencas de
interesse em animais aquaticos;

¢ Planejamento, coordenacao e execucgdo de acOes relacionadas as quarentenas animais

e respectivos estabelecimentos quarentenarios;
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Coordenacdo do sistema de alerta zoossanitario para notificacao de riscos para a saude

animal e para informacdes que facilitem acéo de gestdo dos riscos rapida e adequada.

ATIVIDADES DO PROGRAMA

Cadastro de estabelecimentos onde se mantém, cultivam e processam animais
aquaticos;

Inventario das populacGes de animais aquaticos;

Fiscalizacdo de transito de animais aquaticos e Produtos de Origem Animal;
Cadastro dos profissionais atuantes em sanidade de animais aquaticos;

Execucdo dos programas, projetos e atividades de educagdo sanitaria em defesa
sanitaria animal;

Cadastro dos estabelecimentos de comércio de produtos de uso veterinario;

Cadastro dos laboratérios de diagndsticos de doencas de animais aquéticos;
Inventério das doencas de animais aquéticos diagnosticadas;

Execucdo de campanhas de controle e erradicacdo de doencas de animais aquaticos;
Vigilancia sanitaria passiva e ativa;

Acbdes de Defesa Sanitaria Animal (atendimento a notificacdes, interdicdo,
quarentena, depopulacdo, vazio sanitario, uso de sentinelas, repovoamento,
desinterdicdo etc.)

Orientacdo ao produtor rural sobre medidas profilaticas e de controle da sanidade na
aquicultura;

Controle de eventos agropecuarios (exposicoes, feiras e leildes de animais)
Certificacdo sanitaria de estabelecimentos;

Implementacdo e manutencdo de informes nosogréaficos;

Coordenacdo e execucdo das acdes de epidemiologia;

Emissdo de documentagdo sanitéria;

Participacdo em levantamentos epidemioldgicos de prevaléncia de enfermidades.

Fonte: Adaptado Defesa Agropecuéria Estado de S&o Paulo.

3.3. Principais bacterioses na Aquicultura

As bactérias que podem causar prejuizos econdémicos muitas vezes S&o
oportunistas, podendo estar presentes na microbiota e principalmente na dgua/ambiente

em que os peixes vivem. Ao ocorrer um desequilibrio no ambiente como: a baixa
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qualidade da agua, nutricdo deficiente, estresse fisico e/ou fisioldgico, excesso de
alimentacdo, alta densidade e até mesmo infestagdes por parasitas, podem ocorrer
enfermidades (KUBITZA, 2008; LEIRA et al., 2016).

Segundo Leira e colaboradores (2016), inimeras bactérias apresentam potencial
patogénico, porém, dentre as que ocorrem com maior frequéncia e causam maior impacto
econdbmico na producdo comercial sdo: Aeromonas spp, Edwardsella spp,
Flavobacterium columnare, Francisella spp, Streptococcus spp., Vibrio spp. e

Mycobacterium spp.

Os sinais clinicos que os peixes podem desenvolver sdo: letargia com perda de
apetite; natacdo erratica ou com movimentos espiralados; escurecimento ou lesfes nas
nadadeiras; hemorragias puntiformes pelo corpo; manchas brancas; Ulceras na pele;
ascite; exoftalmia e alta mortalidade. Na necropsia dos peixes, podem ser observados
granulos brancos no figado, baco e rim; hemorragia nos 6rgaos internos; esplenomegalia;
alteracdo de cor e alteragdes como fluido sanguinolento no intestino, entre outras
alteracdes (KUBITZA, 2008).

Boas praticas de manejo ainda sdo as mais adequadas para prevenir morbidade e
mortalidade. No entanto, um diagnéstico preciso e confiavel se faz necessario dentro de
um programa de deteccdo e controle de enfermidades em pisciculturas (LEIRA et al.,
2016).

3.4. Mycobacterium spp. (Micobacteriose dos peixes)

O género Mycobacterium foi descrito pela primeira vez em 1870 como sendo o
responsavel por causar a hanseniase. J& em 1882, foi isolada a espécie causadora da
tuberculose e, no final do século XXI o isolamento de micobactérias de diversas espécies

de aves, répteis, mamiferos e peixes ja havia ocorrido (WOLINSKY, 1979).

Mycobacterium spp. é responsavel por uma doenca granulomatosa sistémica,
podendo ser aguda ou cronica. Essa bactéria € um bacilo delgado, reto ou ligeiramente
curvo, de crescimento lento, imovel e ndo esporulado e tem como caracteristica principal

ser alcool-acido-resistente, possuindo na parede celular um alto teor de lipideos e



27

produzindo acidos graxos denominados acidos micdlicos, corando-se, desta forma, pela
coloracgéo de Ziehl- Neelsen (WAYNE e KUBICA, 1986).

As micobactérias estdo disseminadas também em reservatdrios aquéaticos. As duas
espeécies principais que causam micobacteriose em peixes sdo: Mycobacterium marinum
e Mycobacterium fortuitum, espécies zoonéticas, aléem de outras espécies como: M.
chelonei, M. neoaurum, M. simiae e M. scrofulaceum (NOGA et al, 1990; ISHIKAWA
et al, 2001; SPICKLER, 2006; JACOBS et al, 2009). Essas espécies sdo identificadas
como micobactérias ndo tuberculosas, nao pertencentes ao complexo respiratorio
(NOVOTNY et al. 2004).

A espécie M. marinum foi isolada pela primeira vez em 1926, no figado, bago e
rim de peixes marinhos do Aquério da Filadélfia (GARCIA et al., 2006; JALED et al.,
2010). A espécie pode se proliferar dentro de fibroblastos, macréfagos e células epiteliais
em peixes (DECOSTERE et al., 2004). A gravidade das infeccGes varia desde as cronicas,
sem grandes alteracGes teciduais em que poucos peixes morrem, até as infeccdes agudas
e graves com alta mortalidade (COLLINS et al., 1985; DECOSTERE et al., 2004;
SLANY et al., 2013). Antigamente, os surtos de M. marinum em humanos eram
esporadicos e associados a piscinas contaminadas, sendo conhecido como ‘granuloma de
piscina’ ou ‘granuloma de aquario’, causando lesdes granulomatosas na pele; porém, o

uso do cloro reduziu a frequéncia dos surtos (SLANY et al., 2013).

O M. fortuitum pode provocar granulomas de pele nos humanos, devido ao
manuseio de peixes infectados e relatos indicam que a infeccdo pode evoluir para
infec¢Oes pulmonares em humanos (NIGRELLI e VOGEL, 1963; BRAGG et al., 1990).

Os sinais clinicos causados pelo Mycobacterium séo variados e ndo especificos
como os das demais doencas bacterianas que acometem 0s peixes como: anorexia, letargia
e apatia, lesbes em pele como Ulceras, presenca de &reas hemorragicas, distensdo
abdominal, exoftalmia, deformidade na coluna, lesGes, alteragdes irreversiveis das
nadadeiras, entre outros sintomas. A forma aguda da doenca é mais rara, caracterizada

por poucos sinais clinicos e alta mortalidade (GIAVENNI et al., 1980).

O diagndstico para a micobacteriose nos peixes é dificil devido a caracteristica do
agente (fastidioso); portanto, é quase sempre baseado na observagdo do bacilo &cido

resistente em cortes seriados de tecido ou citologia por decalque, em coloracéo de Ziehl-
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Neelsen (WHIPPS et al., 2003). Microscopicamente, nota-se formacéao de granulomas de
origem epitelidide ou imune, caracteristicos de particulas insoluveis, lesdes tipicas do
microrganismo. Os granulomas sdo capazes de induzir uma resposta imune e seu centro

pode ser preenchido por necrose caseosa.

O isolamento bacteriano em meios especificos € conhecido como “padréo ouro”,
e fornece diagnostico definitivo. Os meios utilizados sdo: Petragnani e/ou Lowenstein-
Jensen, descontaminados pela técnica de Petroff e incubados a 37°C por pelo menos 90
dias, com observacdo inicialmente diaria e depois semanal. O crescimento positivo
sugestivo de micobactéria é indicado pelo aparecimento de coldnias com coloracdo
amarelada a alaranjada (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1979;
CORNER, 1994).

O tratamento das micobacterioses em peixes ainda é limitado e as vezes sem
sucesso. Métodos como: banho; injecdo intraperitoneal de Canamicina; estreptomicina;
incorporacgdo de isoniazida e o uso da rifampicina na ragdo podem ser utilizados. Porém
ndo eliminam a bactéria dos tanques dos peixes afetados. A infeccdo € controlada,
segundo SPICKLER (2006), com o abate dos peixes e desinfeccdo dos tanques e

equipamentos que entram em contato com os animais infectados.

A prevencdo sempre é o melhor caminho para ndo ocorrer a infec¢do dos animais
nas pisciculturas. Comprar peixes de propriedades reconhecidamente livres de doengas,
respeitando o periodo de quarenta para peixes importados, além do manejo correto dos
animais, ajudam a prevenir ndo sé as micobacterioses, mas diversas outras doencas que
acometem os peixes (SPICKLER, 2006).

3.5. Francisella spp. (Franciselose)

O género Francisella foi descrito pela primeira vez em 1922 pelo bacteriologista
americano Edward Francis (1872-1957), como Francisella tularensis, agente causador da
tularemia em humanos (SRIDHAR et al., 2012; SOTO et al., 2013).

As bactérias do género Francisella spp. sdo extremamente virulentas para diversas

espécies animais e foram encontradas em peixes marinhos e de agua doce, anfibios,
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répteis e mesmo em moluscos. E um patdgeno emergente que causa doenca tanto cronica,
quanto aguda em diversas espécies de peixes selvagens e cultivados, e associado a
massivas mortalidades de tilapia em cultivos comerciais em Taiwan, Havai e Costa Rica
(HSIEH et al., 2006; MAUEL et al., 2007; SOTO et al., 2009).

Os primeiros relatos no Brasil ocorreram no inverno dos anos de 2012 e 2013, em
Minas Gerais, em alevinos e juvenis de til&pia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) (LEAL
etal., 2014).

As bacterias do género Francisella sdo cocobacilos, imoveis, Gram-negativas,
estritamente aerdbias, intracelulares facultativas e extremamente fastidiosas. S&o
conhecidas duas subespécies de Francisella noatunensis: Francisella noatunensis subsp.
noatunensis e Francisella noatunensis subsp. orientalis (FNO) (SOTO et al., 2019).

Apresentam catalase positiva, oxidase negativa, reducdo de nitrato a nitrito
negativo, cisteina arilamidase, com crescimento ideal entre as temperaturas 15-22°C in
vitro, dependendo da espécie. Essa caracteristica de crescimento em temperaturas mais
baixas sugere que o maior risco de surtos ocorre principalmente no inverno (BIRKBECK
etal., 2011; GONGCALVES, 2015).

De acordo com Soto et al. (2009), essa doenca ndo apresenta sinais clinicos
especificos, porém os peixes podem apresentar perda do apetite, palidez, comportamento
letargico, natagdo erratica, areas hemorrégicas focais, perda de escamas, lesdes nas
nadadeiras, exoftalmia, renomegalia e esplenomegalia. Nos 6rgdos internos, como baco,
rim e hepatopéancreas, os animais infectados apresentam um grande namero de nodulos
brancos e, nas branquias, hiperplasia epitelial. Essas lesbes contém acUmulo
citoplasmatico de bactérias e por isso é comum a presenca de vasculite necrotizante focal
e difusa, principalmente no baco e rim, resultando na formacéo dos granulomas (MAUEL
etal., 2007).

A FNO tem a capacidade de interagir com diferentes receptores das células
fagociticas, células epiteliais e células dendriticas (HALL et al., 2007; KAMAISHI et al.,
2010; SOTO et al., 2010). As células fagociticas sdo essenciais no controle inicial de
infeccBes por fagocitar os agentes patogénicos e na formacdo de fagolisossomos que
degradam esse conteddo. Entretanto, as bactérias intracelulares, incluindo o género

Francisella, sdo capazes de desenvolver uma resisténcia a acdo do fagolisossomo, nao
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sendo degradadas, sobrevivendo dentro da célula (GOLOVLIOV etal., 2003; CLEMENS
etal., 2004; SANTIC et al., 2005; BIRKBECK et al., 2011).

A viruléncia da bactéria estd associada a genes que codificam o loci de
crescimento intracelular (iglA, igIB, iglC e igID). Esses genes parecem ser essenciais para
a capacidade de sobrevivéncia da F. tularensis dentro de macréfagos e causarem a doenca
(NANO et al., 2004; NANO e SCHMERK, 2007).

As caracteristicas fastidiosas dificultam o diagnéstico laboratorial da franciselose
tornando-o um desafio, pois a presenca de outros patdgenos podem inibir o crescimento
desta bactéria e elevar a subnotificacdo do problema (COLQUHOUN e DUODU, 2011).
O tratamento atual é a utilizagdo de antibidticos e ainda ndo est4 disponivel uma vacina
segura e eficiente no mercado para o controle dessa enfermidade nos animais aquaticos
(SHAHIN et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos realizados no presente projeto foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Biologico (CETEA-IB), registrado sob o
numero do protocolo CETEA 169/20 (Anexo 1).

