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RESUMO

O tambaqui (Colossoma macropomum) é a espécie de peixe nativo mais produzida no
pais. Atualmente, a susceptibilidade do tambaqui foi confirmada somente para uma
bactéria, Aeromonas hydrophila. Sendo assim, este estudo tem como objetivo avaliar a
suscetibilidade de C. macropomum a isolados de Edwardsiella tarda, Chryseobacterium
sp., Streptococcus agalactiae e Francisella orientalis. Os isolados de E. tarda e
Chryseobacterium sp. foram oriundos de drgdos internos de tambaquis saudaveis,
enquanto que os isolados de S. agalactiae e F. orientalis foram oriundos de tilapias do
Nilo (Oreochromis niloticus) apresentando sinais clinicos. Essas bactérias foram
avaliadas quanto a sua patogenicidade para tambaqui por meio de infeccdo experimental.
Para tanto, cada um desses isolados bacterianos, assim como caldo de crescimento
bacteriano estéril para os grupos controle, foi inoculado em seis juvenis de tambaqui
saudaveis por injecdo intraperitoneal e, esses peixes foram observados quanto a
ocorréncia de sinais clinicos e mortes por um periodo definido. Os animais que morreram
durante esse periodo e os sobreviventes ao final foram necropsiados e analisados por
bacteriologia e histologia. Apenas os animais infectados por S. agalactiae apresentaram
sinais clinicos com progressao para a morte de 83,3% dos tambaquis daquele grupo. O
isolamento em cultura pura das bactérias recuperadas foi registrado para animais dos
grupos de tambaqui infectados por S. agalactiae, F. orientalis e E. tarda e alteracdes
histopatologicas encontradas foram descritas. Os animais infectados por S. agalactiae
alteragdes histopatologicas associadas a inflamacao neutrofilica e fibrinonecrética no
baco, figado, cérebro e coracdo. Ja os animais infectados por F. orientalis e E. tarda
desenvolveram alteragdes histopatologicas associadas a esplenite, hepatite e nefrite
granulomatosas. Por fim, concluimos que o postulado de Koch foi cumprido para a
interacdo de E. tarda com tambaqui, enquanto que para a interacdo desse peixe com
Chryseobacterium sp., o postulado de Koch ndo foi demonstrado. J& para as cepas
bacterianas originalmente isoladas de tilapia, S. agalactiae e F. orientalis, a
suscetibilidade do tambaqui em condicOes experimentais foi demonstrada.

Palavras-chave: Patégenos bacterianos, peixe amazénico, postulado de Koch,
suscetibilidade.



ABSTRACT

Tambaqui (Colossoma macropomum) is the most produced native fish species, in Brazil.
Currently, the susceptibility of tambaqui was confirmed only for one bacterial pathogen,
Aeromonas hydrophila. Therefore, this study aims to evaluate the susceptibility of C.
macropomum to isolates of Edwardsiella tarda, Chryseobacterium sp., Streptococcus
agalactiae and Francisella orientalis. E. tarda and Chryseobacterium sp. strains were
isolated from internal organs of healthy tambaquis, while S. agalactiae and F. orientalis
strains were isolated from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) showing clinical signs.
These bacteria were evaluated for their pathogenicity to tambaqui through experimental
infection. To this end, each of these bacterial strains and sterile bacterial broth, for the
control groups, was inoculated into six healthy tambaqui juveniles by intraperitoneal
injection after which the occurrence of clinical signs and deaths were observed for a
defined period of time. Animals that died during this period and survivors at the end of
experimental period were necropsied and analyzed for bacteriology and histology. Fish
infected by S. agalactiae were the only ones who showed clinical signs with progression
to the death of 83.3% of the tambaquis in that group. The isolation in pure culture of the
recovered bacteria as well as histopathological findings were observed for animals of the
groups infected by S. agalactiae, F. orientalis and E. tarda. Were observed
histopathological findings in the spleen, liver, brain and heart of animals infected by S.
agalactiae, which were related to neutrophilic and fibrinonecrotic inflammation.
Meanwhile, animals infected by F. orientalis and E. tarda developed histopathological
findings related to granulomatous nephritis, splenitis and hepatitis. Finally, we conclude
that Koch's postulate was fulfilled for the interaction of E. tarda with tambaqui, whereas
for the interaction of this fish with Chryseobacterium sp., Koch's postulate was not
fulfilled. As for the bacterial strains originally isolated from tilapia, S. agalactiae and F.
orientalis, the susceptibility of tambaqui in experimental conditions was demonstrated.

Key-words: Amazon fish, bacterial pathogens, Koch’s postulate, susceptibility.
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1. INTRODUCAO

O tambaqui (Colossoma macropomum) é um peixe redondo, de dgua doce, nativo
da bacia amazonica e que realiza migracGes reprodutivas, também chamadas de piracema.
E uma espécie muito importante comercialmente pela elevada aceitacéo da sua carne, ndo
sO no Brasil, mas na Colémbia, Peru, Venezuela, Bolivia e Equador, além de ser parte
importante do habito alimentar da populacdo desses paises (Valladao et al, 2018).
Segundo Gomes et al. (2010) esse peixe ganhou notoriedade por possuir bom
desempenho zootécnico, rusticidade, aceitacdo de dieta a base de racdo e boa eficiéncia
reprodutiva. Enquanto isso, segundo o IBGE (2020), o tambaqui foi 0 segundo peixe mais
produzido no Brasil, em 2019. Com a sua producéo em cativeiro, € de se esperar que a
exposicdo do tambaqui a agentes estressantes, como a alta densidade de estocagem e
parametros de qualidade de dgua fora do ideal, leve a imunossupresséo e consequente a
instalacdo de doengas.

Os problemas sanitarios enfrentados por essa cadeia produtiva incluem,
principalmente, o acometimento por parasitas, como o acantocéfalo Neoechinorhynchus
buttnerae (Aguiar et al., 2018), protozoarios como Ichthyophthirius multifilis (Santos et
al., 2013) e Piscinoodinium pillulare (Martins et al., 2015), alem de parasitos
monogenéticos (Santos et al., 2013). A capacidade desses parasitos de superar a barreira
fisica do peixe faz com que este se torne susceptivel ao acometimento por patdgenos
oportunistas.

Quanto a bactérias patogénicas para C. macropomum, pouco tem sido discutido
na literatura. O unico relato cientifico nesse sentido foi redigido por Gallani et al. (2020)
e verifica a patogenicidade de Aeromonas hydrophila para tambaqui através de
cumprimento do postulado de Koch. Utilizando essa metodologia os autores
comprovaram a existéncia de relagcdo causa-efeito entre A. hydrophila e a septicemia
hemorragica desenvolvida apos interacdo desse microrganismo com o tambaqui. Mesmo
essa aeromonas movel sendo a Unica bactéria comprovadamente patogénica para esse
peixe amazonico, outras podem ocorrer no mesmo hospedeiro, mas ainda ndo ser sabido
pela comunidade cientifica. Um fator que corrobora com a possibilidade de afec¢cdo do
tambaqui por outras bactérias sdo as mudancas climaticas que induzem alteracGes nas
relacdes entre microrganismos e organismos aquaticos (Johnson e Paull, 2011), levando
a possivel ocorréncia de doengas emergentes (Pe¢kala-Safinska, 2018). A falta de
conhecimento acerca da situacdo sanitaria do tambaqui pode ser em decorréncia da baixa
frequéncia de exames laboratoriais de rotina nas pisciculturas, assim como pelo cultivo,
relativamente, recente dessa espécie de peixe.

Edwardsiella tarda e Chryseobacterium spp. séo frequentemente encontrados no
ambiente, incluindo os corpos d'agua, permitindo interagdes com 0s organismos
aquaticos (Rocha e Manaia, 2016; White et al., 1973). Além disso, E. tarda é reconhecida
como importante patdgeno para peixes, visto que afeta diversas espécies com elevada
importancia comercial (Alcaide et al., 2006; Alexandrino et al., 1999; Hoshina, 1962;
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Meyer e Bullock, 1973; SAE-OUI et al., 1984; Shetty et al., 2014; Van Damme e
Vandepitte, 1980; Yasunaga et al., 1982). Novas Chryseobacterium spp., por sua vez,
foram descritas apés isolamento a partir de peixes doentes e sua interacdo com o
hospedeiro foi capaz de cumprir o postulado de Koch, como C. tructae (Zamora et al.,
2012a), C. viscerum (Zamora et al., 2012b), C. aahli (Loch e Faisal, 2014) e C.
aurantiacum (Luo et al., 2018). Esses relatos indicam a velocidade com que novas
espécies do género Chryseobacterium sdo descritas como causas de doenca em diferentes
espécies de peixes.

Ademais, duas bactérias sdo responsaveis por grandes perdas na tilapicultura
brasileira, Streptococcus agalactiae e Francisella orientalis (Leal et al., 2014; Mian et
al.,, 2009). S. agalactiae afeta tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus) e causa
meningoencefalite e septicemia hemorragica, enquanto que F. orientalis leva a ocorréncia
de infeccdo granulomatosa sistémica e de curso cronico (Colquhoun e Duodu, 2011;
Figueiredo et al., 2006). A ocorréncia natural dessas bactérias em tambaqui ainda néo foi
relatada, no entanto, o compartilhamento de agua, ferramentas ou estruturas entre 0s
cultivos de tilapia e tambaqui tem o potencial de contribuir para a transmissdo desses
agentes para o novo hospedeiro. No reservatério da usina hidrelétrica Luis Eduardo
Magalhaes, por exemplo, localizada no estado do Tocantins, € feito o cultivo tanto de
tilapia como de tambaqui (MAPA, 2020).

Sendo assim, a pesquisa por agentes bacterianos aos quais 0 tambaqui e,
potencialmente, susceptivel tem o papel de prover conhecimento cientifico capaz de
indicar possiveis pdsteros entraves sanitarios na cadeia produtiva desse animal, assim
como servir de alicerce para o estabelecimento de medidas preventivas e de tratamento
eficazes, contribuindo para a atenuacdo dos prejuizos socioeconémicos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. PANORAMA DA AQUICULTURA

2.1.1. Cenario produtivo mundial

Segundo a FAO (Food and Agriculture Organization of the United Nations)
(2020a), em 2018 foram produzidos 178,5 milhGes de toneladas (t) de pescado, sendo a
aquicultura responsavel por 46% desse total (82,1 milhdes de t). Somente a producéo de
peixes por aquicultura rendeu um total de 54,3 milhdes de t, sendo que 86,55% (47
milhdes de t) desses peixes foram produzidos em &gua interiores. Enquanto isso, a
obtencédo de pescado por captura em aguas interiores rendeu 12 milhGes de t, em 2018.
Esses dados corroboram para a afirmacgé@o de que a aquicultura possui um grande peso
para o fornecimento de pescado em escala mundial, destacando-se na produgdo em aguas
interiores.

Em 2018, os maiores produtores de peixes foram paises do continente asiatico. A
China domina esse ranking com a producao de 47,5 milhdes de t, sequida da india, com
7 milhdes de t e da Indonésia, com 5,5 milhdes de t (FAO, 2020a). Vale ressaltar que a
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alta produtividade desses paises € em decorréncia da aquicultura em aguas interiores
muito bem desenvolvida.

As trés espécies de peixes mais produzidas no mundo sdo cultivadas em aguas
interiores. Segundo a FAO (2020b), a carpa-capim (Ctenopharyngodon idellus) lidera
esse ranking, com 5704 mil t produzidas em 2018. A China é o pais que mais cultiva esse
peixe (5504,3 mil t), seguida por Bangladesh (56,7 mil t) e Ird (28,1 mil t) em terceiro. A
carpa prateada (Hypophthalmichthys molitrix) ocupou, no mesmo ano, o segundo lugar
no ranking das espécies mais cultivadas globalmente com 4788,5 mil t produzidas. A
China é o pais que detém os valores mais expressivos de producdo de carpa prateada
(3858,8 mil t), sequida da india (444 mil t) e de Bangladesh (221,9 mil t) em terceiro.
Apesar dos grandes volumes de producdo das carpas, no comércio internacional essas
espécies sdo pouco valorizadas, sendo salmao, truta, bacalhau e atum, peixes mais
valorizados. Ja a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) ocupou o terceiro lugar no
ranking dos peixes mais cultivados no mundo devido a producéo de 4525,4 mil t. A China
também se destaca no cultivo de tilapia do Nilo (1218,5 mil t) sucedida pela Indonésia
(1171,6 mil t) em segundo lugar, em terceiro esta o Egito (1051,4 mil t) e em quarto lugar
estd o Brasil (317 mil t).

A producdo de peixe tem sido majoritariamente destinada ao consumo humano.
Desde 1961 até 2017, o crescimento médio anual do consumo de peixe foi de 3,1%,
enguanto que o crescimento populacional mundial por ano, no mesmo periodo, foi de
1,6%. Além disso, de toda fonte de proteina animal consumida no mundo, em 2017, 17%
foi de pescado (FAO, 2020a). Dessa forma, podemos perceber a importancia que o
pescado possui para a manutencao da seguranca alimentar no mundo.

2.1.2. Cenario produtivo nacional

No Brasil, em 2019, foram produzidas 529,6 mil t de peixe por meio da aquicultura
(IBGE, 2020). No ranking estadual, o Parana foi o maior produtor de peixes, sendo
responsavel por 23,9% do total nacional, acompanhado por Sdo Paulo e Ronddnia, que
obtiveram producdes correspondentes a 9,6% e 9,2% do total nacional, respectivamente.
Tanto no Parana, como em Sao Paulo, a tilapia do Nilo destaca-se como a espécie mais
produzida, enquanto que em Rond6nia, o tambaqui € a espécie que prevalece (IBGE,
2020).

Nacionalmente, a tilapia do Nilo é a espécie de peixe mais produzida. Em 2019, sua
producgédo alcangou 323,7 mil t, correspondendo a 61,1% da quantidade de peixes
cultivados no Brasil (IBGE, 2020). As regides Sul e Sudeste do pais, juntas, séo
responsaveis por 72,5% de toda tilapia cultivada no pais. No ranking por estado, o Parana
se destaca por atingir 120,5 mil t de tilapia, seguido de Sdo Paulo e Minas Gerais, com
producdes iguais a 45,6 (ou 14,1%) e 33,9 (ou 10,5%) mil t, respectivamente (IBGE,
2020).

Ja o tambaqui é a segunda espécie de peixe mais produzida no Brasil. Em 2019, seu
cultivo rendeu 101,1 mil t, o que corresponde a 19,1% do total de peixes produzidos por
aquicultura (IBGE, 2020). Na regido Norte do pais, foram cultivados 73,2 mil t de
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tambaqui, ou, 72,4% da producdo total dessa espécie em todo Brasil. Ronddnia € o estado
gue mais cultiva esse peixe amazonico, sendo responsavel por 40,1 mil t, ou, 39,6% do
total produzido nacionalmente. Em segundo e terceiro lugar estdo Maranhdo e Roraima
com produgOes iguais a 11,1 mil t (ou 11%) e 10,7 mil toneladas (ou 10,6%),
respectivamente (IBGE, 2020).

Apesar de existir uma clara separacéo espacial entre as regides que mais produzem
tambaqui (regido Norte) e que mais produzem tilapia (regides Sul e Sudeste), ainda
existem regifes em que ambas as espécies sao cultivadas. Segundo o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em seu Boletim da Piscicultura em
Aguas da Unido 2018 — 2019, no reservatrio da usina hidrelétrica Luis Eduardo
Magalhées, localizada no estado do Tocantins, foram produzidas 27,05 t de tambaqui e
19,80 t de tilapia, em 2019 (MAPA, 2020).

2.2. TAMBAQUI

O tambaqui, de nome cientifico Colossoma macropomum, é um peixe redondo,
de agua doce e pertencente a familia Serrasalmidae (revisado por Morais e O’sullivan,
2017). Essa espécie é nativa da bacia amazonica e realiza migracGes reprodutivas também
chamadas de piracema. Esse peixe € onivoro e em seu habitat natural se alimenta de
sementes, folhas, frutas e zooplancton, o que favorece o seu cultivo por demandarem
pouco ou nenhum uso de alimento de origem animal (Valladéo et al., 2018). Tambaqui é
uma espécie muito importante comercialmente pela elevada aceitagdo da sua carne, ndo
sO no Brasil, mas na Colémbia, Peru, Venezuela, Bolivia e Equador, além de ser parte
importante do habito alimentar da populacdo desses paises (Valladdo et al, 2018).
Segundo GOMES et al. (2010), esse peixe possui caracteristicas favoraveis ao cultivo,
como bom desempenho zootécnico, rusticidade, aceitacdo de dieta a base de racdo e
numero de alevinos obtidos.

Apesar de, atualmente, o tambaqui ser conhecido por possuir boas caracteristicas
para a producdo em cativeiro, até o final da década de 1970 a obtencdo dessa espécie se
dava primariamente pela pesca extrativista. No entanto, nos anos 80 a sobrepesca assolou
0s estoques naturais do tambaqui levando o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) a instituir um periodo de defeso e outras
restricOes para a pesca desse peixe, de forma que este fosse capaz de reestabelecer-se na
natureza (revisado por Morais e O"sullivan, 2017). Mesmo apds os esforcos do IBAMA,
0s tambaquis encontrados na natureza, capazes de alcancar até 100 cm de comprimento,
ndo conseguiam, em sua maioria (99% da populacdo), atingir 55 cm de comprimento nos
anos de 2007 e 2008 (revisado por Morais e O"sullivan, 2017). As restri¢des do IBAMA
mencionadas ainda se encontram em vigor.

Mesmo na auséncia de dados estatisticos sobre a pesca do tambaqui, conseguimos
indicar alguns entraves que essa atividade possui. Enquanto isso, o cultivo de tambaqui
rendeu a producdo de 101,1 mil toneladas, em 2018, demostrando o potencial de
crescimento que a aquicultura tem para o fornecimento dessa espécie aquética.
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2.2.1. Sanidade em Tambaqui

Alguns artigos cientificos, no anseio de indicar as boas caracteristicas do tambaqui
para a producdo em cativeiro, propagaram a ideia de que o tambaqui € resistente a
enfermidades, baseando-se, aparentemente, em observacdes empiricas (Paula, 2009;
Pinheiro, 1990). No entanto, estudos que testam a ampla susceptibilidade do tambaqui e
comprovam sua resisténcia a diversos patdgenos ndo foram encontrados na literatura
cientifica.

Os tambaquis sdo majoritariamente afetados por parasitos, como: monogenéticos,
myxosporideos, digenéticos, nematodeos, acantocéfalos e crustaceos, além de
protozoarios como Ichthyophthirius multifilis, Piscinoodinnium pillulare, Tetrahymena
spp. e tricodinideos (Pereira et al., 2016; Valladdo et al., 2018). Dentre os parasitos, 0
acantocéfalo Neoechinorhynchus buttnerae, tem se destacado, recentemente por ser
responsavel por grandes prejuizos econdmicos na cadeia produtiva do tambaqui (Castro
et al., 2020).

Ainda ndo existem registros, na literatura cientifica, de virus atuando como
patdgenos para C. macropomum. Quanto aos fungos temos raras indicacfes da afeccdo
de larvas e ovos degenerados de tambaqui por Saprolegnia sp (Malta et al., 2001; Thomé,
2000).

A literatura cientifica indica apenas Aeromonas hydrophila como patogénica para
C. macropomum, uma vez que a interacdo entre o tambaqui e essa bactéria foi testada
através de estudos de infeccdo experimental com subsequente cumprimento ao postulado
de Koch (Gallani et al., 2020). Nesse estudo, Gallani et al. (2020) observaram apés
infeccdo experimental, 0s mesmos sinais clinicos observados nos peixes dos quais foi
realizado o primeiro isolamento de A. hydrophila, como letargia, lesdes ulcerativas
circulares, melanose, erosdo de nadadeira, opacidade de cornea, hemorragia na regido
ventral dos peixes, assim como, emaciacdo e hemorragia anal. Foi ainda possivel
estabelecer uma dose letal mediana (DLso) igual a 8,8 x 10’ UFC/mL de A. hydrophila
para o tambaqui. Uma vez comprovada a patogenicidade de A. hydrophila contra C.
macropomum, os autores ainda indicaram, através de testes in vitro, opcOes de tratamento
e controle potencialmente efetivas contra essa bactéria, como os antibidticos: ceftriaxona,
florfenicol e oxitetraciclina; os desinfetantes: formaldeido, sulfato de cobre, hipoclorito
de sodio a 5%, cloreto de sodio e peroxido de hidrogénio; além dos 6leos essenciais de
canela e cravo. Vale ressaltar que A. hydrophila € um importante patégeno de animais
aquaticos, que desenvolve septicemia hemorragica levando a mortes ndo somente em C.
macropomum, mas também em diversas outras espécies de peixes (Bandeira Junior et al.,
2019; Baumgartner et al., 2017; Faisal et al., 1989; Hossain et al., 2014; Soliman et al.,
1989).

Outras bactérias como Flavobacterium columnare, Streptococcus sp.,
Lactococcus garvieae, Edwardsiella tarda, Citrobacter sp. e Plesiomonas shigelloides,
que sdo consideradas patogénicas para outras espéecies de peixes, ja foram isoladas de
tambaqui apresentando sinais clinicos (Carvalho, 2012; Pilarski et al., 2008). Nao
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obstante, ainda ndo sdo consideradas patogénicas para tambaqui, visto que estudos de
causalidade, através de postulado de Koch ndo foram conduzidos, limitando o significado
clinico desses achados.

Durante um programa de monitoramento conduzido pelo Aquacen Saude Animal,
da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais, em conjunto com o
Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento em Ronddnia, foram isoladas
Edwardsiella tarda e Chryseobacterium sp, respectivamente, de rim e cérebro de juvenis
de tambaquis saudaveis (dados ndo publicados). Apesar da auséncia de sinais clinicos nos
animais, as bactérias citadas foram encontradas nos 6rgéos internos (rim e cérebro) dos
tambaquis, que em condi¢fes normais deveriam ser estéreis. Além disso, Edwardsiella
tarda ja € um patdgeno de peixes bem reconhecido, enquanto que novas espécies do
género Chryseobacterium tém sido recentemente descritas e isoladas de peixes doentes
com patogenicidades heterogéneas (Gholamhosseini et al., 2018; Kim et al., 2020; Luo et
al., 2018; Sebastido et al., 2019; Zamora et al., 2012b, 2012a).

Ademais, Streptococcus agalactiae e Francisella orientalis sdo importantes
patdgenos para peixes, em especial, no Brasil, para tilapias do Nilo. Em tambaquis, essas
bactérias ndo foram isoladas de casos naturais, no entanto, sabe-se que S. agalactiae é
uma bactéria capaz de atravessar a barreira interespécie, infectando outras espécies de
peixes cultivadas na mesma unidade produtiva (Leira et al., 2019; Xavier, 2018) ou até
mesmo especies de classes diferentes, como isolados de humanos demonstrando
patogenicidade para peixes (Wang et al., 2017). Enguanto isso, F. orientalis possui uma
expressiva morbidade afetando diversos peixes suscetiveis (Chern e Chao, 1994; Lagos
et al., 2017; Lewisch et al., 2016), além de potencial habilidade de persistir no ambiente
pela producéo de biofilme (Soto et al., 2015a).

Sendo assim, de forma geral, as quatro bactérias retratadas anteriormente, E.
tarda, Chryseobacterium sp., S. agalactiae e F. orientalis, despertam curiosidade
cientifica devido aos fatos ja apresentados e serdo revisados a seguir.

2.3.Edwardsiella tarda

Edwardsiella tarda, assim como, E. anguillarum, E. hoshinae, E. ictaluri e E.
piscicida, sdo espécies do género Edwardsiella, que por sua vez pertence a familia
Hafniaceae. E. tarda é uma espécie de bactérias Gram negativas que possuem formato de
bastonetes medindo 2-3 pum de comprimento e 1 um de largura, sdo anaerdbias
facultativas e possuem motilidade (revisado por Park et al., 2012). Além disso, essas
bactérias parecem ser capazes de induzir apoptose nos linfocitos levando a
imunossupressdao do hospedeiro, assim como, parecem ser capazes de sobreviver e
replicar dentro de fagdcitos, viabilizando sua disseminacg&o por todo o hospedeiro (Zhang
etal., 2016; Pirarat et al., 2007). Por ser uma bactéria intracelular facultativa, o tratamento
de infeccdes por E. tarda € mais dificultado devido a presenca de barreiras extras, como
a membrana plasmatica e a membrana fagossomal/fagolisossomal da célula hospedeira
(Kamaruzzaman et al., 2017). A hemaglutinina sensivel a temperatura (Tsh) e a sialidase
NanA, proteinas encontradas em E. tarda, possuem funcBes enzimaticas capazes de
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conferir infectividade a essa bactéria, uma vez que parecem influenciar a interacdo do
patdgeno com a célula hospedeira (Hu et al., 2016; Vo et al., 2019).

Essa espécie de bactéria foi originalmente isolada de enguia japonesa (Anguilla
japonica) no Japdo, em 1962 (Hoshina, 1962), mas até hoje ela ja foi isolada de Ictalurus
punctatus (Meyer e Bullock, 1973), Micropterus salmoides (White et al., 1973), Mugil
cephalus (Kusuda, 1976), Evynnis japonica (Kusuda et al., 1977), O. niloticus (Van
Damme e Vandepitte, 1980), Oncorhynchus tshawytscha (Amandi et al., 1982), Pagrus
major (Yasunaga et al., 1982), Seriola quinqueradiata (Yasunaga et al., 1982),
Paralichthys olivaceus (Nakatsugawa, 1983), Cyprinus carpio (Sae-Oui et al., 1984),
Dicentrarchus labrax (Blanch et al., 1990), Scophthalmus maximus (Nougayrede et al.,
1994), Clarias batrachus (Sahoo et al., 1998), Oncorhynchus mykiss (Alexandrino et al.,
1999), Salvelinus fontinalis (Uhland et al., 2000), Catla catla (Swain e Nayak, 2003),
Labeo rohita (Swain e Nayak, 2003), Anguilla anguilla (Alcaide et al., 2006), Silurus
asotus (Yu et al., 2009), Arapaima gigas (Choresca Jr. et al., 2011), Brycon amazonicus
(Carvalho, 2012) Pangasianodon hypophthalmus (Shetty et al., 2014), Piaractus
mesopotamicus (Sebastido et al., 2015) Hippocampus erectus (Wang et al., 2020) e até
mesmo de peixes, taxonomicamente, proximos ao tambaqui, como pacu-azul, Myleus
micans, (Lima et al., 2008) e tambacu, o hibrido C. macropomum X Piaractus
mesopotamicus (Winckler et al., 2015).

Esses animais quando infectados por E. tarda demonstram sinais clinicos como,
natacdo erratica, perda de pigmentacdo, exoftalmia, opacidade de cornea, edema da
superficie celomatica, hemorragia petequial nas nadadeiras e pele e hérnia retal (Park et
al., 2012). Apds a necropsia pode ser observada a presenca de ascite transllcida ou
sanguinolenta, além de congestdo de figado, rim e baco (Miyazaki e Kaige, 1985).

A identificacdo de E. tarda deve ser feita através de técnicas moleculares, como
sequenciamento, especialmente do gene dnaJ, mas também dos genes atpD, gInA e tuf,
analise de sequéncias multilocus ou matrix assisted laser desorption/ionization — time of
flight (MALDI-TOF), uma vez que o uso de analises fenotipicas levou a erros de
identificacdo dentre bactérias do género Edwardsiella (Bujan et al., 2018; Piamsomboon
et al., 2020).

2.4.Chryseobacterium spp

Chryseobacterium é um género de bactérias pertencente a familia
Flavobacteriaceae e que tem sido repetitivamente isolado de peixes doentes
(Gholamhosseini et al., 2018; Kim et al., 2020; Lin et al., 2017; Sebastido et al., 2019; L.
Zamora et al., 2012b). As caracteristicas gerais dessas microrganismos foram revisadas
por Loch e Faisal (2015). Chryseobacterium spp. sdo bacilos de 1-3 pm de comprimento
e aproximadamente 0,5 um de largura, Gram negativos e ndo possuem motilidade.
Quando cultivado em meio de cultura sélido apresentam coldnias variando em cor de
amarelo-ouro palido a amarelo-ouro brilhante devido a presenca de um pigmento
semelhante a flexirubina. Crescem bem em meios comerciais como agar triptona de soja
(TSA), brain heart infusion (BHI), &gar sangue e Muller-Hinton. Sua identificacdo deve
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ser feita por uma caracterizacdo polifasica, considerando aspectos bioquimicos,
morfoldgicos, fisioldgicos, perfil de &cidos graxos e andlise filogenética apos
sequenciamento (Bernardet et al., 2005). No entanto, outras técnicas como espectrometria
de massas por MALDI-TOF (Pérez-Sancho et al., 2018), e sequenciamento dos genes 16s
rRNA e espagador transcrito interno (ITS) tém sido utilizadas (Daroy et al., 2011).

Desde 1959, quando a primeira bactéria do género Chryseobacterium foi isolada
de peixes doentes (C. balustinum em Leuciscus leuciscus) (Brisou et al., 1959), outras
espécies do mesmo género tém sido isoladas de peixes apresentando sinais clinicos e
alguns inclusive foram testados e cumpriram o postulado de Koch. C. scophthalmum foi
isolado de Scophthalmus maximus apresentando hiperplasia de brénquias, ascite,
hemorragia nos olhos, pele e mandibula, além de necrose e hemorragia no cérebro,
estdbmago, intestino, figado e rim (Mudarris e Austin, 1989). Apds infeccdo de juvenis de
S. maximus saudaveis por imersdo e injecao intraperitoneal sinais clinicos similares aos
encontrados nos peixes naturalmente infectados foram encontrados e a mesma bactéria
foi reisolada, cumprindo o postulado de Koch. C. cucumeris também cumpriu o postulado
de Koch ao infectar Misgurnus anguillicaudatus causando lesdes de pele (Kim et al.,
2020). