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RESUMO

CARA'CTERIZA(;AO ANATOMOPATOLOGICA DAS LESOES DE FILES DE
TILAPIA-DO-NILO (Oreochromis niloticus) INDUZIDAS POR Streptococcus
agalactiae E Francisella noatunensis orientalis

Jair A. Ferreira Junior®, Carlos A. Gomes Leal?, Karla A. Nascimento?, Juliana Targino
S. A. de Macédo?, Pedro Miguel O. Pedroso*

1 - LPV-UnB - Laboratdrio de Patologia Veterinaria, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF, Brasil
2 — AQUAVET - Laboratério de Doencas de Animais Aquaticos, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, MG, Brasil

O territorio brasileiro dispde de caracteristicas territoriais, hidricas e climaticas favoraveis a
expansao de criacdes intensivas de espécies de peixes dgua doce com destaque para a tilapia-
do-Nilo. O filé de tilapia-do-Nilo aparece como preferencia nacional no consumo desse
pescado e também tém grande participacdo no mercado internacional. Poucos estudos de
peixes sdo relacionados as enfermidades que resultem em lesGes nos cortes ou subprodutos no
meio produtivo. No periodo de maio a setembro de 2017 foram coletados 70 filés de tilapia-
do-Nilo (Oreochromis niloticus) que foram descartados na linha de inspecdo. As amostras
foram analisadas macroscopicamente e processadas rotineiramente para histologia. Foi
realizado exame de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) para Streptococcus agalactiae e
PCR em tempo real (QPCR) para Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno). As
principais lesbes macroscopicas foram pontos pretos multifocais, cavitagdes e areas brancas
ndo delimitadas. Microscopicamente verificou-se miosite piogranulomatosa e necrética em

diversos graus e distribuicdo. Das amostras analisadas, 67% foram positivas para



Streptococcus agalactiae e Francisella noatunensis orientalis. As taxas de condenacgéo
variaram de 0,2 até 2,0 % da filetagem considerando os lotes acometidos pelos dois agentes
encontrados.

Palavras-chave: tilapia-do-Nilo, histopatologia, granuloma, musculo esquelético.



ABSTRACT

ANATOMOPATHOLOGICAL ASPECTS OF THE LESIONS INDUCED IN FILLETS
OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) BY Streptococcus agalactiae AND

Francisella noatunensis orientalis

Fish represents an important and healthy source of protein for human nutrition. The fillet of
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) has an important part in the international fish meat trade.
However, there are few studies on the causes of injury and condemnation of the Nile tilapia
fillets in the inspection line of Federal Meat Inspection Services at slaughterhouses. From
May to September 2017, we examined macroscopically and sampled 70 fillets of Nile tilapias,
discarded as improper for human consumption at inspection line. We processed the samples
for histopathology and additionally ran a polymerase chain reaction (PCR) for Streptococcus
agalactiae and Real Time PCR (gPCR) for Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno).
The main gross lesions were black multifocal foci, cavities and more dense non-descript white
areas. The microscopic findings were pyogranulomatous and necrotizing myositis of varying
degrees and distribution. Out of all analised samples, 67% were positive for Streptococcus
agalactiae, Fno or both. Discard rates varied from 0.2-2.0% of the total filleting, considering

the batches affected by the two found agents.

Key words: Nile tilapia, histopathology, granuloma, skeletal muscle.
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1 INTRODUCAO

O consumo de pescados representa importante e saudavel fonte proteica para a
alimentacdo humana (Pavanelli et al., 2008; Sant’Ana et al., 2012). O territorio brasileiro
dispde de caracteristicas territoriais, hidricas e climaticas favoraveis a expansdo de criacGes
intensivas com espécies de dgua doce (Pavanelli et al., 2008). Segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica, o Brasil em 2016 produziu 507,12 mil toneladas de peixes, destes
47,1 % eram de tilapias (Oreochromis niloticus) (IBGE, 2016).

Introduzidas no Brasil desde a década de 1970, as tilapias-do-Nilo se adaptam
bem a todos os sistemas de producéo e a diferentes niveis de salinidade da 4gua devido ao seu
processo de domesticacdo, aceitabilidade para comercializagao e tecnologias de producgdo bem
conhecidas (Moro et al., 2013).

De Janeiro a Setembro de 2017 somente a China exportou 100,5 mil toneladas
de filé de tilapia congelado e, no ano de 2017 o Brasil exportou cerca de 0,2 bilhdes de
dolares de pescados e produtos de pescados (Fao, 2018). Apesar de uma queda em relacdo a
2016, no primeiro semestre de 2017 o Brasil exportou 182 toneladas de filé de tilapia ao valor
de US$ 1,3 milh&o exclusivamente para os EUA (Barroso et al., 2017).

Os poucos estudos que envolvem peixes limitam-se ao diagndstico,
caracterizacdo e controle de agentes, sendo poucos deles relacionados a implicancia destas
enfermidades nos cortes ou subprodutos no meio produtivo (Faruk et al., 2004). Estudos
relacionados a morfofisiologia de determinadas espécies também sdo mencionados (Almeida
et al., 2015).

Streptococcus agalactiae e Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno)
estdo entre os principais patogenos de tilapias-do-Nilo de criacdo intensiva e, no caso de Fno,
0 numero de relatos dessa bactéria cresceu nas ultimas décadas incluindo casos com
mortalidade de peixes no Brasil (Mian et al., 2009; Soto et al., 2009; Netto et al., 2011; Leal
et al., 2014, Assis et al., 2016; Jatoba et al., 2016; Assis et al., 2017). Dentre os fatores

predisponentes para o0 aparecimento de doencas infecciosas em peixes de cultivo estdo o



cultivo em altas densidades de estocagem, como em tanques gaiola, manejo intensivo, baixa
qualidade da &gua, além de caracteristicas climéticas (Mian et al., 2009; Assis et al., 2017).

Ha a necessidade do diagnostico de enfermidades que afetam peixes de
criatorio e que possam resultar em condenacdo do peixe e seus subprodutos. A literatura
também carece de informacdes sobre as possiveis lesdes de variadas etiologias, ndo lesdes ou
lesBes de pouco significado clinico que possam levar ao descarte dos produtos em frigorificos.

1.2 Objetivos

O trabalho objetiva avaliar as alteragdes anatomopatoldgicas e determinar a
etiologia das alteracdes que cursem com o descarte de filés na linha de inspecdo de frigorifico

de tilapias-do-Nilo abatidas para consumo humano, especificamente nos seguintes itens:

e Caracterizar os aspectos anatomopatoldgicos e moleculares das lesdes de filés de
tilapias-do-Nilo induzidas por Streptococcus agalactiae e Fno descartados em

frigorifico;

e ldentificar e descrever esses agentes quando estejam envolvidos com as

alteracdes/lesdes musculares;

e Mapear a origem dos lotes de peixes envolvidos;



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Ictiopatologia

Define-se a ictiopatologia como o0 estudo das causas, consequéncias e
tratamento das doencas dos peixes, estando diretamente relacionada com diversas areas do
conhecimento, como a patologia, a microbiologia, a parasitologia, limnologia e a toxicologia.
Os peixes de cultivo sdo constantemente expostos a uma diversidade de patdgenos e
condicBes adversas. Os patdgenos envolvidos podem ser virus, bactérias, fungos,

protozoarios, parasitos e prions (lwashita & Maciel, 2013).

2.2 Morfofisiologia do sistema muscular em peixes teledsteos

A musculatura esquelética nos peixes é arranjada de modo a garantir um
movimento ondular de amplitude crescente ao longo do corpo por contracdo sequencial dos
blocos de midmeros que, em peixes menores, pode ser percebido apenas com a oscilacdo da
cauda (Roberts & Rodger, 2012). Os musculos podem ser divididos por septos conjuntivos
em quatro quadrantes: o septo vertical divide os grupos musculares em direito e esquerdo e 0
septo horizontal divide os blocos de musculos dorsais, chamados musculos epiaxiais,
enquanto aqueles ventrais sdo chamados musculos hipoaxiais (Roberts & Rodger, 2012). Na
regido do septo horizontal localiza-se a linha lateral, uma estrutura sensitiva caracterizada por
sulcos medianos bilaterais cobertos por pele onde ha poros alternados com mecanorreceptores

sensiveis ao deslocamento de particulas de agua (Mumford et al., 2007) (Figura 1).



Figura 1 - Filé de til&pia-do-Nilo, superficie lateral: nota-se 0 mdsculo
vermelho adjacente ao septo horizontal e recobrindo
levemente a superficie (asterisco), em contraste com o
musculo branco, divididos por uma fina membrana
conjuntiva branca, o miosepto, que delimita os midmeros
(seta). O septo horizontal é dividido pelo sulco onde esta a
linha lateral (barra vermelha).

Segundo o manual para inspecdo e identificacdo de espécies de peixes no
Brasil o filé de tilapia deve possuir conformacdo nem longilinea, nem geométrica, tendéncial
elipsoidal e pedinculo reduzido. Ha ainda septo horizontal visivel e bem delimitados, linhas
acessorias ausentes, perimisio geralmente ausente e miémeros e mioseptos entre 0,5 e 0,275
cm com aspecto bem definido. O miosepto assume difenfentes angulos em relagéo ao septo
horizontal da parte anterior para a caudal (Brasil, 2016) (Figura 2).

Diferente de outros vertebrados, em muitas espécies de peixes as fibras
contrateis sdo multiplamente inervadas, mais curtas e com menor quantidade de colageno,
pois possui menor quantidade de ligagdes cruzadas do que aves e mamiferos. Suas fibras
musculares sdo divididas em fibras vermelhas lentas e fibras brancas rapidas (Santos, 2007;
Roberts & Rodger, 2012). A musculatura vermelha aparece escura devido ao alto teor de
mioglobina, elevada densidade mitocondrial e alto grau de capilarizacdo, em contraste com 0s
baixos valores desses parametros no musculo branco (Santos, 2007). Em um estudo
demonstrou-se diferencas bioquimicas, mecanicas e eletrofisiologicas entre os tipos de
miofibras sendo as fibras vermelhas aerdbicas de contracdo lenta, semelhante as fibras de



contracdo lenta nos mamiferos, e que os brancos sdo anaerdbios, de rapida contracdo e
propensos a fadiga (Jayne & Lauder, 1993; Roberts & Rodger, 2012).

Os masculos vermelhos sdo mais superficiais e geralmente dispostos inseridos
no septo horizontal e, dependendo dos habitos da espécie, em maior quantidade no pedunculo
caudal. Isso pode se justificar pela maior ou menor necessidade de musculos com maior
eficiéncia energética para assegurar melhor propulsdo durante fugas, por exemplo (Santos,
2007). O musculo vermelho pode ainda conter maior contetudo lipidico do que o branco
(Munford et al., 2007). Apesar disso, a musculatura branca ocupa cerca de 60% do tecido
corporal. Por outro lado, efeitos estacionais na morfologia e fisiologia dos tecidos musculares
estdo principalmente relacionados a alteracfes da temperatura ambiental.

Ha evidencias de que com a reducdo das temperaturas pode haver um
incremento na quantidade de fibras vermelhas e que o estado metabolico e ciclo reprodutivo

podem alterar a composi¢do das proteinas das miofibrilas (Santos, 2007).
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Figura 2 - Esquema repesentativo do septo horizontal
e conformacdo do miosepto  para
identificacdo de filés de tilapia. (A) Porcao
anterior, (B) porcdo média, (C) porgdo
caudal. [adaptado - Brasil (2016)]



2.3 Patologia

2.3.1 Inflamacéo

Assim como nos animais domésticos, a inflamacdo nos peixes pode ser
dividida em aguda e cronica e os eventos desencadeados em cada uma sdo semelhantes. Na
inflamacéo aguda ocorrem eventos primordiais como a vasodilatagdo, seguida de aumento da
permeabilidade vascular e migracdo de leucocitos. Em muitas espécies de peixes foram
observadas respostas semelhantes a dos mamiferos em que os neutréfilos migram mais
rapidamente do que mondcitos e macréfagos (Suzuki & lida, 1992). Nos mamiferos os
granuldcitos sdo divididos em neutréfilos, eosinofilos e baséfilos. O primeiro é encontrado em
peixes teledsteos e os demais ainda sdo pouco definidos, mas ja foram observados em
esfregagos de sangue em salmonideos. Contudo, essa nomenclatura dos leucdcitos
granuldcitos em peixes ainda € contraditoria (Dalmo et al., 1997). O nome neutrofilo também
é utilizado para peixes assim como heterdfilo ou leucdocito polimorfonuclear. Uma das
diferencas € que o neutrofilo do teledsteo pode possuir granulacbes mais evidentes e o
polimorfismo nuclear é varidvel (Roberts & Rodger, 2012). Um resumo dos principais

leucdcitos que atuam no efluxo sanguineo durante processos inflamatérios estdo na Tabela 1.

Tabela 1- Principais células componentes do efluxo sanguineo atuantes na inflamagdo em
peixes teledsteos (adaptada - Roberts & Rodger, 2012).

Leucdcito Funcdes Consequéncia Particularidade
Destruicdo do patdgeno e Menos significantes em peixes
Neutréfilo de outros neutréfilos que em outros animais. Mais
(leucocito Fagocitose pelas enzimas atuantes na inflamacéo aguda e
polimorfonuclear) lisossdmicas e produgdo ~ menos na cronica. A observagéo
de abscesso de abscesso € pouco frequente

Atuam em conjunto com os

Mondécitos ou Fagocitose de Resolucao ou formacéao macro6fagos residuais e sdo mais
macrofagos patdgenos e debris de granuloma dominantes na inflamacao.
mononucleares celulares Podem se diferenciar em células
gigantes ou macrofagos
epitelioides
Secrecéo de Polimerizacéo do A fibrina dara origem ao tecido
Trombdcito tromboplastina fibrinogénio em fibrina fibroso que delimita lesdes
cronicas
Resposta Pouco comuns a menos que haja
Linfécito imunomediada ndo especifica uma resposta imune mediada por

célula




De modo geral, os resultados da inflamacgdo aguda sdo: resolugéo da leséo e
restauracdo das funcdes; resolucdo por fibrose, formacdo do abscesso ou progressdo para
inflamacédo cronica (Ackermann, 2017). Quando o agente ou substancia agressora persiste e
ndo é removido ha progressdao para a inflamacdo cronica e/ou formacdo do granuloma. A
inflamacdo crénica em peixes se dd com um processo proliferativo intermediado por
macrofagos, linfocitos, plasmdcitos, células gigantes multinucleadas e fibroblastos/fibrose
cuja funcao, assim como em mamiferos é enclausurar e conter o agente injuriante (Manrique,
2012; Roberts & Rodger, 2012).

Os granulomas em teledsteos sdo lesdes brancas a amarelas, duras a firmes,
podendo ser calcificadas e podem ser causadas por corpos estranhos (Manrique, 2012;
Roberts & Rodger, 2012); infeccGes bacterianas naturais ou experimentais 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 Ichthyophonus hoferi e Aphanomyces invadans (Roberts & Rodger, 2012).

A morfologia dos granulomas parece variar dependendo do estagio evolutivo
dos peixes, ou seja, em espécies modernas como a tilapia (Orechromis sp.) geralmente ha
formacdo do granuloma que progressivamente diferencia os macréfagos em células
epitelioides (granuloma imune) (Sado & Matushima, 2007; Manrique, 2012). Isso ocorre
devido ao processo de maturacdo da lesdo e 0 nome epitelioide se da pela semelhanca desses
macréfagos a um epitélio pavimentoso que, de fato, em alguns casos ja foi comprovada a
mimetizacdo de células epiteliais ou mesoteliais incluindo a expressdo de citoceratina humana
e presenca de juncdes desmossémicas. Nesse processo de cronicidade ainda incluem a
fibroplasia adjacente, infiltragdo mononuclear e por macrofagos pigmentados
(melanomacrofagos) (Noga et al., 1989; Matushima et al., 2006; Manrique, 2012; Roberts &
Rodger, 2012).

Centros de melanomacréfagos sdo agregados celulares distintos que contém
células pigmentadas em oOrgédos de vertebrados heterotérmicos (Agius & Roberts, 2003). Nos
peixes eles ocorrem em oOrgdos hematopoiéticos como baco, rim e figado. Os
melanomacrofagos também sdo observados em processos inflamatérios crénicos e dentre suas
fungdes tem-se a captura e armazenamento de ferro em doengas hemoliticas, apresentacéo de

antigenos a linfécitos, degradacdo e sequestro de restos celulares e materiais toxicos, como as



melaninas, radicais livres e produtos de degradacdo catabdlica; além de atuarem como
“depositos” de bactérias intracelulares resistentes (Agius & Roberts, 2003) (Figura 3).
Discute-se ainda o papel da melanina na neutralizacdo de radicais livres e sua funcgédo
bactericida (Agius & Roberts, 2003, Matushima et al., 2006). Segundo Matushima et al.
(2006) melanomacrofagos tem sido frequentemente vistos em lesGes granulomatosas em
tilapias-do-Nilo e morfologicamente séo fusiformes com ndcleo central com pigmentos de

melanicos intracitoplasmaticos.

Figura 3 - Infecgdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tilapia-do-Nilo. Musculo esquelético: Nota-se miosite
granulomatosa com um agregado de melanomacro6fagos
(seta azul) acompanhando o granuloma a direita, de
macrofagos epitelioides (HE).

2.3.2 Alteracdes do sistema muscular

e Resposta do muasculo a injuria

Frente a um insulto a fibra muscular esquelética tem capacidades adaptativas,

mas a resposta a lesdo basicamente consiste em necrose e regeneracdo. Nesses processos pode



haver atrofia ou hipertrofia das miofibras, fragmentacdo alteracdes da citoarquitetura e até
mesmo conversdo de um tipo de miofibra em outro, por exemplo, fibra anaerébica em
aerobica. Em resumo, as portas de entrada para o sistema muscular podem ser diretas por
feridas penetrantes, injecdes intramusculares, fraturas 0sseas e pressdo externa causando
esmagamento; ou via hematdgena que carreia patogenos, toxinas, células inflamatorias,
autoanticorpos e imunocomplexos (Valentine, 2017).

A necrose muscular tende a ter um padrdo segmentar devido a natureza
multinucleada da fibra e, em algumas excessdes, pode ocorrer a necrose de todo segmento da
miofibra como, por exemplo, em lesdes isquémicas. Histologicamente, esta alteracdo pode ser
dividida em duas fases: uma precoce em que ocorrem as hipercontracbes segmentares
visualizadas como tumefacdo da fibra em cortes transversais, hipereosinofilia e perda das
estriacOes (degeneracdo hialina); na fase tardia o sarcoplasma pode adquirir um aspecto
floculado (necrose flocular) ou granular (necrose granular) (Barros, 2017; Valentine, 2017).
Normalmente pode ocorrer mineralizagdo da miofibra durante o processo de necrose, iSO
ocorre devido ao influxo de célcio extracelular, posterior ao dano causado ao sarcolema, ou
efluxo de célcio intracelular por dano ao reticulo sarcoplasmatico (Valentine, 2017).
Macroscopicamente a mineralizacdo aparece como areas brancas bem delimitadas no musculo
e microscopicamente nota-se material basofilico granular ou cristalino no interior das
miofibras necrosadas (Barros, 2017).

Ndo havendo perda da membrana basal e viabilidade das células satélites,
inicia-se, apds a retirada da injuria, a regeneracdo. Este processo é feito pela migracdo de
monaocitos sanguineos para o centro da miofibra necrosada, ampliacdo e mitose das células
satélites, que se tornam mioblastos, os quais futuramente dardo origem aos miotubos e a uma
nova miofibra. A miofibra em regeneracdo, a microscopia, sdo basofilicas, contém ndcleos
internos, auséncia de estriacdes e possuem diametro menor. Outras alteracdes responsivas dos
musculos incluem as atrofias, dentre elas promovidas por desuso, desnervacdo, doenca
enddcrina, ma nutricdo ou congénitas; a fibrose, em caso de destruicdo da membrana basal, e

infiltracdo gordurosa (Barros, 2017; Valentine, 2017).

¢ Reacdo do sistema muscular a lesdo em peixes teledsteos

As particularidades dos peixes influenciam na patogenia das lesdes musculares.

Dentre elas, as diferencas entre 0 musculo branco e musculo vermelho, o arranjo do miétomo



e a influéncia da temperatura. Os miétomos séo feixes de fibras musculares ligadas por tecido
conjuntivo e a miofibra dos teledsteos séo cercada por um endomisio fino e todos sdo imersos
em fluido linfoide intercelular. O miondcleo € localizado logo abaixo do sarcolema em fibras
normais e uma indicacdo primaria de alteracdo é a migracao desse para o centro da miofibra
(Roberts & Rodger, 2012).

Comparativamente, essa fase incial difere das de animais domésticos (Barros,
2017; Valentine, 2017), contudo prossegue de maneira semelhante para a fase tardia quando
ocorre a floculacdo do sarcoplasma, infiltracdo de mondcitos com fagocitose de debris
musculares necrdticos (Figura 4), hemorragia, edema, infiltracdo por menor quantidade de
leucdcitos polimorfonucleares, de modo que, quando ha um agente infeccioso, a lesdo mescla
inflamacéo, necrose e fibrose (Roberts & Rodger, 2012). A regeneracao também é semelhante
com atuacdo das células satélites e, quando a lesdo € irreversivel, segue para fibrose com
deformacdo do tecido. Esse processo em peixes teledsteos demonstrou ser dependente da
disponibilidade de acido ascorbico (vitamina C) (Roberts & Rodger, 2012).

Figura 4 - Filé de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus): no centro ha
uma miofibra com citoplasma floculado (necrose flocular-
seta), infiltrado de macrdfagos e granuldcitos e proliferagdo
de tecido fibroso no intersticio (estrela). Esta lesdo representa
uma reacao tardia do musculo a injaria (HE).



2.3.3 Principais doencas que afetam o sistema muscular em peixes
teledsteos

Um conjunto de agentes parasitarios, fangicos e bacterianos que afetam
primariamente ou ocasionalmente o sistema muscular em peixes podem ser selecionados. A
literatura com maior frequencia relata doencgas que afetam salmonideos, peixes de aquério e
de producdo. Desses ultimos serd dada atencdo a tildpia-do-Nilo. Quanto aos agentes
bacterianos citam-se vibrios (peixes marinhos), Aeromonas salmonicida (salmonideos),
Aeromonas spp. (tilapia, pacu, carpa, beta, piracanjuba, matrinchd), Pseudomonas sp.,
micobactérias, tuberculose, nocardiose, Renibacterium salmoninarum, Edwardsiella ictaluri,
E. tarda, estreptococose, Pisciriricketsia salmonis e Francisella sp. com mais frequencia
(Noga, 2010; Roberts & Rodger, 2012; Oliveira et al., 2014).

Dos agentes parasitarios citam-se principalmente mixosporideos Kudoa,
Henneguya, Ceralomyxa e microsporidios além de doenca granulomatosa amebiana (Noga,
2010; Roberts & Rodger, 2012). H& também agentes fangicos como Ichthyophonus hoferi,
Aphanomyces invadans e Paeciliomyces spp., sendo que o primeiro pode afetar espécies de
agua doce e o segundo descrito em tilapias (Pavanelli et al., 2008; Noga, 2010).

Existem ainda miopatias de origem nutricional como na deficiéncia de
vitamina E e selénio. Miopatias do salmé&o do atlantico, como a doenca do pancreas, doenca
da inflamac&o do coracdo e musculo esquelético (HSMI) e sindrome da cardiomiopatia. Por
fim, as neoplasias sdo incomuns podendo ocorrer metastases de tumores linfoides e condictes
especificas como miofibrogranulomas e granulomas sistémicos visceral em salmonideos
(Noga, 2010; Roberts & Rodger, 2012).

2.3.3.1 Doencas bacterianas

Das enfermidades que afetam a musculatura de peixes nota-se que boa parte
delas € de agentes que produzem lesbes granulomatosas. Desses, franciselose, estreptococose
e edwarsielose estdo entre as principais doencas que acometem tilapias (Soto et al., 2016). As

duas primeiras e alguns de seus diagnosticos diferenciais serdo tratatos a seguir.



e Franciselose

Em um periodo de 20 anos (décadas de 80 e 90) foram descritos micro-
organismos, cocobacilares, Gram-negativos, pleomorficos e intracelulares bioguimicamente
semelhantes a Piscirickettsia salmonis (Rickettsia-like organisms — RLO), patégeno de
salmonideos, como causa de granulomatose sistémica ou granulomas em peixes de criadouro
provocando surtos com alta mortalidade (Birkbeck et al., 2011; Colquhoun & Duodu, 2011;
Soto et al., 2012).

Mauel et al. (2007) publicou um trabalho relacionado ao estudo da etiologia de
uma doenca semelhante a Pscirickettsiose que causara altas taxas de mortalidade de tilapias
criadas em propriedades da América Latina. Os sinais clinicos foram letargia, perda de
apetite, petéquia, exoftalmia e comportamento anormal de natacdo. As lesdes macroscopicas
incluiram esplenomegalia, renomegalia e numerosos nédulos brancos observados no bago,
rim, testiculos, coragdo, ovarios e, ocasionalmente, no figado. Uma lesdo granulomatosa preta
previamente ndo relatada foi relatada em até 30% dos filés. Por este motivo, houve
necessidade de uma linha de inspecdo no processamento dos peixes. Os filés condenados
foram destinados a producdo de subprodutos como nuggets ou tiveram que ser parcialmente
condenados com consequente reducdo de peso e valor. Molecularmente, o agente associado
nestes surtos da América Latina foi associado a Francisella spp.

Dentro do género Francisella, as espécies F. tularensis, F. novocida e F.
philomiragia sdo consideradas os micro-organismos mais comumente identificados como
patogénicos para peixes (Birkbeck et al., 2011; Colquhoun & Duodu, 2011; Iwashita &
Maciel, 2013). Em um trabalho envolvendo estudo filogenético em isolados de bacalhau do
atlantico foi proposto o nome de uma subespécie F. philomaragia subsp. noatunensis e
posteriormente proposto o nome F. noatunensis subsp. orientalis em outro estudo (Mikalsen
et al.,, 2007; Mikalsen et al., 2009; Colquhoun & Duodu, 2011). A nomenclatura das
subespécies da linhagem F. philomaragia atualmente validadas e patogénicas para peixes sdo
Francisella noatunensis subsp. noatunensis (Fnn) e Francisella noatunensis subsp. orientalis
(Fno) (Colquhoun & Duodu, 2011).

A tilapia (Oreochromis spp.) e bacalhau (Gadus morhua) tém sido
reconhecidos como hospedeiros altamente suscetiveis a cepas de Fno e Fnn, respectivamente,
resultando em alta taxa de mortalidade apesar de afetarem outras espécies de peixes de agua
doce e salgada (Mauel et al., 2007; Colguhoun & Duodu, 2011; Nguyen et al., 2015). A Fno é



extremamente virulenta e tem sido responsavel por mortes de tilapias-do-Nilo nos criatérios
brasileiros (Raghiante et al.,, 2017). Em espécies de Francisella sp. hd uma ilha de
patogenicidade com 16-19 genes dentre eles iglA, igIB, igIC e iglD que sdo fatores de
viruléncia relacionados ao loco de crescimento intracelular e também atuam no escape do
fagolisossoma (Nano & Schmerk, 2007; Soto et al., 2010) Essa espécie é responsavel por
causar granulomas multifocais em 6rgdos internos como baco, rins e figado, levando a
hiporexia, anorexia e morte (Birkbeck et al., 2011; Colquhoun & Duodu, 2011; Soto et al.,
2012; Raghiante et al., 2017).

Mundialmente surtos de franciselose ja foram registrados em paises como
Japdo, Tailandia, Taiwan, Indonésia, Noruega, Suécia, Reino Unido, Estados Unidos, Costa
Rica e Chile (Soto et al., 2009; Nguyen et al., 2015). O primeiro relato confirmado de
Francisella noatunensis orientalis no Brasil foi realizado em tilapias alevinos e juvenis de
cinco regides distintas de Minas Gerais (Leal et al., 2014). Posteriormente houve relatos em
Santa Catarina (Jatobé et al., 2016), Sdo Paulo (Assis et al., 2017) e um estudo com deteccéo
molecular acrescentando casos do estado do Parané (Sebastido et al., 2017). Todos eles foram
relacionados com altas taxas de mortalidade.

Francisella spp. pode ser transmitida por contato direto, &gua, alimentos ou
insetos vetores e fatores ligados ao equilibrio ambiental e temperatura da dgua podem ter
relacdo direta com a progressdo da doenga (Colquhoun & Duodu, 2011). Em um estudo
experimental comprovou-se que tilapias mantidas a 25°C desenvolveram a doenga e tiveram
alta mortalidade e concentracdes bacterianas esplénicas comparadas a outro grupo mantido a
30°C, adicionalmente ndo foi observado influéncia da alteracdo da salinidade da agua no
desenvolvimento da franciselose (Soto et al., 2012). Surtos no Brasil tém sido verificados
principalmente durante o inverno (Leal et al., 2014; Sebastido et al., 2017).

O diagndstico de franciselose pode ser feito pelos achados anatomopatoldgicos,
cultivo, analise molecular e hibridizacéo in situ. Na histopatologia achados semelhantes foram
observados tanto em casos suspeitos como confirmados de franciselose que confluem-se
doenca granulomatosa sistémica. O granuloma normalmente é composto por macrofagos
espumosos hipertréficos, fibroblastos e leucdcitos com um centro necrético (Mauel et al.,
2007; Colquhoun & Duodu, 2011) e poucas ou nenhuma bactéria sdo observadas em casos
mais cronicos (Nylund et al., 2006), embora haja relatos de que bactérias coco-bacilares
possam ser observadas dentro e fora dos macrdfagos evidenciados com coloragdo de Giemsa
(Soto et al., 2009; Nguyen et al., 2015). As lesdes musculares sdo geralmente granulomatosas
e infiltrativas (Camus et al., 2013; Raghiante et al., 2017).



Os achados anatomopatoldgicos juntamente com o cultivo do agente constitui o
padrdo ouro para o diagnostico, contudo o cultivo de Fno é trabalhoso e requer meios
especiais para o isolamento, uma vez que a maioria requer meios com 0 aminoacido cisteina
(Colquhoun & Duodu, 2011). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi utilizada em
diversos trabalhos para a detecgéo e caracterizacdo de Fno, inclusive no Brasil (Sebastido et
al., 2017). Atualmente tém-se também utilizado a PCR em tempo real (QPCR) primeiramente
realizado com um ensaio tendo como alvo o homdlogo do gene iglc de F. tularensis (Soto et
al., 2010). A gPCR também demonstrou alta sensibilidade e especificidade, assim como a
cultura bacterioldgica, de modo que pbde ser considerada para o diagnosticos de surtos de Fno
(Assis et al., 2017). Por ultimo a hibridizacdo in situ demonstrou ser um teste capaz de
identificar Francisella sp. em tecidos de peixes, contudo sem especificidade (Colquhoun &
Duodu, 2011).

e Estreptococose

Estreptococose € uma das principais doencas que afetam peixes de cultivo
intensivo e é uma das principais doencas da tilapicultura (Noga, 2010; Soto et al., 2016).
Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae (Costa et al., 2014), Streptococcus iniae e
Streptococcus agalactiae (Soto et al., 2016) sdo os agentes de importancia em tilapias-do-
Nilo. Esse patogeno tem a capacidade de infectar diversos tipos de hospedeiros sendo o
Streptococcus iniae um agente com capacidade zoonoética (Amal & Zamri-Saad, 2011).
Streptococcus sdo cocos Gram-positivos e podem ocorrer em peixes de dgua salgada e doce e
as septicemias sdo mais graves quando a temperatura é superior a 20°C e 0s peixes estdo sob
estresse (Pavanelli et al., 2008).

A via de transmissdo direta peixe a peixe € a mais aceita, mas estudos também
mencionam a possibilidade de transmisséo entre carcacas de peixes contaminadas para peixes
sadios, transmissdo entre espécies diferentes (peixes de dgua doce e agua salgada) além de
escoriagdes e lesbes de pele como porta de entrada. A dgua pode ser uma via de transmissao
indireta, na qual as fezes de peixes infectados e/ou recém-introduzidos sdo a via de eliminagdo
da bactéria para posteriormente infectar outros peixes (Nguyen et al., 2002; Amal & Zamri-
Saad, 2011).



Clinicamente observa-se natagdo erratica, escurecimento do corpo, exoftalmia,
opacidade de cdérnea, hemorragias ao redor do opérculo e na base das nadadeiras e ulceracéo
da epiderme. Frequentemente as hemorragias acometem o dorso e séo superficiais, antes do
pedunculo caudal, no opérculo e ao redor da boca (Pavanelli et al., 2008; Noga, 2010). A
natacdo erratica e desvio do dorso podem justificar-se pelas les6es encefélicas (Noga, 2010).
A exoftalmia pode ser uni ou bilateral, mais conhecida como olho de “popeye” e pode se
desenvolver pela infeccdo retrobulbar (Noga, 2010; Amal & Zamri-Saad, 2011; Iregui et al.,
2015). Em infeccBes por Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae adicionam-se
hiporexia, presenga de lesdes no tecido muscular e/ ou subcutaneo, como erosdes, ulceragdes
e, principalmente, abscessos com maior predisposicdo do pedunculo caudal com
envolvimento da musculatura (Nomoto et al., 2006; Costa et al., 2014). Nesse caso ha
importancia econémica, pois ha um aumento na taxa de carcacas descartadas durante o abate e
processamento de pescado no frigorifico (Costa et al., 2014).

A patogenia das lesdes por S. agalactiae ainda € discutida, mas estudos
experimentais recentes com tilapias vermelhas, por infeccéo oral e por imerséo, indicam que o
epitélio gastrointestinal constitui uma importante porta de entrada para 0 micro-organismo,
onde posteriormente atingiria 6rgdos como baco, olhos e encéfalo por via hematogena (Iregui
et al., 2015). Estudos com S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae demonstram mecanismos de
viruléncia como propriedades hidrofébicas, a capacidade de hemaglutinacdo de sua superficie
celular e a presenca de genes que codificam a exotoxina “streptolisina S” (Netto et al., 2011,
Costa et al., 2014).

Além dos achados clinicos, a necropsia pode haver liquidos serossanguinolento
na cavidade abdominal, pele escurecida, esplenomegalia e opacidade do epicéardio (Inocente
Filho et al., 2009; Noga, 2010). Microscopicamente pode ser observada meningite
granulomatosa ou heterofilica (Noga, 2010; Zamri-Saad et al., 2010). Infiltrado mononuclear
em meninges, olhos e epicardio também foram verificados em infeccdo experimental por S.
agalactiae (Inocente Filho et al., 2009). Pode haver congestdo de figado, baco e rim e o
figado pode conter areas de infarto associadas a vasos sanguineos com endotélio vacuolizado
com coldnias bacterianas dentro e fora dos vasos, muitas vezes preenchidos por trombos
(Zamri-Saad et al., 2010). A demontracéo de cocos Gram-positivos em encéfalo, rim, olhos e
orgdos internos constituem um diagnéstico presuntivo de estreptococose (Amal & Zamri-
Saad, 2011).

A confirmagdo do diagndstico pode ser realizada pelo cultivo do agente e/ou

utilizacdo de PCR e imunohistoquimica. Técnicas de anticorpo fluorescente indireto ja foram



testadas para identificacdo de S. iniae (Klessius et al., 2006). As técnicas de PCR
primeiramente foram utilizadas com a utilizacdo de primers universais como 0 16s rRNA
(Amal & Zamri-Saad, 2011), mas outras técnicas tém sido desenvolvidas, aléem de existirem
Kits comerciais para extracdo de DNA (Costa et al., 2014). A técnica de imunohistoquimica

demosntra boa especificidade e sensibilidade assim como a PCR (Iregui et al., 2015).

e Micobacteriose

A micobacteriose € uma doenca cronica progressiva que causa lesGes
granulomatosas sistémicas por bactérias alcool-acido-resistentes do género Micobacterium,
principalmente por Micobacterium marinum, Micobacterium fortuituim e M. chelonea e tem
maior frequéncia em peixes de aquarios publicos. A maioria dos isolamentos é de M.
marinum que afeta também o ser humano com maior frequéncia (Pavanelli et al., 2008). Uma
possibilidade de transmissdo da doenga é a ingestdo de alimentos contaminados e uma
possivel porta de entrada ja estudada é o intestino (Ishikawa et al., 2001; Romano et al.,
2012).

Os sinais clinicos sdo anorexia, emagrecimento, dispneia, exoftalmia,
descoloracdo do tegumento, perda das escamas, ulceracdo e necrose das nadadeiras, contudo
em salmonideos de &gua fria pode haver mortalidade sem sinais clinicos (Pavanelli et al.,
2008). Observou-se ainda distensdo abdominal com liquido ascitico em Elacatinus igaro e
exoftalmia com hemorragia intra-ocular em Paralichthys orbignyanus (Romano et al., 2012).

Na necropsia notam-se nddulos branco-acinzentados sistémicos ou agrupados
em qualquer 6rgdo, especialmente baco, rim e figado (Pavanelli et al., 2008). Na
histopatologia observam-se granulomas tipicos com centro necrotico, células epitelioides e
capsula espessa (Francis-Floyd, 2011; Romano et al., 2012). Um diagndstico presuntivo pode
ser feito com a demostracdo de bacilos acido-resistentes associados ao granuloma utilizando
técnicas histoquimicas de boa sensibilidade como o Fite-Faraco, que pode demonstrar menos
falsos negativos com relagdo ao Ziehl-Neelsen, além disso, a técnica de imunohistoquimica
pode ser utilizada com alternativa de menor custo e boa especificidade para caracterizacdo do
agente (Romano et al., 2012). O isolamento de Micobacterium € trabalhoso, mas alguns

autores ainda o consideram necessario para um diagnostico definitivo (Pavanelli et al., 2008).



e Edwardsielose

Edwardsiella tarda e Edwardsiella ictaluri sdo enterobactérias Gram-negativas
causadoras desta enfermidade, encontradas nos sedimentos dos tanques. A primeira provoca a
septicemia em peixes de agua quente como as tilapias e a segunda é o agente da septicemia
entérica de Ictalurus punctatus, mas ambas ja foram estudadas em tilapias (Pavanelli et el.,
2008; Griffin et al., 2016). A E. tarda provoca pequenas lesGes cutaneas que podem originar
abscessos volumosos e convexos nos musculos laterais ou na cauda. Os abscessos sdo
preenchidos por tecido necrotico e quando perfurados emitem gas com cheiro desagradavel.
Podem haver ainda ndédulos brancos nas branquias, despigmentacdo do tegumento e, em casos
de septicemia, ascite, exoftalmia e prolapso anal.

Nos casos tipicos de infeccdo por E. ictaluri, em peixes menores, pode haver
lesGes ulceradas no cranio que por ventura expdem 0s 0ssos da cabeca, chamada doenga do
“buraco na cabega” (Pavanelli et al., 2008). Histologicamente encontra-se nefrite supurativa
intersticial, hepatite supurativa, necrose de liquefacdo com gas no rim, figado, baco e
musculatura com Ulceras, aumento de melanomacrofagos e hemossiderose no bago e
granuloma visceral (linguado japonés) (Mohanty & Sahoo, 2007; Noga, 2010). Em tilapias,
distenséo abdominal e coldnias granularres focais de bactérias ao longo dos tecidos podem ser
encontradas (Roberts & Rodger, 2012).

O diagndstico é feito pelos sinais clinicos, achados anatomopatolégicos e
isolamento bacteriano (Pavanelli et al., 2008), mas técnicas como Imunofluorescéncia, Elisa,
PCR e/ou utilizagdo de ampliacdo isotérmica de loop (LAMP) também foram utilizadas
(Mohanty & Sahoo, 2007; Pavanelli et al., 2008).

e Vibriose

E uma importante bacteriose de peixes marinhos, mas supde-se que qualquer
espécie de peixe possa contrair a doenga, seus principais agentes etioldgicos sdo Vibrio
amguillarum, V. ordalli e V. salmonicida (Pavanelli et al., 2008). Vibrio vulnificus é uma

bactéria encontrada em moluscos, mas que pode causar septicemia fatal principalmente em



pessoas portadoras de doengas hepaticas e casos ja foram associados @ manipulacdo de tilapia
(Vish et al., 2006).

As lesbes causadas por espécies patogénicas para peixes tém a caracteristica de
produzir necrose de liquefacdo pela acdo da digestdo enzimatica de fagdcitos, como 0s
neutrofilos ou por toxinas da propria bactéria. Vibrio anguillarum produz lesdes necroticas
focais a focalmente extensas na musculatura de salmdo, porém menos necroticas e extensas
do que as lesdes por Aeromonas spp. e maiores do que as lesbes de V. ordalii, o qual produz
mionecrose cardiaca e esquelética.

Em animais cronicamente infectados as lesbes de pele podem se tornar
granulomatosas (Robert & Rodger, 2012). Ulceras hemorragicas com exsudato branco
rodeadas por um halo pigmentar negro é descrita e o diagnostico basea-se na sintomatologia,
observacdo de bactérias Gram-negativas no tecido hematopoiético, isolamento e
caracterizacdo do agente. A mortalidade chega a 80% em casos hiperagudos e é menor em

casos mais cronicos (Pavanelli et al., 2008).

e Aeromonas moveis

Aeromonas hydrophyla é descrita como principal agente deste grupo causadora
de doenca septicémica que afeta tilapias-do-Nilo de criatorios no Brasil. A transmissdo é
direta ou indireta, peixe a peixe ou por agua e racdo contaminadas. As lesbes macroscépicas
consistem em hemorragias multiplas que tornam o tegumento com tom vermelho, assim como
em Orgdos internos. H& ainda exoftalmia, ascite, necrose de nadadeiras e cauda,
esplenomegalia, hiperplasia do rim e petéquias e sufusdes na parede da cavidade celomatica
(Pavanelli et al., 2008; Oliveira et al., 2014).

Microscopicamente h& dermatite granulocitica necrotica mal delimitada.
Quando envolve a musculatura, nota-se a desintegracdo de fibras musculares caracterizada
por edema intersticial inflamatdrio. Necrose dos tabulos renais, goticulas hialinas e
associacfes com pigmentos de liposfuscina e melanina livres podem estar presentes. Deve ser
feita diferenciacdo com Streptococcus e Edwardsiella (Oliveira et al., 2014). O isolamento
deve ser feito de forma asséptica preferencialmente a partir de coletas de rim e encéfalo e a

identificacdo da espécie pode ser feita por PCR (Pavanelli et al., 2008; Oliveira et al., 2014).



e Qutras bactérias

Psciririckettsia salmonis e a Nocardia spp. sdo patdgenos considerados para
diagnostico diferencial de franciselose (Colgquhoun & Duodu, 2011). A P. salmonis é mais
descrita em salmonideos, mas pode afetar outras espécies causando lesGes granulomatosas.
Dentre outras lesdes pode causar necrose da derme e epiderme com degeneracdo da
musculatura sub-dermal. Comumente também notam-se macréfagos carregados com P.
salmonis.(Mauel; Miller, 2002).

Nocardia spp. € importante causadora de doenca em peixes no Japéo,
Indonésia, Taiwan e China em peixes de agua salgada, mas ja foi descrita em tilapias. Essa
bactéria pode resultar em altas taxas de mortalidade e clinicamente notam-se nédulos nas
branquias, baco, rim e figado, com ou sem ulceras com nddulos cutaneos maltiplos. Esses
nddulos na histopatologia sdo granulomas e o imprint das lesdes corados por Gram ou Ziehl-
Neelsen € um método rapido de observacdo da bactéria. O cultivo pode ser dificil (55%) e a

PCR é um bom método de confirmacdo do agente (Labrie et al., 2008).

2.4 Técnicas de diagnostico de doencas bacterianas em peixes teledsteos

O diagnéstico acurado de doencas infecciosas em peixes requer uma coleta
criteriosa de material. Em casos de surtos de mortalidade deve-se determinar uma quantidade
de peixes a serem eviadas para a analise laboratorial onde normalmente sdo feitos exames
parasitologicos e de necropsia (Pavanelli et al., 2008; Noga, 2010; Tavares et al., 2014). Essa
quantidade € variavel, mas o isolamento do agente etiol6gico tem sido feito quando analisados
de 5 a 8 peixes morimbundos ou doentes que devem ser enviados de preferéncia refrigerados,
ressaltando-se que ndo devem ser coletados peixes mortos pela possibilidade de autolise
tecidual e contaminacgéo da carcacga (Tavares et al., 2014).

Antes do inicio da necropsia pode ser feito um exame simples fazendo um
raspado Umido de tegumento e/ou de brénquias, comprimido entre lamina e laminula, e
observado ao microscopio onde podem ser observados parasitos, fungos e bacterias
filamentosas (Pavanelli et al., 2008; Noga, 2010). A coleta de material para bacteriologia deve
ser feita apds o exame externo e a desinfeccdo do tegumento. Utilizando-se materiais

assépticos, deve-se coletar fragmentos de 6rgdos, a depender da suspeita. De modo geral rim,



figado, baco e sangue devem ser coletados quando se suspeita de infecBes bacterianas ou
condigdes septicémicas (Pavanelli et al., 2008). Os tecidos coletados serdo semeados em
meios de cultura seletivos para posterior avaliacdo dos resultados (Tavares et al., 2014).
Durante a necropsia poderdo também ser coletados fragmentos dos principais 0rgaos para
exame virolégico que devem ser refrigerados a 4°C até serem processados; e fragmentos de
cerca de 1 cm? conservados de forma rotineira em solucdo de formalina neutra a 10% podem

ser submetidos a histopatologia (Noga, 2010; Tavares et al., 2014).



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta das amostras

Durante o periodo de maio a setembro de 2017 foram coletados 70 filés de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) descartados na linha de inspecdo de um frigorifico
sob Inspecdo Federal que recebe peixes de criatorios dos estados de Goias, Distrito Federal,
Sao Paulo e Minas Gerais, Brasil. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos,
refrigeradas e encaminhadas para analie anatomopatoldgica. O nimero do lote dos peixes, a
cidade de origem dos mesmos, a quantidade em quilos de filés descartados e filetados no dia e
0 peso médio dos peixes processados foram obtidos com o frigorifico. A média do peso das
tilapias-do-Nilo processadas nos lotes positivos para Streptococcus agalactiae e/ou Fno foi de
851,2 gramas com desvio padrdo de 88,77 (Tabela 2). A taxa de descarte (TD) dos lotes
acometidos foi calculada por uma porcentagem simples entre o quilo de filé descartado pelo

total em quilos da filetagem do lote.

Tabela 2- Listagem do peso médio, média e desvio padrdo dos peixes abatidos no frigorifico
por lote e agente etiologico.

Lote Agente etioldgico positivo Peso médio dos peixes (gramas)
Lote 1 Streptococcus agalactiae 748
Lote 2 Fno 776
Lote 3 Streptococcus agalactiae e Fno 910
Lote 4 Streptococcus agalactiae e Fno 959
Lote 5 Streptococcus agalactiae 863
Média 851,2

Desvio Padrao 88,77




3.2 Exame anatomopatologico

Os filés coletados na linha de inspecdo foram avaliados em sua superficie
lateral dividindo-a em regido cranial (regido entre altura da cabeca até posterior a nadadeira
peitoral); regido mediana (regido entre a nadadeira peitoral a anal) e regido caudal
[compreende a regido do pedunculo caudal] (Figura 5). Foi realizada a interpretacdo e
descricdo das alteracBes macroscépicas. A lesdo foi considerada de grau leve quando era
predominantemente focal, ndo exsudativa e menor que 0,5 cm de didmetro. Graus moderados
a acentuados foram registrados quando a lesdo afetava multifocalmente a difusamente todas
as regides e/ou possuia mais de 1,0 cm de didmetro ou aspecto repugnante. Em seguida,
amostra de cada leséo foi coletada e fixada em solugdo de formalina tamponada a 10%,
clivadas, processadas rotineiramente para histologia, emblocadas em parafina e coradas pela
hematoxilina e eosina (HE). Para avaliacdo microscopica foram analisadas as caracteristicas
morfoldgicas como: natureza da lesdo (inflamatdria, degenerativa ou neoplasica), distribuicéo,
tipo de infiltrado leucocitéario, presenca de melanomacréfagos, presenca de bactérias,
intensidade, tempo da lesdo (agudo ou cronico) e resposta do tecido adjacente.
Adicionalmente foi realizada coloracdo especial de Gram, Giemsa e Ziehl-Neelsen, quando

necessario.

Cramal

Figura 5 — Esquema de divisdo das regides de filé de tilapia-do-Nilo
para estudo da distribuicdo das lesfes. Nesse caso notam-se
pontos pretos acometendo concomitantemente as trés
regides.



3.3 Extracdo de DNA

Durante a avaliagdo macroscopica, amostras dos 70 filés foram seccionados no local
da alterag&o e acondicionados em microtubos lacrados, em duplicata. As amostras foram congeladas a
-80°C. Foi realizado exame de reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) para Streptococcus agalactiae e
PCR em tempo real (QPCR) para Francisella noatunensis subsp. orientalis (Fno). Logo em seguida, as
amostras de tecido foram descongeladas e a extracdo de DNA realizada a partir de fragmentos de
tecido usando o kit Wizard Genomic DNA Purification® (Promega, EUA) de acordo com instrucées
do fabricante. O DNA extraido foi quantificado com o equipamento NanoDrop (Thermo Scientific) e
armazenado a - 80 ° C até o uso.

3.4 PCR em tempo real (QPCR) para Fno

A deteccdo da bactéria Francisella noatunensis subsp. orientalis foi realizada
por PCR em tempo real (JPCR) de acordo com Soto et al. (2010) com algumas modificacoes.
Foram utilizados os iniciadores iglC forward (5 GGG CGT TAT CTA AGG ATG GTA TGA
G 3%) e (iglC reverse 5 AGC ACA GCA TAC AGG CAA GCT A 3’) (ambos adquiridos da
empresa Sigma-Aldrich), bem como, a sonda iglC probe 5° FAM (fluorescente 5-
carboxifluoresceina)- ATC TAT TGA TGG GCT CAC AAC TTC ACA A- TAMRA -1 3’
(IDT, EUA). As reacbes foram realizadas com o reagente GoTaqg Probe gPCR Master Mix
(Promega, EUA). O equipamento Quantstudio (Life Technologies, EUA) foi utilizado para a
realizacdo da PCR em tempo real. O mix da reacdo foi composto por 1X de master mix, 0,6
mmol L™ de cada primer, 0,25 mmol L™ de sonda e 100 ng de DNA modelo em um volume
final de 20 pL. Aquisicdo e andlise de dados foram realizados usando o software QuantStudio
Real-Time 2014, verséo 1.1 (Life Technologies). Os resultados da gPCR foram interpretados
de acordo com Assis et al. (2016), sendo consideradas positivas as amostras com Cq <35. A
qPCR foi realizada de acordo com os parametros recomendados pelo “MIQE guidelines”

(Bustin et al., 2009; Bustin, 2010).



3.5 PCR para Streptococcus agalactiae

A deteccdo da bactéria Streptococcus agalactiae foi realizada por PCR de
acordo com Mata et al. (2004) com algumas modificagdes. Foram utilizados os iniciadores
Sdi61 (5’AGGAAACCTGCCATTTGCG 3°) e Sdi252 (S’CAATCTATTTCTAGATCGTGG
3”) (ambos adquiridos da empresa Sigma-Aldrich). A reacdo foi realizada com o Kit GoTaq
Polymerase (Promega, EUA). O mix da reagdo consistiu de 1x de tampdo, 0,25 mM de
dNTPs, 2,0 mM de MgCl,, 1,0 uM de cada primer ¢ 1,5 U Taq polimerase para um volume
final de 25 pL de reacdo. Foram utilizados 100 ng de DNA template. A amplificagdo foi
realizada com 1 ciclo a 95°C por dois minutos; 25 ciclos de 95°C por um minuto, 55°C por
um minuto e 72°C por 90 segundos; e extensdo final a 72°C por cinco minutos. A PCR foi
realizada em termociclador Veriti 96-well (Applied Biosystems, EUA). Os produtos das
reacOes foram visualizados através da eletroforese em gel de agarose 2% e revelados com
brometo de etidio 0,5 mg/ml. As imagens dos géis foram capturadas pelo equipamento L-P1X

(Loccus Biotecnologia, Brasil).



4. RESULTADOS

Das amostras encaminhadas para exame molecular, 30/70 (42,85%) foram
positivas no PCR para Streptococcus agalactiae, 14/70 (20%) positivas na gPCR para Fno,
3/70 (4,28%) positivas para ambas as bactérias e 23/70 (32,86%) foram inconclusivas quanto
a etiologia. Portanto, aproximadamente 67 % das amostras com etiologia definida estiveram
associadas ao S. agalactiae e/ou Fno. Os lotes positivos para Fno eram provenientes do Sul
[Gouvelandia (18°38°31” S 50°0,3°57” O) ] e Leste de Goids [Abadiania (16°12°14” S
48°42°2570)] e Sul de Minas Gerais [Sdo José¢ da Barra (20°43°04” S 46°18°39” O)]. J& os
positivos para S. agalactiae vieram do Sul [Gouvelandia (18°38°31” S 50°0,3°57” O) ] e
Oeste de Goiés [Ivolandia (16°36°07” S 50°47°38°0)] (Figura 6). As taxas de descarte (TD)
para estes lotes acometidos variaram de 0,2 a 2% da filetagem.
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Figura 6 — Mapa das cidades de origem dos lotes de tilapias-do-Nilo pertencentes as
regibes Sudeste e Centro-Oeste do Brasil. Marcador preto = positivos para
Streptococcus agalactiae e Fno; Marcador verde = positivo apenas para Fno;

Marcador amarelo = positivo apenas para Streptococcus agalactiae;
Marcador azul = ndo testadas.

4.1 Andlise macroscépica

As alteragBes macroscopicas resumiram-se em pontos pretos lisos, planos e
superficiais multifocais ou multifocais a coalescente em ambas as superficies do filé ou que se
entremeavam nos mibmeros e mioseptos. Ocasionalmente essas lesbes eram maiores
atingindo aproximadamente 1,5 x 0,7 cm e, menos frequentemente, assumiam tonalidades
marrom e vermelha. Outro padrdo macroscopico observado foram cavitacdes irregulares
semelhantes a abscessos que permeavam a superficie de corte do filé. Majoritariamente essas
cavitagdes eram multifocais a coalescentes, delimitadas por uma area amarela firme e uma
delgada capsula cinza ou preta. Da superficie de corte fluia moderada quantidade de contetido
pastoso marrom ou amarelado e, com algumas excecfes, assumiam consisténcia solida
granular e preta. Em um caso positivo para Fno notou-se uma area focal saliente interpretada
como um granuloma. Por ultimo, outras lesdes se distinguiram por areas brancas bem
delimitadas multifocais sem positividade para nenhum dos agentes.

Levando-se em conta a frequéncia dessas alteracfes por agente, as cavitaces

estavam presentes em 27/30 (90%) das amostras positivas para S. agalactiae e as alteragoes



pigmentares ndo exsudativas, na forma de pontos ou areas pretas, estavam presentes em 12/14
(85,71%) nas amostras positivas para Fno. A associacdo dos dois agentes ndo demonstrou
uma tendéncia na apresentacdo macroscopica. Tomando-se 0s casos inconclusivos, areas ou
pontos pretos (18/23) e cavitagdes (10/23) foram os mais representativos. A porcentagem das
lesbes macroscopicas por agente etioldgico encontradas em filés de tilapia-do-Nilo estdo
demonstradas na Figura 7.
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Figura 7 — Frequéncia em porcentagem das lesdes macroscopicas encontradas
em filés de tilapia-do-Nilo descartados em frigorifico por agente etioldgico.

Quanto a distribuicdo das lesBes por S. agalactiae, 60% afetaram a regido do
pedinculo caudal e 93,3% foram observadas mais claramente na superficie medial, que
corresponde a superficie de corte da filetagem. J& nos casos positivos para Fno as lesdes
tiveram um padrdo multifocal principalmente na superficie lateral do filé. Nos trés casos de
associacdo de agentes as lesdes foram distribuidas proporcionalmente com maior destaque
para a superficie lateral (Tabela 3). Por ultimo, verificou-se que a repeticdo de lesbes de grau
acentuado foi maior nas infeccbes por S. agalactiae do que para os demais (Figura 8). As
lesbes de S. agalactiae demonstraram ser maiores, mais exsudativas e com aspecto
repugnante na maioria das vezes (Figura 9), enquanto as de Fno eram lesdes menos
exsudativas e solidas (Figura 10), porém assumia, nas formas mais graves, aspecto

proliferativo. (Figuras 11).
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Figura 8 — Porcentagem do grau de intensidade de lesdo macroscopica em filés de
tilapia-do-Nilo condenados em frigorifico por agente etiologico.

Figura 9 — Infecgdo por Streptococcus agalactiae em tilapia-do-Nilo.
Mdasculo esquelético, superficie medial: Nota-se cavitacdo
multifocal a coalescente com fundo cinza e exsudato amarelo
(setas) de tecido necrotico na regido caudal.



Figura 10 — Infecgdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tilapia-do-Nilo. Mdasculo esquelético. Notam-se pontos
pretos multifocais na superficie lateral do filé (seta).

Figura 11 - Infeccdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tildpia-do-Nilo. Nota-se granuloma focalmente extenso
acentuado na regido caudal com aspecto proliferativo (seta).
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Tabela 3 - Distribuicdo e porcentagem das lesbes macroscopicas de filé de tilapia-do-Nilo segundo a regido do filé e superficie, relacionado ao

agente etioldgico.

Agente etioldgico

Porcao do filé

Superficie do Filé

Cranial Mediana Caudal CR-ME- CR-ME CR-CA ME-CA Medial Lateral Medial-
(CR) (ME) (CA) CA Lateral
Streptococcus (0%) (33,33%) (60%) (3,33%) (0%) (3,33%) (0%) (93,33%) (3,33%) (3,33%)
agalactiae 0/30 10/30 18/30 1/30 0/30 1/30 0/30 28/30 1/30 1/30
(0%) (14,28%)  (7,14%) (42,86%) (14,28%) (7,14%) (14,28%) (14,28%) (7857%)  (7,14%)
Fno 0/14 2/14 1/14 6/14 2/14 1/14 2/14 2/14 11/14 1/14
S. agalactiae
+ (33,33%) (0%) (33,33%)  (0%) (0%) (0%)  (33,33%) (33,33%) (66,67%) (0%)
Fno 1/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0/3 1/3 1/3 2/3 0/3
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4.2 Anédlise microscopica

Microscopicamente tanto 0s pontos pretos como as cavitacGes consistiam em
miosites granulomatosas e/ou piogranulomatosas com variados graus de necrose e reagéo do
tecido adjacente que foi a principal lesdo nos dois agentes (Figura 12). Os granulomas tinham
dois aspectos distintos: ora eram piogranulomas com centro repleto de debris celulares
eosinofilicos e nucleos cariorréticos que alcancavam até 5 mm de didmetro (necrose de
liquefagdo) e, por vezes, com miriades bacterianas (Figuras 13 e 14); ora apareciam como
granulomas com centro menor e menos proeminente do que o infiltrado histiocitico, que
ocorreram principalmente nos casos positivos para Fno (Figuras 15). A area necrética nas
duas lesbGes granulomatosas era circundada por uma até cinco camadas de macrofagos
epitelioides (Figura 16) além de infiltrado de linfocitos, plasmaocitos, macréfagos espumosos e
granulécitos em meio a proliferacéo de fibroblastos e fibras de colageno (fibrose) (Figura 17 e
18A). A coloragdo preta foi correlacionada com a participacdo de melanomacrofagos que
eram constantemente presentes nos bordos do granuloma ou em meio aos macrofagos
epitelioides. Estas células apresentavam citoplasma estrelado com grande quantidade de
granulos pretos a marrons intracitoplasmaticos ou livres facilmente distinguiveis a histologia
(Figura 18 B).
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Figura 12 — Comparativo da porcentagem do diagndstico
morfologico/lesdes de filé de tilapia-do-Nilo condenadas em
frigorifico segundo o agente etioldgico.



Figura 13 — Infec¢do por Streptococcus agalactiae em tilapia-do-
Nilo. Musculo esquelético: Miosite piogranulomatosa com
piogranuloma focalmente extenso preenchido por debris
celulares (seta) e cercado por macréfagos epitelioides. H& ainda
agregados de macrofagos espumosos rodeados por infiltrado de
linfdcitos e plasmacitos. HE, Obj. 10x.
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Figura 14 — Infeccdo por Streptococcus agalactiae em tilapia-do-
Nilo. Mdasculo esquelético: Nota-se piogranuloma

focalmente extenso contendo debris celulares e
miriades bacterianas basofilicas (HE).




Figura 15 - Infeccdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tilapia-do-Nilo. Mdsculo esquelético: Observam-se granulomas
envolvendo a musculatura na superficie do filé (HE).

Figura 16 — Infeccdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tilapia-do-Nilo.  Musculo  esquelético:  Observa-se  granuloma
circundado por macréfagos epitelioides (seta), macréfagos espumosos e
melanomacraéfagos (HE).



Figura 17— Infeccdo por Francisella noatunensis subsp. orientalis em
tilapia-do-Nilo. Musculo esquelético: observa-se lesdo acentuada com
substituicdo do tecido por macrofagos, células epitelioides com necrose
central (seta) e infiltrado mononuclear, além de reacdo do tecido
adjacente com fibrose (asterisco) (HE).

Figura 18 — Infeccdo por Streptococcus agalactiae em tilapia-do-Nilo. Musculo
esquelético: Miosite granulomatosa. (A) Granuloma circundado por
macrofagos epitelioides (seta). Acima dos macrofagos, nota-se uma
miofibra com sarcoplasma floculado (necrose flocular) e infiltrado de
granulécitos em meio a fibrose intesrticial (asterisco). (B) Nota-se
infiltrado de melanomacrdéfagos (HE).

Comparando-se a reacdo granulomatosa promovida pelo S. agalactiae e pela
Fno notou-se que S. agalactiae desencadeia uma resposta inflamatéria necrotizante mista, ou

seja, com participacdo de todas as linhagens de leucécitos mononucleares e



polimorfonucleares (granulécitos e heteréfilos). J& lesGes de Fno demonstraram ter menor
participacdo de granuldcitos e granulomas de aspecto mais sélido (Tabela 4). Outra
caracteristica importante foi que a observacdo de miriades bacterianas na coloragédo de rotina
foi possivel somente em casos de infec¢do por S. agalactiae. Em quatro desses casos foram
verificadas, a coloragdo de Gram, grande quantidade de cocos Gram-positivos azuis (Figura
19). Do mesmo modo, nas amostras positivas para Fno ou para ambas as bactérias, em 8/17
notaram-se cocos azuis sugestivos de bactérias, a coloracdo de Giemsa. Contudo esses cocos
foram de dificil visualizacdo nos casos de Fno. Ademais, nos 23/23 casos inconclusivos ndo

se observaram bactérias alcool acido resistentes na coloracéo de Ziehl-Neelsen e Fit Faraco.

Figura 19 — Infecgdo por Streptococcus agalactiae em tilapia-do-Nilo.
Musculo esquelético. Cocos gram-positivos corados em azul
no centro de uma area necrotica (Coloracdo de Gram).

Invariavelmente foram notadas alteracGes no tecido muscular adjacente aos
granulomas e/ou piogranulomas, dentre elas degeneragdo hialina, necrose granular ou
flocular, expansdo do perimisio e miosepto por fibrose, infiltrado inflamatério mononuclear
permeando as miofibras, centralizagdo do mionucleo na miofibra e diferentes estagios de
regeneracdo muscular, por vezes com miofibras fragmentadas e cercadas por fibrose
(regeneracdo imperfeita). Esses achados representavam um morfoldgico de miopatia

necrotizante polifasica crénica.



O filé com éareas brancas apresentou lesdo muscular cronica como infiltrado
mononuclear, necrose flocular de miofibras, fibrose, mineralizacdo acentuada e regeneracéo e

foi classificada como miopatia cronica acentuada ndo especifica com mineralizacéo.
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Tabela 4 - Caracterizacdo comparativa da frequéncia dos achados microscépicos (P) pelo numero de amostras (P/N) em filés de tilapia-do-Nilo

segundo o agente etioldgico.

Agente Necrose Mi* Fibrose Gr* MM* Bac* Reacdode MEp* Mesp* Linf.* Plasm.*

etioldgico tecido
adjacente

Streptococcus
agalactiae 30/30  12/30 29/30 30/30 28/30 12/30 30/30 29/30 28/30 30/30 26/30

Fno 14/14 0/14  14/14  5/14 14/14 0/14 14/14 13/14 13/14 14/14 12/14
S. agalactiae

+ 3/3 0/3 3/3 3/3 3/3 0/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3

Fno

* Mi = Mineralizagdo; Gr = Granul6citos; MM = Melanomacréfago; MEp = Macro6fago epitelidide; Mesp = Macrdfago espumoso; Bac.=
bactérias; Linf. = linfocitos; Plasm. = plasmadcitos.
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5. DISCUSSAO

Além de possibilitar um diagnostico sugestivo dos possiveis agentes
envolvidos nas lesdes, a histopatologia esclareceu diversos pontos divergentes com relacdo a
variacdo morfoldgica das lesdes promovidas por Streptococcus agalactiae e Fno em filés de
tilapia-do-Nilo descartados em frigorifico e este estudo demonstrou a viabilidade do exame
anatomopatoldgico para o diagndéstico de lesdes em frigorificos de peixes. O diagnostico post-
mortem € importante para doencas de peixes e inclui a coleta de amostras para exame
parasitologico, microbioldgico, isolamento viral e histopatoldgico (Pavanelli et al., 2008;
Noga, 2010). O exame post-mortem também é util em abatedouros-frigorificos tanto de
mamiferos como de pescados no sentido de verificar lesbes ou alteragcdes que comprometam a
qualidade, o padrdo comercial ou a viabilidade do produto para o consumo humano, o que
torna esses estabelecimentos étimos instrumentos de estudo e pesquisa de diagnostico em
animais (Ungal et al., 1990; Tessele et al., 2013). Em filés de salmdo (Salmo salar), por
exemplo, ha estudos relacionados a lesGes caracterizadas por manchas de melanina, alteragdes
de coloracdo e textura que cursam com perdas econémicas na industria (Farber, 2017).

As pigmentacbes pretas dos filés foram atribuidas a inflamacdo tecidual
crbnica com participagdo de melanomacrofagos que, por produzirem melanina, conferiram
esta cor. Essas celulas podem atuar na inflamacdo cronica dos peixes e tem sido
frequentemente vistas em lesdes granulomatosas em tilapias-do-Nilo sendo fusiformes com
nucleo central e pigmentos melanicos intracitoplasmaticos (Matushima et al., 2006). Todavia,
melanomacrofagos albergam outros pigmentos como lipofuscina, ceroide e hemossiderina
(Agius & Roberts, 2003). Lesbes granulomatosas com pigmentacdo preta semelhantes em
filés de tilapia-do-Nilo (Mauel et al., 2007) e Salmdo do Atlantico (Larsen et al., 2012;
Farber, 2017) ja foram descritas. Segundo Mauel et al. (2007), os prejuizos relacionados as

lesGes de Francisella sp. deram-se ao aproveitamento dos filés afetados para subprodutos de



menor valor comercial; ou, pela tentativa de extirpar esses pontos pretos retirando
musculatura adicional junto com a pele, diminuindo o peso final e o valor do filé. Os pontos
pretos verificados nos filés infectados por Fno eram aleatoriamente distrubuidos sem
predilecdo por determinada regido do filé o que certamente impediu a retirada de todos os
pontos e 0 aproveitamento do restante.

Em relacéo a lesdo microscdpica, o granuloma formado por Fno, em qualquer
estagio de progressdo, teve maior componente histiocitico, em relacdo aos granulomas ou
piogranulomas formados por S. agalactiae, possivelmente por fatores ligados a sua patogenia.
De um modo semelhante a Francisella tularensis, organismos desse género sdo bactérias
intracelulares e possuem fatores de viruléncia como o gene iglc, necessario para a
sobrevivéncia intra-macrofagica por promover a inibicdo da fusdo do fagossoma com o
lisossoma, 0 que posteriormente levara ao desenvolvimento de uma resposta imune inata
mediada por ativacdo de receptores de reconhecimento padrdo (PRRs) localizados na
superficie celular ou endossomas como receptores Toll-like (TLRS) e intracitoplasmaticos
como NLRs (Nod-like receptor), liberacdo de interferons e interleucinas e atuacao de células
tipo TH1 (Colquhoun & Duodu, 2011; Bakkemo et al., 2011; Celli; Zahrt, 2013). Esta
resposta imune culminara com a ativacdo de mais macrofagos e formacédo do granuloma.

S. agalactiae foi 0 agente etiol6gico mais frequente nas lesdes encontradas nos
filés. As cavitagdes semelhantes a abscessos com fundo cinza ou preto e exsudativas,
principalmente no pedinculo caudal, e aspecto repugnante chamaram a atencdo nesta
bacteriose, devido a extensas areas de necrose de liquefacdo que o agente promoveu no centro
das cavitacOes. Esse fato p6de ser devido ao embolismo bacteriano, rapida proliferacdo do
agente e liberacdo de exotocinas e citocinas inflamatérias promovendo o dano tecidual. A
patogenia do S. agalactiae em peixes ainda tém sido discutida, mas ha fortes indicios de que a
principal porta de entrada da bactéria seria o trato gastrointestinal, a partir do qual poderia
multiplicar-se em células da mucosa até atingir a circulagéo sisttémica e progressivamente ha
proliferacdo massiva do microorganismo com lesdes graves e progressivas nos 6rgaos alvo
(Iregui et al., 2015). Estudos sobre a atuacdo dos macrofagos na estreptococose comentam
que a capacidade de Streptococcus do grupo B de causar septicemia bacteriana esta
relacionada a habilidade da bactéria em entrar e multiplicar dentro de macréfagos e causar
apoptose, fato que também foi discutido em peixes selvagens (Fettucciari et al., 2000;
Bowater et al., 2012). Os estreptococos no geral possuem como viruléncia propriedades
hidrofdbicas, capacidade de aderéncia a células epiteliais, presenca de genes que codificam a

estreptolisinas além de invasdo de células endoteliais e injaria direta aos tecidos (Nizet &



Rubens, 2000; Netto et al., 2011; Costa et al., 2014). De maneira analoga, abscessos
subcutaneos que afetam a regido do pedinculo caudal e septicemia s&o relatados em infeccGes
por S. dysgalactiae em tilapias-do-Nilo no Brasil (Netto et al., 2011). Infec¢cdes experimentais
em Seriola dumerili por S. dysgalactiae também reproduziram microabscedacdo e ou
inflamacdo granulomatosa no pedinculo caudal e em outros 6rgdos (Hagiwara et al., 2009).
As lesdes de Streptococcus agalactiae sdo normalmente resultantes de septicemia com
formacdo de granulomatose sistémica, principalmente meningoencefalite granulomatosa,
sendo o carreamento por macrofagos uma das possibilidades para atravessar a barreira
hematoencefalalica (Bowater et al., 2012). Acredita-se, portanto, que a via hematdgena seja a
via de chegada das bactérias no sistema muscular. A lise tecidual por exotoxinas citotoxicas
de S. agalactiae podem ser a causa do maior nimero de lesbes acentuadas verificadas na
miosite por S. agalactiae em rela¢do a Fno, no entanto, outros fatores como a estirpe do S.
agalactiae, dose infectante, temperatura da agua, biomassa e manejo zootécnico devem ser
considerados (Zamri-Zaad et al., 2010; Marcusso et al., 2015).

Lesdes por Streptococcus agalactiae demonstraram boa evidenciacdo de
bactérias no interior da lesdo pela coloracdo de Gram e de rotina (HE), contudo a marcacao de
bactérias por Giemsa foi menor para Fno. Do mesmo modo, pouca ou nenhuma bactéria sao
observadas em casos mais cronicos de franciselose (Nylund et al., 2006), embora haja relatos
de que bactérias coco-bacilares possam ser observadas dentro e fora dos macrofagos
evidenciados com coloracdo de Giemsa em casos de franciselose (Soto et al., 2009; Nguyen et
al., 2015).

ReacOes do tecido muscular a injuria foram verificadas em todos os casos de
miosite granulomatosa causada pelos dois agentes estudados. De modo semelhante ao que
ocorre nos mamiferos, a progressdo lesdes musculares inflamatérias cursaram com necrose
flocular de miofibras, infiltragdo de mondcitos com fagocitose de debris musculares
necroticos, hemorragia, edema, infiltracdo por leucocitos polimorfonucleares, linfocitos,
plasmdcitos e finalmente regeneracdo e/ou fibrose com deformacéo do tecido. O fato de
ocorrer no mesmo corte necrose segmentar e regeneracdo caracteriza uma lesdo polifasia e
respalda a ideia de que havia um processo degenerativo em curso (Valentine, 2017),
possivelmente devido a persisténcia do agente com liberagdo continua de citocinas
inflamatdrias. Apesar de ser variavel, esse achado pode excluir a possibilidade de uma leséo
traumativa, que normalmente é monofasica (Valentine, 2017). Miopatia polifasica
necrotizante cronica com melanomacréfagos foi verificada em lesbes em miopatia

granulomatosa pigmentar em Salméo do Atlantico (Larsen et al., 2012).



Neste estudo, ndo houve um aspecto morfolégico diferente quando os dois
agentes estiveram associados e pontos pretos e cavitagdes formando granulomas e/ou
piogranulomas foram verificadas. Co-infeccéo de S. agalactiae e Fno foi descrita em fazendas
criadoras de tilapia-do-Nilo no Brasil, onde se evidenciou predisposicao de peixes submetidos
a estresse por hipoxia crénica, especialmente naqueles criados em tanques-gaiola, contudo
ainda nédo houve esclarecimentos sobre o sinergismo dos dois agentes na patogenia, apesar de
acreditar que a infeccdo cronica por S. agalactiae associado a hipoxia pdde predispor a uma
infeccdo secundaria por Fno (Assis et al., 2017).

Também ndo houve diferenca significativa do peso de abate dos peixes quando
0s agentes estiveram presentes possivelmente devido a esse dado também ter influéncia de
fatores ambientais como clima, localizacdo geografica e tipo de manejo que atuam na
condicdo fisioldgica dos peixes. Geograficamente, os lotes positivos pertenciam em maior
parte a regido Central do Brasil onde hd uma estacdo seca (inverno) e outra chuvosa (verdo)
bem definidas, mas com longos periodos de temperatura de transi¢cdo o que determina mais
um fator predisponente para co-infeccdo ou infeccdo entre diferentes patdgenos, incluindo
Fno e S. agalactiae (Assis et al., 2017). Streptococcus agalactiae tem sido identificado em
varios surtos de mortalidade de peixes em criatérios brasileiros, principalmente onde
temperaturas da dgua estdo acima dos 27°C (Mian et al., 2009).

A TD de filés nos lotes acometidos tanto por S. agalactiae como por Fno foi
pequena, em torno de 0,2% da filetagem, mas quando 0s agentes estiveram associados essa
taxa chegou a 2%. Nesse caso presume-se que a associa¢do dos agentes pode potencializar o
namero de peixes com lesdes. Neste contexto registrou-se que até 14% dos peixes envolvidos
em um surtos relacionados a Francisella sp. foram acometidos por lesdes musculares (Mauel
etal., 2007).

As técnicas de PCR e qPCR foram escolhidas para detec¢do dos agentes
etiologicos devido ao menor tempo para o resultado e a possibilidade de avaliar varias
amostras a0 mesmo tempo. Fno é uma bacteria de dificil cultivo e isolamento e sua
caracterizacdo e filogenética e identificacdo vem sendo baseada em métodos moleculares
utilizando PCR e gPCR, além disso, a qPCR tem demonstrado boa sensibilidade e
especificidade como método diagndstico (Mauel et al., 2007; Soto et al., 2009; Soto et al.,
2010; Assis et al., 2016). Quanto aos casos suspeitos de S. agalactiae, o cultivo foi inviavel
em amostras de lesdes pela possibilidade de contaminacgdo por bactérias ambientais devido ao
manuseio e tempo de transporte. Isso pode interferir no resultado do cultivo e tornar o

diagnostico inconsistente (Costa et al., 2014). Assim, optou-se por utilizar técnica de PCR



multiplex com DNA purificado que ja foi apresentada como alternativa a cultura para
diagndstico de rotina de estreptococose em peixes (Mata et al., 2004).

Os resultados positivos para as bactérias investigadas no exame molecular
excluiram os diagndsticos diferenciais e, nos casos inconclusivos, alguns puderam ser
desconsiderados pela coloracdo negativa de Ziehl-Neelsen e Fit Faraco. Os diagnosticos
diferenciais considerados foram principalmente infeccGes por bactérias &cido-resistentes que
cursem com lesbes granulomatosas (Mycobacterium sp., Nocardia sp.), ou por bactérias que
causem lesdes necroticas na musculatura como Aeromonas moveis. A coloracdo de Ziehl-
Neelsen negativa minimizou as suspeita de micobacteriose e nocardiose nos casos
inconclusivos, pois nem sempre apresentam positividade nessas coloragdes (Colquhoun &
Duodu, 2011). As infeccBGes por Aeromonas mdveis foram diferenciadas morfologicamente.
Infeccbes musculares e cutdneas por Aeromonas macroscopicamente puderam ser
confundidas com estreptococose ou franciselose. Porém, microscopicamente, as lesGes de
Aeromonas diferenciam-se das de franciselose por serem mais necrotizantes e edematosas
com fragmentacdo das fibras ou atrofia de miofibras podendo ocorrer miofibras
multinucleadas (Rehulka et al., 2002; Oliveira et al., 2014).



6. CONCLUSOES

As lesdes promovidas por Streptococcus agalactiae e Fno em filés de tilapia-
do-Nilo descartados em frigorifico sdo miosites granulomatosas e piogranulomatosas que
conferem caracteristicas indesejaveis ao produto. A etiologia pdde ser determinada por

exames de PCR e gPCR em amostras congeladas.
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