Para a coleta das amostras a campo foi elaborado o manual de Procedimento
Operacional Padrdo (POP) (Anexo 2), contendo todas as etapas da coleta, desde a
anestesia, eutanésia, coleta, aliquota e transporte das amostras.

4.1. Desenho experimental e animais

Foram coletadas tilapias-do-Nilo, bijupiras e trutas-arco-iris em pisciculturas
comerciais do sudeste do Brasil, sendo seis pisciculturas de til&pia, duas de bijupird e uma
de truta. Os animais foram capturados de forma aleat6ria, mas que em algum momento
da producédo apresentaram sintomatologia clinica, como: lesdes nas nadadeiras peitorais
e dorsais, hemorragias puntiformes ao longo do corpo, exoftalmia, natacdo erratica e

morbidade.

Apos as coletas, todas as amostras foram encaminhadas para os laboratorios do

Instituto Biologico de S&o Paulo, SP, para serem processadas.

4.2. Locais de coleta

A primeira coleta foi realizada no més de agosto de 2017, na cidade de Santa Fé
do Sul, SP, que faz parte do reservatério da hidrelétrica de Ilha Solteira. Nesta regido
encontra-se o0 maior polo de producéo de tilapia do Estado de Sdo Paulo, com pisciculturas
que utilizam sistemas de producdo em tanque-rede (Figura 1). Foram visitadas cinco
pisciculturas (denominadas Al, A2, A3, A4 e A5). Na primeira piscicultura (Al), com
suspeita de surto de Francisella spp. de acordo com o proprietario da piscicultura; foram
coletados 20 peixes, e nas demais pisciculturas (A2, A3, A4 e A5), 10 peixes. Os animais
foram transportados em caixas de coleta de 1.000L com oxigénio para o Centro de
Pescado Continental do Instituto de Pesca, alocado na cidade de S&o José do Rio Preto —
SP, local onde a equipe fez a eutanasia, necropsia e posterior coleta de amostras de 6rgaos

dos peixes.
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Figura 1 -Tanques-rede da piscicultura comercial de tilapias-do-Nilo localizada no municipio de Santa
Fé do Sul/SP, no reservatorio da hidrelétrica de Ilha Solteira.

A segunda coleta, na piscicultura B, foi realizada no més de marco de 2018 em
Ilhabela/SP. A piscicultura era de producéo de alevinos de bijupiras em tanque escavado.
Foram coletados 20 alevinos (Figura 2). Os animais foram anestesiados e eutanasiados
conforme descrito no POP e as amostras de 6rgaos foram coletadas na prépria piscicultura

em uma instalacdo laboratorial do proprietario.

Figura 2 — Tanques de alvenaria da piscicultura comercial de alevinos de bijupiras localizada no
municipio de Ilha Bela/SP.
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A terceira coleta, na piscicultura C, de engorda de bijupiras em tanque rede, foi
realizada no més de agosto de 2018, em Ilha Grande, RJ. (Figura 3). Foram coletados 20
peixes em tanques aleatorios, animais de tamanho e peso variados e idades diferentes. Os
animais foram anestesiados e eutanasiados e as amostras coletadas na propria piscicultura

em uma instalacdo laboratorial.

Figura 3 — Tanques-rede da piscicultura comercial de bijupiras localizada no municipio de llha
Grande/RJ.

A quarta coleta foi realizada no més de fevereiro de 2019 em Pirassununga/SP, na
Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) do Instituto de Pesca — APTA — SAA.
Esta unidade é composta de viveiros escavados utilizados para crescimento de tilapias e
foi denominada piscicultura D (Figura 4). Foram coletados 12 peixes com tamanho e peso
variados, devido aos diferentes estagios de desenvolvimento das tilapias. Os animais
foram anestesiados e eutanasiados e as amostras coletadas no proprio local onde existe

uma estrutura laboratorial para analises.
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Figura 4 —Viveiros escavado da producdo de tilapias-do-Nilo do Centro Experimental da APTA
Regional localizada no municipio de Pirassununga/SP.

A quinta coleta foi realizada em marco de 2020, na piscicultura E, localizada em
Campos do Jorddo, SP, na Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento (UPD) do Instituto
de Pesca. A UPD de Campos do Jorddo é referéncia nacional em truticultura e realiza
pesquisas pioneiras sobre feminizacdo indireta dos peixes e tecnologia para o

melhoramento da salmonizag&o em trutas.

A escolha do local para coleta foi devido a alta mortalidade de peixes com suspeita
de doencas infecciosas com sinais clinicos, como: lesdes nas nadadeiras, hemorragias

puntiformes e exoftalmia (Figura 5 e 6).

Foram coletados cinco peixes com tamanho e peso variados para posterior analise
no Instituto Bioldgico - SP. Os animais foram anestesiados e eutanasiados e as amostras

coletadas no préprio local onde existe uma estrutura laboratorial.
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—

Figura 6. Tanques-escavados de alvenaria da produgo de trutas da UPD
de Campos do Jord&o/SP, onde ocorreu a coleta dos peixes de forma
aleatoria.

a5 K

Figura 5. Tanques-escavados de
alvenaria da producéo de trutas da UPD
de Campos do Jordao/SP.

A sexta coleta foi realizada em Pirassununga (piscicultura D2), no més de marco
de 2020, para continuagdo do monitoramento no local. Foram coletados 11 peixes
(tilapias-do-Nilo) com tamanho e peso variados. Os animais foram anestesiados e
eutanasiados e as amostras coletadas no proprio local onde existe uma estrutura

laboratorial para coleta de amostras.

4.3. Anestesia

Os animais foram anestesiados por imersdo em solucdo de agua contendo
Eugenol® na concentracdo de 120 mg/L. Apos a anestesia, foi realizada a biometria e a
eutandsia ocorreu por sec¢do da medula (CARVALHO, 2010).
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4.4, Laparotomia

Os animais foram colocados em prancha cirdrgica, em decubito lateral, realizada
a antissepsia da parede ventral com alcool a 70% e posterior colocacdo dos campos
cirurgicos fenestrados e esterilizados. Foi realizada a abertura na regido ventral por
incisdo longitudinal mediana de todos os planos anatémicos (Figura 7), utilizando-se
bisturi e tesoura tipo Mayo-Hegar reta. Em seguida, foi exposto o intestino e o
hepatopancreas rebatendo-os para o isolamento do bago. Apds a coleta do hepatopancreas
e baco, foram realizadas a dissecacdo de todas as estruturas para acessar o tecido
conjuntivo que reveste o rim. O opérculo foi rebatido expondo-o e um fragmento foi
retirado com a ajuda da tesoura. Em todos os procedimentos dissecatorios, foi utilizado o

instrumental microcirdrgico em condi¢des de total assepsia.

Apds a colheita, os 6rgdos foram seccionados e divididos em quatro fragmentos,
um fixado em formalina tamponada 10%, destinado para andlise histopatoldgica, outro
colocado em caldo Brain Heart Infusion (BHI) para anélise bacterioldgica e 0s outros
dois congelados separadamente em tubos de coleta, um para o isolamento do

Mycobacterium spp. € 0 outro para estoque.

Figura 7: Anatomia interna de um peixe mostrando a disposi¢do e nomenclatura dos 6rgaos.
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45 Isolamento Bacteriano

Foi realizada a identificagdo bacteriana das coldnias isoladas para o diagnostico de
Francisella spp. e diferenciais.

4.5.1 Francisella spp.

Os fragmentos de 6rgéos (rim, figado e baco) foram acondicionados em caldo BHI
para enriquecimento por 24 horas em temperatura de 37°C para amostras de tilapia e truta.
Apos esse periodo, os 6rgdos em BHI foram macerados e semeados em meio Agar
Mueller Hinton acrescido de cisteina 0,1%, glicose 1% e soro fetal bovino a 3%. Ja para
o isolamento de Fransicella spp. de bijupiras foram acrescentados 3% de NaCl ao meio
citado acima (HSIEH et al., 2006). Os érgdos foram macerados e desta solugdo 10 pL
foram semeados no &gar e incubados por até 72 horas a 25 e 36°C, respectivamente. Apos
o0 periodo de incubacdo, havendo proliferacdo bacteriana neste meio, observaram-se as
caracteristicas morfoldgicas das colénias como tamanho, forma e coloracdo. A seguir, foi
realizada a bacterioscopia, corando-se pelo método de Gram esfregacos das diferentes
coldnias, posteriormente observados ao microscopio para identificacdo da morfologia,
disposicdo das células e caracteristicas tintoriais ao Gram. As colbénias foram
identificadas de acordo com Quinn et al. (2005) e Winn et al. (2008) por meio das provas
de catalase, oxidase, indol, urease, hidrolise de gelatina, reducdo de nitrato, VVoges-
Proskauer, motilidade e fermentacgdo de agucares.

4.5.2 Mycobacterium spp.

Para o isolamento do Mycobacterium spp. foi utilizada uma metodologia
especifica para o género descrita pelo Manual do CENTRO PANAMERICANO DE
ZOONOSIS (1979).

Os fragmentos foram descongelados, macerados e diluidos em solucdo salina
0,85%, descontaminados pela técnica de Petroff e semeados em meio de cultura
Petragnani, com glicerol, fécula de batata, sais e ovos, e adi¢do de verde malaquita para
inibir o crescimento de fungos (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1979).
A incubacdo foi realizada em duas temperaturas distintas: a 37°C e em temperatura

ambiente, para isolamento de micobactérias ambientais. Os cultivos foram observados
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semanalmente durante 90 dias e a suspeita do crescimento de Mycobacterium spp.
indicada pela coloragdo das colbnias: variando da coloracdo branca, amarelada ao
alaranjado (CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSIS, 1979). A confirmagéo do
género foi realizada pela técnica de PCR para a regido ITS (BORCHARDT, 2009;
ROTHET, et al., 2000).

4.6  Histopatologia: Hematoxilina-eosina (H&E) e Ziehl-Neelsen variacdo Fite-

Faraco

As amostras foram processadas no Laboratério Interinstitucional de Sanidade em

Aquicultura do Instituto Biol6gico de Séo Paulo.

Apbs a fixacdo das amostras no formaldeido tamponado a 10%, foi realizado o
protocolo de desidratacdo em série crescente de etanol nas concentracdes 70% ao alcool
absoluto e diafanizacdo em xilol. Apos esse procedimento, os cassetes ficaram submersos
em parafina histoldgica derretida a 52°C, overnight (Quadro 2). Em seguida, os cassetes
foram incluidos em parafina em moldes apropriados. As amostras foram seccionadas a
4,5 um de espessura com auxilio de micrétomo HYRAX M 55Zeiss ® (MICHALANY,
1990).

Quadro 2 - Protocolo para 6rgdos: desidratacdo, diafanizagcdo e embebicao por parafina.

REAGENTES TEMPO
Alcool 70% 0,5h
Alcool 80% 0,5h
Alcool 95% | 0,5h

Alcool 95% I 0,5h

Alcool Absoluto | 0,5h

Alcool Absoluto I 0,5h
Xilol | 1h
Xilol 11 1h
Xilol 11 1h
Parafina overnight

Os cortes foram estendidos em banho-maria (60°C) e colocados em lamina de
vidro tratada previamente com gelatina ultrapura, facilitando a adesdo do corte
histolégico. Em seguida, a lamina foi incubada em estufa a 52°C, overnight, e

posteriormente realizada a desparafinizacdo (xilol), seguida de lavagem em alcool
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absoluto, hidratacdo em soluc@es hidro alcodlicas, coloracdo pela H&E, desidratagdo em
alcoois e diafanizagdo em xilol modificado segundo Michalany (1990) (Quadro 3). Para

a montagem da lamina e laminula, foi utilizada a resina sintética Entellan® (Merck).

Quadro 3 - Protocolo de desparafinizagdo, hidratacdo, coloracdo, desidratacdo e

diafanizacdo dos cortes, modificado segundo Michalany (1990).

REAGENTE TEMPO
Xilol | 5 minutos
Xilol |1 5 minutos
Alcool absoluto 2 minutos
Alcool 95% 2 minutos
Alcool 80% 2 minutos
Alcool 70% 1 minuto
Agua corrente Imergir rapidamente
Hematoxilina 7 minutos
Diferenciador de Hematoxilina Imergir rapidamente
Eosina 4 minutos
Agua corrente Imergir rapidamente
Alcool 70% Imergir rapidamente
Alcool 80% 1 minuto
Alcool 90% 1 minuto
Alcool absoluto | 1 minuto
Alcool absoluto 11 1 minuto
Xilol | 1 minuto
Xilol 11 1 minuto

Para coloracdo Ziehl-Neelsen variacdo Fite-Faraco (Quadro 4), as laminas
passaram por um pré-tratamento por imersao em uma solugédo contendo 20 mL de Solucgéo
de Tris-HCL pH 7,4, 11 mL de Perdxido de Hidrogénio 10% 30V e 69 mL de agua
destilada por 24 horas ao abrigo da luz, para o branqueamento da melanina dos
melanomacrofagos. Apos esse periodo, foi realizado o protocolo de coloracdo descrito
por Fite et al. (1947). Todas as laminas foram analisadas e microfotografadas em

microscopio de luz Carl-Zeiss Axio Scope.A1®.

Quadro 4. Protocolo de coloragéo Fite-Faraco (FITE et al., 1947).

REAGENTE TEMPO

Xilol + vaselina 5 minutos 2x
Secar as laminas -
Fucsina de Ziehl-Neelsen 18 minutos
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Lavar em agua corrente -
Diferenciador alcool-acido 1 minuto
Lavar em agua corrente 10 minuto
Azul de metileno 1 minuto
Lavar em 4gua corrente 2 minutos
Desidratar, diafanizar e montar. -

4.7 Reagdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os fragmentos de orgdos foram ressuspendidos em solucdo salina 0,85% e
posteriormente extraidos utilizando o protocolo de extracdo de DNA com o reagente
comercial Quick-gDNA™ MiniPrep Zymo-Spin IIN Columns ® (Zymo Research, Irvine,

CA, USA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.7.1 Francisella spp.

Apbs a extracao, foi realizada a PCR para deteccdo da Francisella spp. com a
utilizacgdo de primers descritos por Hsieh et al. (2007): F 5°-
GCGGATTAAAGGTGGCCTTTGC-3’ e R 5’-CCTGCAAGCTATTAACTCACAGG-
3’, com amplificacdo de um fragmento de 286 pb para o gene rDNA 16S FLB. A
amplificacdo das amostras foi realizada com a utilizacdo de 10 puL de DNA extraido
acrescido de 40 pL da mistura de reagentes da PCR contendo 1,25 U Taq DNA
polimerase, 200 uM de cada desoxinucleotideo, tampéo (10mM Tris-HCI, pH 8,0; 50mM
KCI); 2 mM MgCl, e 30 pmol de cada primer. A amplificacdo da PCR consistiu na
denaturacdo inicial a 94°C por 5 min., seguida de 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 58 °C por 30 segundos e extensdo a 72 ° C por 30 segundos e extens&o final
de 72 °C por 5 minutos em termociclador BioRad ®. Para controle positivo da reacéo foi
utilizada cepa de Francisella spp., gentilmente cedidas pelo Instituto de Pesca de Sao
Paulo, SP, e &gua deionizada estéril como controle negativo. Aliquotas de 10 pL das
amostras amplificadas foram homogeneizadas com 1 pL de corante glicerinado (Blue
juice — Invitrogen) e submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, gel red (Biotum,
USA) 10.000X a 1:125, adicionado de tampéo Tris Borato EDTA (TBE) 0,5X (0,0045 M
TRIS-Borato e 1mM de EDTA pH 8,0) respectivamente. A visualizacdo das bandas foi

realizada em transluminador de luz ultravioleta.
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4.7.2 Mycobacterium spp.

Para identificagdo do DNA do Mycobacterium spp. foram utilizadas as amostras

isoladas em cultura bacteriana.

As colonias isoladas foram ressuspendidas em d&gua ultrapura estéril,
acondicionadas em microtubos de 1,5 mL e fervidas a 100°C por 10 minutos para a
inativacdo, e extracdo do DNA. ApOs essa etapa, as amostras foram submetidas ao
congelamento a -20°C por no minimo uma hora (BEMER-MELCHIOR e DRUGEON,
1999).

A padronizacdo da PCR foi realizada utilizando a contaminacdo experimental de
uma cepa de Mycobacterium fortuitum, segundo Kantor (1979). Foi realizada a suspenséo
de M. fortuitum na escala 1 de Mac Farland, e dessa, foram realizadas suspensées seriadas
na base 10, até a diluicdo 10°. Foram inoculados 0,1 mL de cada suspensdo bacteriana
em tubos contendo meio Petragnani, e incubados a 37°C por 30 dias. Apds esse periodo,
foi realizada a contagem das unidades formadoras de coldnias (UFC).

A partir da média aritmética das UFCs nas dilui¢cdes, foi possivel estimar a
concentrac&o inicial de 3x10% UFC/mL. Dessa, foi retirado 0,1mL e realizada as diluicdes
seriadas de 10! até 10° para contaminagdo experimental de um pool de 6rgdos de um
peixe sabidamente negativo para Mycobacterium spp.

Foram testados alguns métodos de extracdo, e 0 que apresentou melhor limiar de
deteccdo foi o reagente comercial DNAzol (Invitrogen®). A sensibilidade da PCR foi de
3x10 2 UFC/mL com os primers descritos por Roth et al. (2000) e Borchardt (2009), que
amplificam fragmentos de 221 pb da regido espagadora intergénica (ITS) compreendida
entre 16S - 23S rDNA para o Mycobacterium spp.

Posteriormente as amostras foram extraidas utilizando o reagente comercial DNAzol

(Invitrogen®), de acordo com o fabricante, seguido da PCR convencional.

O DNA extraido dos tecidos e colonia foram submetidos a PCR, utilizando o
primer F 5°- ACCTCCTTTCTAAGGAGCACC — 3’ (BORCHARDT, 2009) e o primer
R 5’- GATGCTCGCAACCACTATCCA - 3’ (ROTH et al., 2000), com um produto de
221 pb da regido espacadora (ITS), compreendida entre 16S-23S rDNA, conservada do

género.



42

A amplificacdo da PCR consistiu de uma denaturacdo inicial de 95°C por 5
minutos, seguindo-se 35 ciclos de desnaturacéo a 96°C por 2 minutos, anelamento a 60°C
por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Depois do ultimo ciclo, foi realizada

uma extensdo final a 72°C por 5 minutos.

Para controle positivo foi utilizada a cepa de Mycobaterium spp. que faz parte da
colecdo do Laboratorio de Tuberculose do Instituto Biol6gico de Sao Paulo, SP, com a
denominagdo M. bovis AN5. E para controle negativo, foi utilizada dgua deionizada
estéril. Aliquotas de 10 pL das amostras amplificadas foram homogeneizadas com 1 pL
de corante glicerinado (Blue juice — Invitrogen) e submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, gel red (Biotum, USA) 10.000X a 1:125, adicionado de tamp&o Tris
Borato EDTA (TBE) 0,5X (0,0045 M TRIS-Borato e 1ImM de EDTA pH 8,0)
respectivamente. A visualizacdo das bandas foi realizada em transluminador de luz

ultravioleta.

4.7.3 Sequenciamento pelo método de SANGER

O sequenciamento das coldnias isoladas de Mycobacterium spp. foi realizado com
a utilizacéo dos primers forward D1 - 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’ e reverse P1
- 5’ACGGTTACCTTGTTACGACTT 3’ (WEISBURG, et al, 1991), ja para
sequenciamento dos produtos de PCR de Francisella spp. e Mycobacterium spp. foram

utilizados os primers descritos nos itens 4.7.1 e 4.7.2.

Apos a realizacdo da amplificacdo, os produtos de PCR foram mantidos a 4°C. Os
fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 1x (10,8 g de base tris, 5,5 g de &cido borico, 4 ml de EDTA 0,5 M e 4 ml
de &gua destilada), corados com gel red (Biotum, USA) 10.000X a 1:125 e visualizados
sob luz ultravioleta. Posteriormente os produtos de PCR foram purificados utilizando o

reagente polyethylene glycol (PEG 6000) de acordo com Schmitz e Risner (2006).

Os amplicons foram sequenciados pela metodologia de Sanger em sequenciador
capilar Genetic Analyzer 3500xL (Applied Biosystems®). Os fragmentos sequenciados
foram analisados usando o programa BioEdit (HALL, 1999). As sequéncias de
nucleotideos obtidas foram comparadas com aquelas depositadas no banco de dados do

GenBank e as que apresentaram as maiores pontuacdes foram selecionadas e alinhadas
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juntamente com as sequéncias obtidas usando o algoritmo ClustalWw. Uma anélise
filogenética foi realizada usando o programa Mega versdo 11 (TAMURA, et al., 2021).
A similaridade das sequéncias de nucleotideos entre os isolados foi calculada usando o

Basic Local Alignment Search Tool (Blast).

4.8  Preparacdo do material para Imunohistoquimica e Hibridizaco in situ

Antes das técnicas de imunohistoquimica e hibridizacao in situ, foram realizadas
a histologia e PCR a fim de estabelecer a presenca de granuloma e detectar o DNA de
Francisella spp. e Mycobacterium spp. Para tanto, foram utilizadas duas laminas
silanizadas, para identificacdo da Francisella spp. e outras duas para identificagédo do
Mycobacterium spp.

O preparo do material foi semelhante a rotina H&E, sendo os cortes de 4,5 um de
espessura foram estendidos em laminas silanizadas e os protocolos a seguir foram

adaptados de acordo com Cassiano et al. (2017).

As laminas silanizadas foram desparafinizadas com xilol e reidratadas em
sequéncia decrescente de alcoois (absoluto, 95°, 80° e 70°) e agua destilada, submersas
em uma solucdo contendo 20 mL de Solucéo de tris-HCL pH 7,4, 11 mL de perdxido de
hidrogénio 10% 30V e 69 mL de agua destilada por 24 horas ao abrigo da luz, para o
branqueamento da melanina dos melanomacréfagos (KORYTOWSKI e SARNA, 1990).

4.8.1 Imunohistoquimica

Com as laminas silanizadas foi realizado o protocolo de recuperagéo antigénica,
aplicando 100uL de Proteinase K (Dako — S3020) por corte e, por 5 minutos, em
temperatura ambiente, seguido de lavagem com agua destilada. Apds essa etapa, com a
finalidade de diminuir as ligac6es inespecificas, foi realizado o tratamento das Iaminas
com leite desnatado Molico® na concentragdo de 5% durante em dgua durante 60 minutos
a temperatura ambiente. O bloqueio da peroxidase endogena foi realizado com peroxido
de hidrogénio 10 volumes a 3% em 4&gua destilada, por 20 minutos a temperatura

ambiente. Em seguida, as laminas foram lavadas em &gua destilada e depois em tampéo
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fosfato (PBS 0,1 M). Apds foi realizada a secagem dos cortes para a aplicacdo do

anticorpo.

Apbs o preparo das laminas descritas acima procedeu-se a identificagdo de
Francisella spp. e de Mycobacterium spp. com anticorpos policlonais anti-Francisella
(1:500) (Imuny Biotechnology ®) e anti-Mycobacterium (1:500) (Imuny Biotechnology ®),
ambos diluidos em redutor de fundo Dako (Cod. S3022), e cada lamina foi incubada em
camara Umida refrigerada de 2- 8°C, por 18 horas.

Ap0s incubacao, foram realizadas duas lavagens com tampéo fosfato (PBS 0,1M)
em temperatura ambiente por 1 minuto. A revelacdo através do uso de conjugado ocorreu
com a utilizacdo os reagentes LSAB ®+ System-HRP (Dako — c6d. K0690) adaptado do
protocolo sugerido pelo fabricante. O tempo de incubacéo foi de 20 minutos a temperatura
ambiente para cada um dos reagentes, intercalados com duas lavagens com tampédo
fosfato (PBS 0,1M) por 1 minuto.

Ap0s essa etapa, as laminas foram submetidas ao sistema de substrato-cromdgeno
Liquid DAB+ Substrat Chromogen System (Dako ® — cod. K3468), revelando a marcagéo
do anticorpo por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de lavagem em agua
destilada e agua corrente e, a contra-coloracdo foi com hematoxilina de Harris por 5

minutos.

4.8.2 Hibridizacéo in situ

Com as laminas silanizadas, foi realizado o protocolo de recuperacdo antigénica,
aplicando tamp&o diluido (Dako ® S1699) em banho maria a 96°C, por 40 min. Apds
resfriamento completo das Iaminas, foi realizado o bloqueio com peroxidase endogena
(peroxido de hidrogénio 10V a 3% em metanol), por 20 min em temperatura ambiente.
Em seguida, foi realizada a digestdo enzimatica dos tecidos com proteinase K (Dako ®)

por 5 min., a temperatura ambiente.

Para identificagdo do DNA bacteriano foram utilizadas as sondas biotiniladas
especificas: para Francisella spp. (HSIEH et al.,, 2007) com as sondas: F 5’-
GCGGATTAAAGGTGGCCTTTGC-3’ ¢ R 5’-CCTGCAAGCTATTAACTCACAGG-
3’, e para detecgdo do Mycobacterium spp. (BORCHARDT, 2009; ROTH et al., 2000)
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com as sondas: F 5°- ACCTCCTTTCTAAGGAGCACC - 3’ ¢ R 5’- GATGCTCGC
AACCACTATCCA — 3’, misturados a um tamp&o de dilui¢do fornecido no kit (Dako ®
— kit cod. K0620). Os tecidos foram submersos em solugdo com sonda e tampéo de
diluicdo, depois foram cobertos por uma laminula. As ldminas montadas foram colocadas
no hibridizador Dako® (desnaturacéo a 96°C e hibridizagio a 37°C) overnight (18h).

Apos este periodo, foi realizado o banho de estringéncia em banho maria a 45°C,
por 30 minutos em tampé&o fornecido pelo kit e lavagem com TBST (Tris tamponado
salina/Tween a 3%). O sistema de revelacdo utilizado foi estreptavidina primaria em
tampéo diluente por 30 minutos, em cdmera Umida, depois o0 reagente biotinil tiramida
por 15 min., em temperatura ambiente e por fim, a estreptavidina secundaria por 15 min.
(Dako ®- kit cod. K0620).

Intercalando-se a cada etapa descrita acima, foram realizadas duas lavagens com
tampdo TBST por 5 minutos. O sistema de substrato-cromdgeno utilizado foi o Liquid
DAB+ Substrat Chromogen System (Dako ® — cod. K3468), com incubaco de 5 minutos
em temperatura ambiente, seguido de lavagem em &gua destilada e agua corrente. A

contra coloracdo foi realizada com hematoxilina de Harris por 5 minutos.

4.9  Andlise estatistica

Os resultados foram analisados com o “teste de comparacao de duas proporgdes
com distribuicdo amostral de Bernoulli” (MOOD et al., 1974). As diferengas foram
consideradas significativas quando p <0,05. Todas as analises estatisticas foram

realizadas no programa GraphPad Prism, verséo 5.
4.10 Analise de grau de concordancia — Kappa

O indice de concordancia Kappa foi utilizado entre as provas diagndsticas
utilizando o programa estatistico IBM SPSS Statistics (TANG et al., 2015) com nivel de
confianca de 95%. O grau de concordancia das margens dos valores do indice Kappa
podem ser consultados no quadro 5.
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Quadro 5 — Margens de valores para classificar o grau de concordancia do indice Kappa.

Kappa Grau de concordancia
<0 ausente
0-0,2 insignificante
0,2-04 baixo
0,4-0,6 moderado
06-0,8 bom
08-1 muito bom




47

5. RESULTADOS

Os resultados foram descritos por etapa e posteriormente foram realizadas as

analises comparativa e estatistica entre as técnicas utilizadas no presente estudo.

5.1. Biometria dos animais

Ap0s a coleta e a anestesia 0s animais foram pesados e medidos para realizacdo

da biometria como descrito na tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Biometria dos animais por piscicultura.

n° de peixes Peso médio (g) Comprimento (cm)
Piscicultura Al 20 105,09 £ 8,5¢ 17,5cm £ 1,1cm
Piscicultura A2 10 140,09 £ 5,79 18,4cm +0,8cm
Piscicultura A3 10 79,60 £12,7g 16,1cm £0,7cm
Piscicultura A4 10 139,8g + 147,19 17,6cm £ 7,1cm
Piscicultura A5 10 8,4q9 £ 4,69 7,7cm £ 1,6cm
Piscicultura B 20 25,50 £3,2¢ 16,7cm £0,6cm
Piscicultura C 20 445,59 +1766,1g (EP 394,92) 39,4cm + 26,5cm
Piscicultura D1 12 266,19 +195,8g (EP 43,78) 24,7cm £6,6cm
Piscicultura D2 11 102,19 £+ 37,49 17,3cm £ 3,2cm
Piscicultura E 5 994,849 +258,02¢ 39,2cm +1,76cm

5.2. Andlise macroscépica

Foram coletados 128 animais, sendo: 83 tilapias, 40 bijupiras e 5 trutas. Desses,
18 animais apresentaram lesdes branca-acinzentadas semelhante aos nddulos de Ghon
(Figura 8 e 9), com aspecto caseoso, circunscritos, firmes e de quantidade variadas. Esse
tipo de leséo foi observado em varios peixes, sendo mais frequente em bago (10/18), rim
(4/18) e figado (4/18). Esse resultado sugere tropismo dos agentes por regides esplénicas.
Além da lesdo granulomatosa descrita acima, foram observadas diversas outras lesdes
ulcerativas em nadadeiras peitorais e dorsais, além de figado hemorragico, dois animais

com ma formac&o (Figura 10) e dois peixes com exoftalmia.
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Figura 8 — A. Les0es ulceradas na nadadeira peitoral em tilapia-do-Nilo capturada na piscicultura de Santa Fé
do Sul/SP. B. Presenca de granulomas no bago com esplenomegalia (ponta da tesoura). na mesma tilapia-do-Nilo

apos incisdo da regido ventral.

Figura 10- M4 formacéo dorsal em tilapia-do-Nilo, capturada

Figura 9 - Presenca de granulomas no rim encefalico (ponta o )
em uma piscicultura de Santa Fé do Sul/SP.

da tesoura) e no figado (seta preta) em tilapia-do-Nilo
capturada em uma piscicultura de Santa Fé do Sul/SP.

5.3. Isolamento Bacteriano

O isolamento bacteriano da Francisella spp. e do Mycobacterium spp. foram
realizados no Laboratdrio de Bacteriologia Geral e Tuberculose do Centro de Pesquisa

em Sanidade Animal do Instituto Biologico, SP.
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5.3.1. Francisella spp.

No isolamento bacteriano para o diagnostico de Francisella spp., nenhuma
amostra foi positiva. Entretanto, foram isolados e identificados diversos outros géneros

bacterianos nas amostras, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Caracterizacdo bioquimica dos géneros e espécies bacterianas isoladas em tilapias (83),
bijupiras (40) e trutas (5).

TILAPIA (n/%) BIJUPIRA (n/%) TRUTAS (n/%)

Enterobactéria 19/ 22,89% 27167,5% 0
Staphylococcus spp. 26/31,32 % 23157,5% 21 40%
Bacillus spp. 36/43,37% 20/ 50% 3/60%
Cocobacilo Gram negativo ndo fermentador mdvel oxidase positiva 212,40% 0 0
Cocobacilo Gram negativo ndo fermentador mdvel oxidase negativa 1/1,20% 0 0
Bacilo Gram negativo ndo fermentador imével oxidase positiva 1/1,20% 0 0
Plesiomonas shigelloides 16/ 19,44% 0 0
Aeromonas jandaei 1/1,20% 0 0
Aeromonas eucrenophila 1/1,20% 0 0
Enterococcus faecalis 212,40% 0 0
Lactococcus garvieae 0 0 1/20%
Lactococcus lactis 3/3,61% 0 21 40%
Klebsiella pneumoniae 1/1,20% 0 0
Paenibacillus glucanolyticus 0 0 1/20%
Cronobacter spp. 1/1,20% 0 0
Streptococcus spp. 1/1,20% 0 0
Pasteurella aerogenes 0 215% 0
Auséncia de crescimento 35/42,16% 16 / 40% 0
Contaminag&o por Proteus sp. 0 1/2,5% 0

5.3.2. Mycobacterium spp.

No isolamento do Mycobacterium spp., foram obtidas colbnias suspeitas em
amostras de tilapias em 9,6% (8/83) nas pisciculturas Al, A3, A4, A5, D1 e D2. Nas
amostras de bijupiras (pisciculturas B e C) e nas trutas (piscicultura E) os resultados foram

negativos para isolamento.

Para a identificacdo molecular das oito col6nias isoladas suspeitas, foi realizado a
PCR para Mycobacterium spp. com primers especificos para esse género, confirmando

em todas o género Mycobacterium spp.
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5.4. Histopatologia: Hematoxilina-eosina (H&E) e Ziehl-Neelsen variacdo Fite-

Faraco

Dos 128 animais coletados, foi verificada a presenca de reacdo inflamatdria
granulomatosa (Figuras 11 e 12), caseosas em alguns casos e ndo-caseosas em outros, em
59 animais, pela técnica de H&E. Além disso, observa-se, ao redor da lesdo
granulomatosa, ou granuloma, macrofagos, células epiteliais e células inflamatorias
mononucleares, especialmente linfocitos e alguns plasmdcitos. Nota-se também centros
de melanomacréfagos (Figuras 13 e 14) e fibroblastos os quais produzem

progressivamente as fibras de coldgeno formando uma céapsula ao redor do granuloma.

Figura 11 - Fotomicrografia sugestiva do  Figura 12 - Fotomicrografia sugestiva do

granuloma no bago de Bijupira proveniente da  granuloma no bago de Tilapia proveniente da
piscicultura C (seta preta). (Aumento 100X). piscicultura Al (seta preta). (Aumento 400X).

Figura 13 - Fotomicrografia sugestiva de inimeros ~ Figura 14 - Fotomicrografia sugestiva dos
centros de melanomacréfagos no rim de Bijupira ~ melanomacrofagos em fagocitose do granuloma no

proveniente da piscicultura B (seta preta) (aumento  fim Bijupira proveniente da piscicultura C (seta preta)
100X). (aumento 400X).
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Foi observada também intensa infiltracdo de melanomacrofagos, eosinéfilos no
parénquima tecidual do baco, rim, hepatopancreas e arco branquial. Embora, a presenca
dessas células inflamatorias possa estar relacionada com diferentes lesdes patoldgicas,
como, a presenca de parasitas, detoxificacdo ou reciclagem de materiais enddgenos e
ex0genos, sugere-se que estas estejam interligadas com a lesdo granulomatosa. Nota-se
também que diversos peixes apresentaram outras alteraces histopatologicas como por
exemplo: hemorragia no bago, rim e hepatopancreas, entre outras, como descritos na
Tabela 3.

Tabela 3. Achados histopatolégicos no rim, bago, hepatopancreas e arco branquial

BACO

TILAPIA (n=83) BIJUPIRA (n=40) TRUTA (n=5)
hemorragia 36.1% (30/83) 42.5% (17/40) 80% (4/5)
presenca de melanomacrofago 83.1% (69/83) 87.5% (35/40) 80% (4/5)
vasos congestos 40.9% (34/83) 45% (18/40) 0
presenca de eosinodfilos 25.3% (21/83) 0 0
hiperplasia linfocitaria 22.8% (19/83) 7.5% (3/40) 40% (2/5)
SAP 1.2% (1/83) 0 0
granuloma 36% (30/83) 5% (2/40) 0

RIM

TILAPIA (n=83) BIJUPIRA (n=40) TRUTA (n=5)
hemorragia 63.8% (53/83) 77.5% (31/40) 100% (5/5)
presenca de melanomacrofago 37% (31/83) 90% (36/40) 100% (5/5)
vasos congestos 22.8% (19/83) 45% (18/40) 40% (2/5)
presenca de eosindfilos 55.4% (46/83) 60% (24/40) 0
tubuloglomérulonefrite monolinfocitaria 34,9% (29/83) 92.5% (37/40) 60% (3/5)
tubulonefrose 12% (10/83) 70% (28/40) 100% (5/5)
aumento do espago de Bowman 16.8% (14/83) 75% (30/40) 80% (4/5)
necrose 14.4% (12/83) 12.5% (5/40) 40% (2/5)
calcificacdo distrofica 21,6% (18/83) 30% (12/40) 0
SAP 3.6% (3/83) 0 0
granuloma 28.9% (24/83) 35% (14/40) 0

HEPATOPANCREAS

TILAPIA (n=83) BIJUPIRA (n=40) TRUTA (n=5)
hemorragia 8.4% (7/83) 52.5% (21/40) 60% (3/5)
presenca de melanomacrofago 27.7% (23/83) 15% (6/40) 20% (1/5)
vasos congestos 44.5% (37/83) 72,5% (29/40) 20% (1/5)
presenca de cosindfilos 67.4% (56/83) 50% (20/40) 0
rarefacdo citoplasmatica 46.9% (39/83) 2,5% (1/40) 0
necrose 6% (65/83) 15% (6/40) 0
hialinizacio 3,6% (3/83) 5% (2/40) 40% (2/5)
hepatite monolinfocitaria 25.3% (21/83) 65% (26/40) 40% (2/5)
esteatose 0 45% (18/40) 20% (1/5)
SAP 15.6% (13/83) 0 0
granuloma 0.6% (8/83) 15% (6/40) 20% (1/5)

ARCO BRANQUIAL

TILAPIA (n=83) BIJUPIRA (n=40) TRUTA (n=5)
presenca de melanomacréfago 7.2% (6/83) 5% (2/40) 60% (3/5)
vasos congestos 22.8% (19/83) 5% (2/40) 0
presenca de cosindfilos 73.4% (61/83) 0 20% (1/5)
edema 37.3% (31/83) 12.5% (5/40) 0
perda das lamelas 26.5% (22/83) 0 0

fusdo das lamelas

44.5% (37/83)

2.5% (1/40)

40% (2/5)

ma formacéo 0 2.5% (1/40) 40% (2/5)
SAP 8.4% (7/83) 70% (28/40) 0
granuloma 0 2.5% (1/40) 0

*SAP: Sem alteragdes histopatologicas
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Com a utilizacdo da técnica Fite-Faraco, as amostras das Pisciculturas de tilapias-
do-Nilo obtiveram visualizacdo positiva em 51,8% (43/83) de bacilos alcool-4cido
resistentes sugestivos de Mycobacterium spp., enquanto nas amostras das pisciculturas de
bijupiras, foram observados 45% (18/40) a presenca desses bacilos (Figuras 15 e 16). Ndo

foram observados os bacilos nas trutas.

Figura 15 -Fotomicrografia sugestiva dos bacilos alcool-acidos
resistentes corados pela técnica Fite Faraco no baco de uma Tildpia
proveniente da piscicultura D1 (seta preta) (aumento 1000X).

Figura 16 -Fotomicrografia sugestiva dos bacilos alcool-acidos resistentes
corados pela técnica Fite Faraco nas lamelas do arco branquial de Bijupira
proveniente da piscicultura C (seta preta) (aumento 1000X).
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5.5. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

55.1. PCR para deteccao da Francisella spp.

Das 128 amostras coletadas e extraidas, 21,6% (18/83) foram positivas nas
pisciculturas Al, A3, A4 e D1 (tilapias) e 47,5% (19/40) positivas nas amostras
pisciculturas B e C (bijupiras). Nas cinco amostras coletadas da piscicultura E (trutas)

ndo se obteve amostras positivas (Figura 17).

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 PM10 11 12 13 14 15 16

Figura 17 — Resultado da eletroforese em gel de agarose (1,5 %) dos produtos de
DNA amplificados por PCR a partir de amostras de DNA extraidas de espécimes de
bijupiréa de duas pisciculturas (A1, A5, B e C) localizadas no Estado de S&o Paulo, Brasil.
Para as amplificacBes dos produtos de DNA, com tamanho esperado de 286 pares de
bases (pb), empregaram-se pares de primers especificos para Francisella spp.

PM: Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen®); 1, 2 e 3: peixes da piscicultura Al; 4,

5 e 6: peixes da piscicultura A5; 7 e 8: controles positivos; 10, 11 e 12: peixes da piscicultura B; 13, 14 e
15: peixes da piscicultura C; 9 e 16: controle negativo.

286 pb
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55.2. PCR para detec¢do do Mycobacterium spp.

Ap0s a padronizacdo da extracdo de DNA de pool de d6rgdos (figado, bago e rim)
com o reagente comercial DNAzol, de acordo com o fabricante, 9,6% (8/83) em til&pias-
do-Nilo, 57,5% (23/40) em bijupiras e 20% (1/5) em trutas foram positivas.

Apds a realizacdo da eletroforese em gel de agarose das amostras amplificadas,
algumas apresentaram mais de uma banda na altura de 221 pb (tamanho da banda
esperada) como pode-se visualizar na figura abaixo (Figura 18), portanto, trés dessas
amostras foram sequenciadas pelo método de SANGER. Na analise das sequéncias
obtidas, notou-se a sobreposicdo de duas ou mais bandas de micobactérias na mesma
amostra, ndo sendo possivel determinar todas as possiveis micobactérias que estdo

presentes nas amostras do presente trabalho.

PM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

PM 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31

221pb

221pb

Figura 18 - Resultado da eletroforese em gel de agarose (1,5 %) dos produtos de DNA
amplificados por PCR para amplificacdo de fragmento da regido ITS de Mycobacterium

spp. a partir do DNA extraido. PM: Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen®);
1 a 25, 27, 28 e 29: amostras de DNA extraido; 26 e 30: controles positivos (M. fortuitum). 31: controle

negativo.
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5.6. Sequenciamento pelo método de SANGER

5.6.1. Sequenciamento col6nias isoladas Mycobacterium spp.

Das 128 amostras, 11 foram positivas no cultivo microbiol6gico para
Mycobacterium spp., e foi realizado o sequenciamento pelo método de SANGER com a
utilizacdo de primers que amplificam a regido 16S ribossomal, descritos por Weisburg et
al. (1991).

Foram sequenciadas e confirmadas as espécies: Mycobacterium fortuitum,
Mycobacterium gordonae, Mycobacterium paragordonae, como demonstrado na arvore
filogenética (Figura 19).

@ Piscicultura A1 - amostra 5

%

@ Piscicultura A4 - amostra 1

& Piscicultura A3 - amostra 1

@ L & Piscicultura A5 - amostra 2

NR 0429121 Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841 - JCM 6387 163 ribosomal RNA partial sequence

NR 1047751 Mycolicibacterium fortuitum subsp. acetamidolyticum 16S ribosomal RNA partial sequence

NR 1148931 Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum DSM 46621 - ATCC 6841 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 1491861 Mycobacterium virginiense strain MO-233 16S ribosomal RMA partial sequence

I

NR 116504.1 Mycobacterium paraterrae strain 05-2522 165 ribosomal RNA partial sequence

NR 118331.1:24-1434 Mycobacterium gordonae strain ATCC 14470 16S ribosomal RNA partial sequence

= ————— 4 Piscicultura D2 - amostra 9

KT782258.1 Mycobacterium paragordonae strain 16 16S ribosomal RNA gene partial sequence

NR 125667.1 Mycobacterium paragordonae strain 49061 16S ribosomal RMA partial sequence

4 Piscicultura A1 - amostra 12

CP011269.1:3551761-3552618 Mycobacterium fortuitum strain CT6 complete genome

CP025546.1:4997967-4999377 Mycobacterium paragordonae strain 49061 chromosome complete genome

L & Piscicultura D1 - amostra 3

@ Piscicultura A1 - amostra 20

————— 4 Piscicultura A4 - amostra 1

@ Piscicultura A1 - amostra 8

{ CP059165.1:4560884-4562294 Mycobacterium vicinigordonae strain 24 chromosome complete genome:

@ Piscicultura A3 - amostra 10

NC 016141 Hibiscus green spot virus - segment RNA1 complete sequence

Figura 19. Arvore filogenética dos isolados de Mycobacterium spp. Produto de
amplificagdo por PCR convencional a partir de coldnias isoladas e sequenciados pelo

método de SANGER demonstradas pelos losangos em destaque.
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A érvore foi enraizada usando o virus HGSV-2 (Hibiscus green spot virus) da
familia Rhabdoviridae como grupo externo. Anélise evolutiva foi feita pelo método de
méaxima verossimilhanca e o modelo Hasegawa-Kishino-Yano (HASEGAWA, et al.,
1985). A arvore inicial para a busca heuristica foi obtida automaticamente aplicando os
algoritmos Neighbor-Join e BioNJ a uma matriz de distancias pareadas estimadas usando
a abordagem Maximum Composite Likelihood (MCL) e, em seguida, selecionando a
topologia com valor de probabilidade logaritmico superior. Esta anélise envolveu 23
sequéncias de nucleotideos. Havia um total de 9976 posi¢des no conjunto de dados final.
As analises evolutivas foram realizadas no MEGA11l (TAMURA, et al., 2021). Foram
utilizados os valores de suporte de bootstrap (500 repeticdes) de ramificagdes superiores
a 60%.

5.6.2. Sequenciamento amostras positivas na PCR para Francisella spp.

Das 37 amostras que foram positivas na PCR para a Francisella spp., foi realizado
0 sequenciamento pelo método de SANGER de 6 amostras (3 amostras de tilapia e 3
amostras de bijupirads), com resultado em todas as amostras como pertencente a
Francisella noatunensis subsp. orientalis, e posteriormente foi realizada a construcéo da

arvore filogenética (Figura 20).

E CP022952.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO364 complete genome
‘ Piscicultura B - amostra 4
CP022942.1 Francisella orientalis strain FNO93 chromosome complete genome
CP022942.1 Francisella orientalis strain FNO93 chromosome complete genome
CP022943.1 Francisella orientalis strain FNO95 chromosome complete genome
CP022943.1 Francisella orientalis strain FNO95 chromosome complete genome
I: CP022953.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO371 complete genome
CP022953.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO371 complete genome
; —'_E CP022952.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO364 complete genome

CP022951. Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO222 complete genome
CP022951.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO222 complete genome
’ Piscicultura B - amostra 8
’ Piscicultura B - amostra 20
= I: ’ Piscicultura D1 - amostra 4
‘ Piscicultura D1 - amostra 11

- NR 043696.1 Francisella noatunensis strain 2005/50/F292-6C 165 ribosomal RNA partial sequence

‘ Piscicultura D1 - amostra 8
7 CP022952.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis strain FNO364 complete genome

NC 003494.1 Infectious spleen and kidney necrosis virus complete genome

EUB83030.1 Francisella noatunensis subsp. orientalis RNA gene partial sequence 165-235 ribosomal
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Figura 20. Arvore filogenética da espécie Francisella noatunensis subsp. orientalis.
Produto de amplificacdo por PCR convencional de amostra clinica e sequenciados pelo
método de SANGER demonstradas pelos losangos em destaque.

A arvore foi enraizada usando virus ISKNV da familia Iridoviridae como grupo
externo. Andlise evolutiva foi feita pelo método de maxima verossimilhanca. A histdria
evolutiva foi inferida usando 0 método da maxima verossimilhanca e 0 modelo Kimura
de 2 parametros (KIMURA, 1980). A porcentagem de arvores nas quais 0s taxons
associados se agruparam € mostrada ao lado dos ramos. Esta analise envolveu 20
sequéncias de nucleotideos. Havia um total de 243 posi¢Ges no conjunto de dados final.
As anélises evolutivas foram realizadas no MEGA11 (TAMURA, et al., 2021). Foram

utilizados os valores de suporte de bootstrap (500 repeticdes) de ramificagdes superiores
a 60%.

5.7. Imunohistoquimica e hibridizag&o in situ

As amostras que apresentaram granulomas na histopatologia e amplificacdo na

PCR, foram processadas para as técnicas de imunohistoquimica e hibridizacéo in situ.

5.7.1. Imunohistoquimica

Na imunohistoquimica, foram identificadas marcacGes positivas para Francisella

spp., € Mycobacterium spp., em 48,4% (62/128) (Figura 21 e 22), e 61,7% (79/128),
respectivamente (Figura 23) (Tabela 4).

Tabela 4. Marcagdes positivas para Mycobacterium spp. e Francisella spp. através da técnica de
imunohistoquimica por espécie de peixe e piscicultura.

N° marcacdes positivas / N° total

Piscicultura Myeobacteruim spp. Francisella spp.
Al 8/20 7/20
A2 6/10 4/10
A3 8/10 5/10
TILAPIA Ad 3/10 2/10
, AS 5/10 5/10
IMUNOHISTOQUIMICA D1 12712 11/12
D2 9/11 9/11
BITUPIRA B 14720 7720
C 14 /20 12/20
TRUTA E 0/5 0/s




Figura 21— Fotomicrografia de imunohistoquimica positiva para Francisella spp. no rim (seta
preta) (aumento 400X).

spp. no arco branquial (seta preta) (aumento 200X).
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Figura 23 - Fotomicrografia de imunohistoquimica positiva para Mycobacterium
spp. no rim (seta preta) (aumento 630X).

5.7.2. Hibridizagéo in situ

Com a hibridizacéo in situ, 52,3% (67/128) apresentaram marcagdes positivas
para Francisella spp. (Figura 24 e 25) e 57% (73/128) para Mycobacterium spp. (Figura
26) (Tabela 5).

Tabela 5. Resultados das marcages positivas para Mycobacterium spp. e Francisella spp. através
da técnica de hibridizag&o in situ por espécie de peixe e piscicultura.

N° marcacdes positivas / N° total

Piscicultura Myeobacteruim spp. Francisella spp.
Al 8/20 6/20
A2 6/10 5/10
A3 8/10 5/10
TILAPIA A4 3/10 2/10
- AS 5/10 4/10
HIBRIDIZACAO in situ D1 11/12 12/12
D2 8/11 9/11
BITUPIRA B 10/20 13/20
C 14/ 20 11/20

TRUTA E 0/5 0/5
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Figura 24 — Fotomicrografia de hibridizacdo in situ positiva em marrom para
Francisella spp. no rim (seta preta). (Aumento 400X).

Figura 25 — Fotomicrografia de hibridizacdo in situ positiva em marrom para Francisella
spp. em um granuloma no baco (seta preta). (Aumento 200X).
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Figura 26 — Fotomicrografia de hibridizacdo in situ positiva em marrom para
Mycobacterium spp. em um granuloma no rim (seta preta). (Aumento 400X).

5.8. Andlise estatistica

Para comparar os resultados das diferentes técnicas de diagndsticos, foram
utilizados os valores percentuais de presenca ou auséncia dos microrganismos. Por ser
uma distribuicdo amostral de cunho dicotbmico, as amostras ndo apresentaram
variabilidade e, por isso, optamos pelo calculo de “Teste para comparagdo de duas

propor¢des com distribui¢ao de Bernoulli” (MOOD et al., 1974).

5.8.1. Analise comparativa das técnicas de diagndstico para Francisella spp.

A andlise comparativa entre as técnicas isolamento bacteriano, PCR,
imunohistoquimica e hibridizag&o in situ realizadas nas amostras coletadas de tilapias-
do-Nilo e trutas (agua-doce) e bijupiras (dgua-salgada), indica a relacdo de amostras
positivas e a porcentagem de deteccdo da bactéria em cada uma das técnicas em relagdo

ao numero amostral.

Para os peixes de dgua doce, foi observado que as técnicas imunohistoquimica,
hibridizacdo in situ, e PCR apresentaram uma positividade significativa, quando

comparadas com a técnica de isolamento. Além disso, as técnicas de imunohistoquimica
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e hibridizacdo in situ apresentaram uma positividade significativa quando comparadas
com a técnica de PCR. Ademais, foi observado que a técnica de imunohistoquimica
apresentou uma positividade maior quando comparada com a técnica de hibridizacao in

situ.

J& a analise estatistica realizada para os peixes de agua salgada, foi observado que
as técnicas de imunohistoquimica, hibridizacdo in situ e PCR apresentaram uma
positividade significativa, quando comparadas com a técnica de isolamento. Porém, ndo
foi identificada diferenca estatistica entre as técnicas de imunohistoquimica, hibridizacéo
in situ, e PCR.

Foi utilizado o teste para identificacdo de duas propor¢des independentes e foi

considerado p<0,05 quando o z-score da analise foi menor que -1,96 ou maior que 1,96

(Figura 27).
A. Positividade de Francisella spp. em B. Positividade de Francisella spp. em
tilapias-do-Nilo e trutas (agua doce) bijupiras (agua-salgada)
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Figura 27. Identificacdo de Francisella spp. em tilapia-do-Nilo e trutas (agua-doce) e bijupiras (agua-
salgada). A. Percentil de positividade das técnicas de imunohistoquimica (70,5%), hibridizagdo in situ
(48,9%), PCR (20,5%) e isolamento (0%) de Francisella spp. em tilapia-do-Nilo e trutas (agua-doce). Por
meio de teste para identificagcdo de duas proporcdes independentes. B. Percentil de positividade das técnicas
de imunohistoquimica (47,5%), hibridizacéo in situ (60%), PCR (47,5%), e isolamento (0%) de Francisella

spp. em bijupiras (dgua-salgada).
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5.8.2. Analise comparativa das técnicas de diagnostico para Mycobacterium

Spp.

A anélise comparativa entre as técnicas imunohistoquimica, hibridizac&o in situ,
Fite-Faraco, PCR e isolamento bacteriano, realizadas nas amostras coletadas de tilapias-
do-Nilo e trutas (dgua-doce) e bijupiras (agua-salgada), indica a relacdo de amostras
positivas e a porcentagem de deteccdo da bactéria em cada uma das técnicas em relacéo

ao numero amostral.

Para os peixes de agua doce, foi observado que as técnicas imunohistoquimica,
hibridizacdo in situ, e Fite-Faraco apresentaram uma positividade significativa, quando
comparadas com as técnicas de PCR e isolamento. Porém, ndo foi identificada diferenga
estatistica entre as técnicas de imunohistoquimica, hibridizacéo in situ, e Fite-Faraco.

Ja a anélise estatistica realizada para os peixes de agua salgada, foi observado que
a técnica de imunohistoquimica apresentou uma positividade significativa, quando
comparada com as técnicas de PCR e de isolamento. Também se observou que as técnicas
de hibridizacdo in situ, Fite-Faraco, e PCR apresentaram uma positividade significativa,
guando comparadas com a técnica de isolamento. Porém, ndo foi identificada diferenca

estatistica entre as técnicas de imunohistoquimica, hibridizacéo in situ, e Fite-Faraco.

Foi utilizado o teste para identificacdo de duas propor¢des independentes e foi
considerado p<0,05 quando o z-score da analise foi menor que -1,96 ou maior que 1,96
(Figura 28).
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Figura 28. ldentificacdo de Mycobacterium spp. em tildpia-do-Nilo e trutas (agua-doce) e bijupiras (dgua-
salgada). A. Percentil de positividade das técnicas de imunohistoquimica (58%), hibridizacéo in situ (55,7%),
Fite-Faraco (50%), PCR (10,2%) e isolamento (9,1%) de Mycobacterium spp. em tilapia-do-Nilo e trutas (agua-
doce) e bijupirés (dgua-salgada). B. Percentil de positividade das técnicas de imunohistoquimica (70%),
hibridizagéo in situ (60%), Fite-Faraco (55%), PCR (45%) e isolamento (0%) de Mycobacterium spp. em

bijupiras (agua-salgada). Por meio de teste para identificacdo de duas proporcdes independentes.

5.9. Andlise de grau de concordancia — Kappa

A tabela 6 apresenta um resumo dos valores de indice Kappa entre as diferentes
provas para a busca de Francisella spp. em peixes de agua doce, revelando grau de
concordancia insignificante entre as técnicas de isolamento e PCR, isolamento e
imunohistoquimica e isolamento e hibridizacdo in situ. J& entre as técnicas de PCR e

imunohistoquimica e PCR e hibridiza¢do in situ apresentaram grau de concordancia
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moderado e entre as técnicas de imunohistoquimica e hibridizacdo in situ o grau de

concordancia foi muito bom.

Tabela 6 — indice de concordancia Kappa entre testes diagnosticos de Francisella spp.

em amostras de peixes de dgua doce.

Francisella spp. - peixes de agua doce

Grau Concordancia

Teste Teste comparativo  Indice Kappa
Kappa

PCR 0,09 insignificante
Isolamento Imunohistoquimica 0,03 insignificante
Hibridizacéo in situ 0,03 insignificante

PCR Imunohistoquimica 0,44 moderado

Hibridizacdo in situ 0,44 moderado

Imunohistoquimica Hibridizacdo in situ 0,91 muito bom

Com relacdo aos testes para o diagnostico de Francisella spp. em peixes
de 4gua salgada entre as técnicas de isolamento e PCR, isolamento e imunohistoquimica,
PCR e imunohistoquimica, PCR e hibridizacdo in situ, apresentaram grau de
concordancia bom. Ja entre as técnicas de isolamento e hibridizacdo in situ apresentou
grau de concordancia moderado e entre as técnicas de imunohistoquimica e hibridizacdo

in situ o grau de concordancia foi muito bom (tabela 7).

Tabela 7 — indice de concordancia Kappa entre testes diagnosticos de Francisella spp.
em amostras de peixes de dgua salgada.

Francisella spp. - peixes de agua salgada

Grau Concordéancia

Teste Teste comparativo  Indice Kappa K
appa

PCR 0,63 bom

Isolamento Imunohistoquimica 0,63 bom
Hibridizacéo in situ 0,56 moderado

PCR In_1upo_histoqu_imi_ca 0,69 bom

Hibridizacéo in situ 0,79 bom
Imunohistoquimica Hibridizacéo in situ 0,83 muito bom

Para o diagnostico de Mycobacterium spp. em peixes de agua doce pode-se

observar na tabela 8 os valores de indice de concordancia Kappa entre as diferentes
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técnicas, revelando grau de concordancia insignificante entre as técnicas de isolamento e
PCR, isolamento e Fite-Faraco, isolamento e imunohistoquimica, isolamento e
hibridizac&o in situ, PCR e Fite-Faraco, PCR e imunohistoquimica e PCR e hibridizacdo
in situ. Ja entre as técnicas de imunohistoquimica e Fite-Faraco e imunohistoquimica e
hibridizacdo in situ grau de concordancia foi moderado e entre as técnicas de

imunohistoquimica e hibridizagéo in situ o grau foi muito bom.

Tabela 8 — indice de concordancia Kappa entre testes diagndsticos de Mycobacterium

spp. em amostras de peixes de dgua doce.

Mycobacterium spp. - peixes de dgua doce

Teste Teste comparativo indice Kappa

Grau Concordéancia

Kappa
PCR 0,15 insignificante
Isolamento Fite - Faraco _ 0,09 ?ns?gn!ﬁcante
Imunohistoquimica 0,13 insignificante
Hibridizagéo in situ 0,14 insignificante
Fite - Faraco 0,07 insignificante
PCR Imunohistoquimica 0,07 insignificante
Hibridizacéo in situ 0,08 insignificante
Imunohistoquimica _Fite - Faraco 0,54 moderado
Hibridizacéo in situ 0,95 muito bom
Hibridizacdo in situ Fite - Faraco 0,59 moderado

Com relacdo aos testes para o diagnostico de Mycobacterium spp. em peixes de
agua salgada pode-se observar que o grau de concordancia entre as técnicas de isolamento
e PCR, isolamento e imunohistoquimica, isolamento e hibridizacao in situ, PCR e Fite-
Faraco, PCR e hibridizacdo in situ e imunohistoquimica e hibridizagéo in situ, foi de
moderado. Ja entre as técnicas de isolamento e Fite-Faraco, PCR e imunohistoquimica,
imunohistoquimica e hibridizacéo in situ e hibridizagdo in situ e Fite-Faraco o grau de

concordancia foi bom (tabela 9).
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Tabela 9 — Indice de concordancia Kappa entre testes diagndsticos de Mycobacterium

spp. em amostras de peixes de &gua salgada.

Mycobacterium spp. - peixes de agua salgada

Grau Concordéancia

Teste Teste comparativo Indice Kappa Kappa

PCR 0,57 moderado

Isolamento Fite - Faraco _ 0,65 bom
Imunohistoquimica 0,5 moderado
Hibridizagéo in situ 0,54 moderado
Fite - Faraco 0,48 moderado

PCR Imunohistoquimica 0,63 bom
Hibridizacdo in situ 0,58 moderado

Imunohistoquimica _Fite - Faraco 0,73 bom
Hibridizacdo in situ 0,94 muito bom

Hibridizacao in situ Fite - Faraco 0,75 bom
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6. DISCUSSAO

Altas densidades de peixes nas criagcbes constituem um ambiente favoravel a
surtos epizodticos por diferentes agentes etiologicos (PULKKINEN et al., 2009; LEIRA
et al., 2017). Diversas enfermidades bacterianas em peixes de dgua doce e marinha, que
ha alguns anos eram de pouca expressao ou mesmo sequer haviam sido diagnosticadas

no Brasil, hoje imp&em consideraveis prejuizos econdmicos ao setor (KUBITZA, 2008).

A manifestacdo clinica de uma enfermidade infecciosa esta associada & interacéo
entre o hospedeiro e 0 microrganismo, podendo ser afetada pelo estado imunologico do
hospedeiro e/ou pela capacidade de viruléncia microbiana. O diagnostico definitivo
necessita de um conjunto de fatores como: anélise de sinais e sintomas; historico e dados
laboratoriais, bem como a sensibilidade da técnica que deve estar intimamente ligada a
identificacdo do patégeno, podendo depender da carga microbiana presente na amostra.
(BARON, 1996).

Os granulomas, que sdo lesdes brancas e/ou amarelas, firmes, podendo ser
calcificadas, podem se manifestar por inimeras causas, como por exemplo: corpos
estranhos (MANRIQUE, 2012; ROBERTS; RODGER, 2012); infec¢des bacterianas por
Mycobacterium spp. (MATUSHIMA et al, 2006; FRANCIS-FLOYD, 2011,
MANRIQUE, 2012; ROBERTS; RODGER, 2012), Francisella spp. (SOTO et al., 2012;
RAGHIANTE et al., 2017), Nocardia spp. (LABRIE et al., 2008), Edwarsiella tarda
(PIRARAT et al., 2006), Flavobacterium sp. (KLUGE, 1965), Citrobacter freundii
(PADUA et al., 2014), Renibacterium salmoninarum (ROBERTS; RODGER, 2012),
Streptococcus agalactiae (SOTO et al., 2016); parasitas ou certos oomicetos e fungos
como o Ichthyophonus hoferi e o Aphanomyces invadans (ROBERTS & RODGER,
2012).

No presente estudo, nas amostras de peixes necropsiados, foi possivel observar
lesbes macroscopicas tipicas, com presenca de granulomas no baco, figado e rim,
semelhantes a nddulos de Ghon, com aspecto caseoso, circunscrito, firme e em
guantidades variadas. Bruno et al. (1998) descreveram em amostras de peixes (salmdes)
presenca de multiplos nédulos miliares granulomatosos, de aproximadamente 1 a 3 mm
de didmetro, de coloracdo branco acinzentado em rim e presenga de granulomas em

figado e baco, além de esplenomegalia.


https://royalsocietypublishing.org/doi/full/10.1098/rspb.2009.1659
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Nodulos com presenca de material esbranquicados sdo frequentemente
observados quando ocorre suspeita de infeccdo bacteriana, principalmente de
Franciselose corroborando os achados por Hsieh et al. (2005) e Soto et al. (2010).

A bactéria Francisella noatunensis possui carater fastidioso, exigente, requer
meios de cultura complexos, e crescimento lento e, assim historicamente seu isolamento
tem sido desafiador (OSTLAND et al., 2006 ; HSIEH et al., 2007 ; JEFFERY et al.,
2010). Assis et al. (2017) demonstraram as limitacdes e a baixa sensibilidade do método
de isolamento da bactéria como técnica diagndstica para a franciselose. Neste estudo, ndo
foi possivel o isolamento da bactéria, mesmo com a utilizagdo de meio de cultivo
apropriado enriquecido com cisteina e soro fetal bovino como descrito por Colquhoun;
Duodu (2011).

O género Mycobacterium também possui caracteristicas exigentes para seu
isolamento, requerendo para seu cultivo o uso de meio especifico, como por exemplo, 0
Lowenstein-Jensen a 37°C ou temperatura ambiente, necessitando de 2-3 semanas para o
aparecimento de colnias (VINCENT et al. 2003).

No presente trabalho, foi possivel o isolamento e genotipificacdo de duas espécies
de micobactérias em tilapias-do-Nilo: Mycobacterium fortuitum, corroborando com Lara-
Flores et al. (2014), Hatem et al. (2021), e Mycobacterium paragordonae, como descrito
por Machida, et al. (2021), que isolaram esta espécie de micobactéria em Carpa Koi
(Cyprinus carpio). Essas micobactérias sao umas das principais espécies causadoras das
micobacterioses dos peixes, além de serem zoondticas (NOGA et al., 1990; ISHIKAWA
et al., 2001; SPICKLER, 2006; JACOBS et al., 2009). Né&o foi possivel o isolamento do
agente nas amostras de bijupiras, entretanto Lowry; Smith (2006) isolaram a espécie M.
marinum em juvenis de bijupiras, importados da Flérida, sendo o primeiro relato de

isolamento nessa espécie.

No presente estudo também ndo foi possivel o isolamento de micobactérias nas
amostras de trutas, porem ha relatos na literatura de isolamento de M. chelonei
subespécies chelonei subespécies abscessus em amostras de salmonideos, conforme
descritos por Arakawa & Fryer (1984) nos Estados Unidos. Ja Bruno et al. (1998)

detectaram M. chelonei na espécie Salmo salar na Escécia, por meio do cultivo


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02324/full#B45
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02324/full#B28
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02324/full#B32
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02324/full#B32
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2017.02324/full#B1

70

microbiologico e a PCR. E por fim, no Chile, Suarez et al. (2021) confirmaram e

caracterizaram genomicamente cepas de Mycobacterium spp. em amostras de salmao.

As técnicas histoquimicas sdo de grande valor para a pesquisa e diagndstico
sugestivo de diversas enfermidades. S&o técnicas comumente utilizadas para triagem e
rotina em laboratorios, mas apresentam baixa sensibilidade e especificidade dependendo
do agente e pela utilizacdo de anticorpos policlonais (CHEDORE et al., 2006;
SANDHIKA et al., 2016).

Microscopicamente, Birkbeck et al. (2011) descreveram a capacidade da
Francisella sobreviver dentro dos macrofagos, células reticuloendoteliais e hepatdcitos,
caracteristica também observada no género Mycobacterium (EL-ETR et al., 2001),
causando granulomas multifocais nos 6rgaos, que constituem em uma mistura de células
epiteliais, macréfagos com vacuolo citoplasmatico e podendo ou néo ser caseoso (SOTO
et al., 2009; JEFFERY et al., 2010; COLQUHOUN; DUODU, 2011; SOTO et al., 2012;
CAMUS et al., 2013).

No presente estudo, os achados histopatolégicos observados foram: lesdes
granulomatosas no rim e baco em maior gquantidade e em menor quantidade no
hepatopancreas, mostrando também a disseminacdo dos agentes bacterianos via
digestoria pelo figado e por via hematolégica pelos demais 6rgdos. Presencas de
hemorragias no baco, rim e figado, congestao de vasos, presenca de eosinofilos e presenca
de melanomacrofagos. Nos rins foram encontrados tdbulo gromerulonefrite
monolinfocitaria, tubulonefrose e aumento do espaco de Bowman. Suarez et al. (2021)
encontraram em salmdes com suspeita de Mycobacterium presenca de multiplos focos de
celulas mononucleares uma variavel infiltragdo de células mononucleares em figado e no
parénquima do baco. Em contrapartida, Bruno et al. (1998) relataram a presenca de
grandes nddulos compactados de forma circulatoria nos rins, figado e baco. Esses nddulos
compreendiam células epitelidides e ndo tinham capsula circundante ou depdsito de
fibrina e/ou necrose central. Foram encontradas também congestéo de vasos, presenca de

eosinofilos, corroborando os achados do presente estudo.

O processamento das amostras nas técnicas de Ziehl-Neelsen variacdo Fite-
Faraco, imunohistoquimica e hibridizag&o in situ, exigiu adaptacdes necessérias, pois 0s

peixes teleodsteos possuem melanomacréfagos, macrofagos pigmentados por melanina,
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hemossiderina e lipofucsina, fazendo com que essas células apresentem uma coloracao
amarronzada escura (MANRIQUE et al., 2019). Dessa forma, para melhor quantificagéo
dos resultados das técnicas citadas acima, foi necessario o pré-tratamento das laminas
com o peroxido de hidrogénio a 10%, pois a coloracdo dos melanomacrofagos dificultava
a visualizacdo do bacilo corado pela fucsina no tecido e a marcacdo positiva pelo

cromégeno DAB.

Diversos pesquisadores utilizaram uma solucdo de perdxido de hidrogénio a 10%
por 18 horas em temperatura ambiente para o branqueamento de melanomas malignos. O
perdxido de hidrogénio causa uma oxidacdo degradativa na melanina, branqueando sua
coloragédo (KORYTOWSKI e SARNA 1990; Ll et al., 1999; ROELS et al., 1999).

Para identificagdo do Mycobacterium spp. foi utilizado a técnica histoquimica
Fite-Faraco, que é uma variacdo da técnica Ziehl-Neelsen, utilizada para coloracdo do
bacilo em tecido fixado em formalina e parafinado (FITE 1938; FARACO 1938; FARIA
1949). Sendo comumente usada para a identificacdo de micobactérias em cortes
histoldgicos, j& que essas micobactérias em peixes possuem pouco acido micdlico e dessa
forma se coram mal pelo Ziehl-Neelsen, podendo gerar resultados falsos negativos
(ROMANO, et al. 2012; LARA-FLORES, et al. 2014; MARTINS, et al. 2017;
GJURCEVIC, et al. 2020; ROMANO, et al. 2020).

No presente estudo, foi possivel observar bacilos alcool-acido resistentes
sugestivos de micobactéria em 53% (44/83) das tilapias e em 45% (18/40) dos bijupiras.
Né&o foi observada a coloracdo do bacilo nas trutas. Parisot e Decker (1959) compararam
técnicas padrbes de Ziehl-Neelsen e Fite-Faraco em seu estudo experimental com tecido
humano e de salmdo, testando modificacbes no protocolo: pré-tratamento dos cortes
(glicerol, alcool absoluto e /ou 6% de acido sulfdrico por dez minutos para cada reagente),
variacdo das concentracdes dos agentes descolorantes, diferentes métodos de contra
coloracdo e combinagdes dos trés primeiros. Os melhores resultados na coloracdo dos
bacilos no tecido de salmdo foram nos métodos que incluiram &cido sulfdrico na
descoloracdo e preé tratados com glicerol, evidenciando que o método Fite-Faraco provou

ser o melhor para colorir os bacilos em tecido de peixes salmonideos.

Outra técnica molecular de grande valor para a identificacdo de Mycobacterium

spp em amostras clinicas é a PCR. De Los Monteiros et al. (1998) e Shah et al. (2002)
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ndo observaram resultados positivos com o uso de primers especificos diretamente de
amostras clinicas de tecidos, somente a partir de col6nias isoladas do Mycobacterium
spp., corroborando 0s nossos resultados iniciais do presente projeto, tal fato pode ser
devido a baixa quantidade de bactérias no fragmento de tecido coletado (TOMASO et al.
2010; ALCAIDE et al. 2019). ou pela metodologia de extracdo por coluna, que foi a
primeira técnica utilizada no presente estudo, como descrito pelos autores Nakatani et al.
(2004) e Moura et al., (2016), que observaram que a eficiéncia dos métodos moleculares
é diretamente correlacionada com a eficacia do método de extracdo para o0 Mycobacterium

tuberculosis em tecido bovino com lesbes granulomatosas sugestivas de tuberculose.

Kramme et al. (2004) sugerem que a inibi¢do da extracdo seja pelas caracteristicas
das micobactérias devido a rigidez de sua parede. Alternativas para melhorar a eficécia
na obtencdo do DNA da micobactéria é a utilizacdo de tampdes de lise antes da extracéo,
como por exemplo o tampdo ATL (Qiagen®) e o0 uso da proteinase k (MOURA et al.,
2016; KRAMME et al., 2004).

J& no presente trabalho a deteccdo de Mycobacterium spp. em amostras de peixes
diretamente do material extraido resultou em 25% (32/128) das amostras clinicas de
orgaos com o reagente comercial DNAzol (Invitrogen®), e de acordo com Nassar (2006),
0 método de extracdo com o uso do reagente comercial DNAzol (Invitrogen®), mostrou-
se mais eficaz que outros métodos de extracdo utilizados na deteccdo do Mycobacterium

bovis em amostras clinicas.

Para a identificacdo do material genético do género Francisella nas amostras por
PCR, foi utilizado o método de extracdo por coluna que, diferentemente dos resultados
obtidos para as micobactérias, se mostrou eficaz para a extracdo de DNA desse género
bacteriano, sendo possivel a amplificacdo em 28% (37/128) nas amostras clinicas.
Corroborando com diversos autores que utilizam dessa metodologia para a identificacdo
da Francisella em peixes, como descrito por Soto et al. (2012) que utilizaram a técnica
para identificagdo do género bacteriano em amostras de DNA extraido de blocos de
parafina contendo érgdos de tilapia-do-Nilo, obtendo 47 de 68 amostras positivas. Ja
Lopez-Crespo et al. (2019) e Chang et al. (2021) identificaram o material genético da
Francisella noatunensis através da PCR em peixes da familia dos ciclideos. Soto et al.
(2019a) usaram da técnica molecular para confirmar o isolamento da Francisella

noatunensis em tilapias-do-Nilo e Carreon (2021) e seus colaboradores empregaram a
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PCR para amplificar o material genético da Francisella em 98% (49/50) de amostras

clinicas de tilapias-do-Nilo.

Outras técnicas realizadas no presente trabalho para identificacdo das bactérias em
tecido fixado e parafinado sdo: a imunohistoquimica e a hibridizacdo in situ. Diversos
autores utilizam essas técnicas para o diagnostico de microrganismos de carater
fastidioso, de dificil isolamento e para o estudo retrospectivo em material parafinado
(MANIATIS, 2000; CRUMLISH, 2007; ZERIHUN, 2011). Soto et al. (2012) observaram
a presenca da marcacdo positiva pela imunohistoquimica em 45/68 para 0 género
Francisella em amostras de peixes, em um estudo retrospectivo de material parafinado.

J& no presente estudo observamos a marcacdo em 62/128 amostras.

Jé para a técnica de hibridizacdo in situ, Nguyen et al. (2019), utilizaram a técnica
ISH em um estudo para verificar a presenca da Francisella no sistema reprodutor e 6rgaos
de tilapia-do-Nilo, corroborando também com os achados do presente estudo, pois foi
possivel fazer a marcacdo do material genético do agente em érgdos das tilapias-do-Nilo
e dos bijupiras nas amostras clinicas. Esses resultados sugerem o potencial e a eficicia
desses meétodos histoquimicos/moleculares para o diagnostico e a investigacdo de

microrganismos fastidiosos causadores de doencas granulomatosas.

Na comparacdo entre as técnicas: isolamento, PCR, hibridizacdo in situ e
imunohistoquimica utilizadas para a identificacdo da Francisella spp. e Mycobacterium
spp., nota-se que ocorreram variagdes nos resultados, uma heterogeneidade entre a PCR

e as demais técnicas e uma homogeneidade entre a imunohistoquimica e a ISH.

Com relacdo a PCR, existem fatores que podem inviabilizar o resultado da técnica
molecular, como presenca de inibidores, dificuldades na extracdo de DNA e/ou baixa
quantidade de DNA da bactéria no fragmento que foi coletado para realizacdo da PCR
(SAMBROOK et al., 1989; PICKEN et al., 1996; MELO, 2006).

Ressalta-se que em relacdo a imunohistoquimica e a ISH, foi utilizado 0 mesmo
fragmento de tecido para realizacdo das duas técnicas. Foi feito corte seriado em duas
laminas distintas e realizada a imunohistoquimica em uma lamina e a ISH em outra.
Porém, a ndo marcacao do epitopo ou a ndo hibridizagdo no DNA possa ser devido a
cronicidade da doenca nos animais do estudo ou pequenas quantidades de células

teciduais contendo o agente, sendo fatores limitantes, o que poderia justificar a auséncia
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da marcacdo em algumas amostras, mesmo apresentando caracteristicas histopatoldgicas
como a presenca de granulomas (DOSTER e LIN, 1988; PRUDENT et al., 2018).
Crothers, et al. (2021) descrevem a utilizacdo da imunohistoquimica como uma
ferramenta sensivel e eficiente no diagndstico de infecgdes por micobactérias, sendo um
teste de rastreamento rapido dentre os testes moleculares, apresentando uma sensibilidade

diagndstica superior ao Ziehl-Neelsen.

Sugere-se também, uma coinfeccdo entre o Mycobacterium spp. e a Francisella
spp., pois foram obtidos resultados positivos na mesma amostra para os dois agentes
bacterianos, por meio das técnicas de PCR, imunohistoquimica e hibridizacdo in situ,
além da presenca de granulomas pela histopatologia (H&E). Corroborando com os
estudos de diversas espécies de peixes, 0s quais demonstram a ocorréncia de coinfeccao
por multiplos patégenos, entre bactérias, bactérias e parasitas e até mesmo bactérias e
virus, que ocorrem naturalmente no habitat (XU et al., 2007; SOTO et al., 2012;
ANDREE et al., 2013; LHORENTE et al., 2014; DONG et al. 2015; PARDO-LOPEZ,
2017; FERREIRA JUNIOR, 2018).

Doencas bacterianas zoonéticas quase sempre estdo relacionadas a deficiéncia nas
boas praticas de manejo dos peixes (YANONG; POUDER, 2010). A literatura cita as
micobacterioses pelas espécies Mycobacterium marinum, M. fortuitum e M. chelonae
como sendo as mais comuns que infectam os seres humanos, sendo conhecida como uma
doenca ocupacional em trabalhadores de pisciculturas comerciais, aquarios ou até mesmo
de locais publicos contaminados, causando lesdes cronicas granulomatosas de dificil
tratamento (CHEUNG et al., 2012; ESSA et al., 2009; PATE et al., 2005; WHIPPS et al.,
2012).

Véarios membros do género Mycobacterium causam infec¢fes em animais e
humanos (MERINO et. al., 2020; SUAREZ et al., 2021). Em peixes, a micobacteriose é
caracterizada como uma doenga crénica progressiva, com diversos sinais clinicos, como
emaciacao, inflamacdo da pele, exoftalmia, ulceracdo e lesdes supuradas (AUSTIN;
AUSTIN, 2016).

Atraves dos resultados estatisticos obtidos pelo teste de comparacdo de duas
proporcdes com distribuicdo amostral de Bernoulli (MOOD et al., 1974) e o indice de

concordancia Kappa (TANG et al., 2015) entre as diferentes provas, sugere-se que 0sS
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testes morfologicos (imunohistoquimica e hibridizagdo in situ) tém maior grau de

concordancia.

Os métodos convencionais de isolamento e identificagdo de microrganismos
podem apresentar limitagfes quanto a sensibilidade e especificidade, ou por necessitar de
meios de cultivos especiais (BOYE et al., 2006) e as técnicas baseadas na PCR facilitam
a deteccdo rapida e sensivel de bactérias independentemente de serem ou ndo cultivaveis,
porém estas técnicas ndo podem fornecer dados como a distribuicao espacial dos agentes
etioldgicos no tecido ou a sua associacao com as lesées (AMANN et al., 2001). Também
com relacdo a PCR, pode-se justificar a ndo deteccdo do DNA em algumas amostras de
pools de drgdos testadas e positivas para ISH e imunohistoquimica a degradacdo do DNA
por autdlise (SHIBATA, 1994).

Como alternativa ao método bacterioldgico convencional, métodos in situ que
utilizam anticorpos ou sondas de oligonucleotideos, estdo sendo aprimorados para
deteccdo de diversos patégenos (AMANN et al.,, 2001; BOYE et al., 2006). A
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) ou a hibridizagdo in situ (ISH) sdo métodos
histoquimicos que permitem a identificacdo, visualizacdo e a localizacdo simultanea de
microrganismos. S8o métodos que consistem na marcagdo e visualizacdo direta em
microscopios 6ticos e/ou fluorescentes em cortes histoldgicos, levando a combinacéo da
precisdo da molecular com a informacéo visual do microscépio 6tico (SUI et al., 2009).

Com relacdo a ISH e a imunohistoquimica a grande vantagem da IHS é a
simplicidade de sintetizar as sondas especificas marcadas, do que a producdo de
anticorpos monoclonais ou policlonais. Entretanto, a ISH tem a desvantagem de
necessitar de equipamento especifico para ocorrer a hibridacdo da sonda (SUI et al.,
2009).

A amostragem e fragmentacdo do tecido pode ter sido os fatores que podem ter
levado a falta de concordancia das técnicas, principalmente entre as técnicas
morfologicas, a PCR e o isolamento, pois uma porc¢éo de tecido foi aliquotado para as
técnicas de ISH e imunohistoquimica, outra para PCR e outra para o isolamento, podendo
assim as bactérias estarem presentes em uma porc¢do, mas nas outras ndo (CABRAL,
2008). Todavia, a elaboracdo de cortes seriados de um mesmo bloco de parafina pode
aumentar as chances de obtencdo dos microrganismos no fragmento de tecido, porém

confeccionar diversas laminas para ISH ou imunohistoquimica necessitam de laminas
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silanizadas especificas que possuem um alto custo, elevando o valor da anélise, além de
serem técnicas laboriosas, portanto estes vieses devem ser levados em conta na escolha

da(s) técnica(s) diagnostica(s) a ser(em) utilizada(s).

Contudo, um diagndstico baseado na associacao de técnicas com a utilizacdo de
técnicas morfoldgicas (imunohistoquimica e hibridizagdo in situ) e/ou associada a PCR
para a identificacdo dos agentes etioldgicos de doencas bacterianas granulomatosas de
importancia comercial e zoonotica sdo mais viaveis, devido a baixa sensibilidade da
técnica de isolamento para esses microrganismos, pois o0 que determina a acuracia da
utilidade clinica de um teste diagnostico é a capacidade de identificar uma determinada
doenca (COSTA et al., 2004). Por se tratar de microrganismos de caréater fastidioso, de
crescimento lento, e de requererem meios seletivos e complexos, torna-se necessario um
diagnostico baseado na associagdo técnicas para a identificacdo dos agentes etiologicos
de doengas bacterianas granulomatosas de importancia comercial e zoonética, a fim de

evitar pareceres inconclusivos em casos suspeitos.

Além de necessitar de novas pesquisas para elucidar melhor a interacdo e
coinfeccdo entre os géneros bacterianos em estudo, em especifico para compreender 0s
parametros que envolvem a infeccdo, epidemiologia e prejuizos dessas bactérias na

piscicultura nacional.
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7. CONCLUSOES

e No presente estudo foram confirmadas a presenca das espécies bacterianas:
Francisella spp., Francisella noatunensis subsp. orientalis, Mycobacterium
fortuitum, Mycobacterium paragordonae e Mycobacterium spp. em peixes de
pisciculturas comerciais no sudeste do Brasil. Os resultados indicam a ocorréncia

de coinfecgdes bacterianas, tornado mais complexo um diagnoéstico assertivo.

e Foi possivel a visualizagdo macroscopica e histopatologica das lesdes
granulomatosas sugestivas dos agentes estudados, contribuindo como um método

de triagem e sugestivo para um diagnostico mais conclusivo.

e N&o foi possivel o isolamento bacteriano do género Francisella, mesmo com a
utilizacdo de meio de cultivo apropriado enriguecido com cisteina e soro fetal

bovino.

e Foi possivel o isolamento de oito coldnias do género Mycobacterium spp. somente
em amostras de tilapias-do-Nilo.

e Com a padronizacdo da extracdo de DNA e a utilizacdo da PCR, foi identificada
a presenca do DNA para a Francisella spp. em 28,9% (37/128) das amostras e do

Mycobacterium spp. em 25% (32/128) do total de amostras analisadas.

e Com a padronizacéo das técnicas de imunohistoquimica e hibridizacao in situ foi
identificada a presenca de epitopos da Francisella spp. em 48,4% (62/128)
amostras e do Mycobacterium spp. em 61,7% (79/128) amostras e do DNA da
Francisella spp. em 52,3% (67/128) amostras e do Mycobacterium spp. em 57%
(73/128).

¢ No sequenciamento por SANGER foi possivel identificar as seguintes espécies e
géneros: Francisella spp., Francisella noatunensis subsp. orientalis,
Mycobacterium fortuitum, Mycobacterium paragordonae e Mycobacterium spp.

nas amostras clinicas utilizadas no presente estudo.
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Para a Francisella, nas tilapias-do-Nilo e trutas (peixes de 4gua doce), as técnicas
morfoldgicas (imunohistoquimica e hibridizacdo in situ), foram mais eficientes
para deteccdo do patdgeno quando comparados com a PCR e isolamento. J& nos
bijupirés (peixes de agua salgada), para Francisella, as técnicas morfoldgicas e
PCR foram mais eficientes para deteccdo do patdgeno quando comparados com 0

isolamento.

Para 0 Mycobacterium, nas tilapias-do-Nilo e trutas (peixes de &gua doce), as
técnicas morfologicas (imunohistoquimica e hibridizacdo in situ e Fite-Faraco)
foram mais eficientes quando comparados com a PCR e isolamento. J& nos
bijupirés (peixes de 4gua salgada), para o0 Mycobacterium ndo foi observado uma
diferenca estatistica entre as técnicas morfologicas, porém as trés técnicas

apresentaram diferenca significativa quando comparado a PCR e ao isolamento.
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9. ANEXOS

9.1. Anexo 1 — Certificado CETEA

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO BIOLOGICO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA-IB

CERTIFICADO

Certificamos gque o Protocole n® 16920 sobre o Projeto: “Investigagde de agentes bacterianos
{(Mycobacterium spp. e Francisella spp.) causadores de doengas granulomatosas em pisciculturas comerciais de agua
doce e marinha no sudeste do Brasil”, sob a responsabilidade de Alessandra Figueiredo de Castro Nassar, esta de acordo
com os principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério
(SBECAL/COBEA), pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA) e a Diretriz Brasileira para o
Cuidado e a Utilizagio de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA).

FProtocolo aprovado pela CEUA-IB em 01 de setembro de 2020.

S8 o, 01 fe sgftembro de 2020

Ricérdd/Spaca orddo
Coordenador da CEUA-IB
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9.2. Anexo 2 - POP Coleta

KIT DE COLETA

Cada kit é composto de:

[ |
[ |
[ |

FRASCO COLETOR 40 mL 2x MICROTUBOS 2 mlL TUBO DE ENSAIO COM 3 mL DE MEIO BHI

FRASCOS COLETORES 40 ml: coleta de fragmentos de figado, rim, baco e branquias para

histologia.

MICROTUBOS 2 ml: coleta de fragmentos de figado, rim, bago, branquias e lesdo de pele,
(quando houver). Dividir entre dois microtubos: um para o isolamento de Mycobacterium spp. e
outro para microscopia eletrénica (fragmento bem pequeno).

TUBO DE ENSAIO COM 3 ml DE MEIO BHI: Tubos com meio de cultura BHI para coleta

de fragmentos de figado, rim, baco e lesdo de pele, (quando houver).

PROCEDIMENTO DA COLETA

1- Pegar o kit de coleta;

2- Submergir 0 peixe no anestésico (benzocaina);

3- Retirar o peixe do anestésico, pesar, medir e eutanasiar por disseccdao da medula.

4- Realizar a necropsia do peixe e descrever qualquer anomalia macroscépica;

5- Coletar lesdo de pele quando houver;

6- Coletar figado, rim, baco e branquias e dispor na placa de Petri;

7- Cortar cada 6rgao pela metade. Primeira metade tirar um fragmento bem pequeno e
adicionar no microtubo 2ml e o restante adicionar no frasco de coleta de 40 ml. A
segunda metade dividir em 2 partes iguais. Uma parte para o0 microtubo 2ml e uma parte
para o tubo de ensaio contendo 3 ml de meio BHI.

8- Congelar os microtubos imediatamente;

9

Descartar 0 peixe e arrumar a bancada para o préximo peixe.



Junto com o POP foi disponibilizado um esquema (Organograma) para facilitar a equipe de coleta com o procedimento.
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PRIMEIRA METADE SEGUNDA METADE
1 0 CORTAR CADA
ORGAO NA METADE l
0
2 30 COLOCAR O RESTANTE DA 40 CORTAR O FRAGMENTO EM_2
CORTAR UM FRAGMENTO BEM PRIMEIRA METADE NO FRASCO DE PARTES IGUAIS E DIVIDIR ENTRE
PEQUEMNO E COLOCAR MO COLETA 40 ML COM FORMOL 10% 05 FRASCOS ABAIXO:
MICROTUBO 2 ML (MICROSCOPIA TAMPOMADO m .
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Organograma. Esquema para a coleta de material em campo.
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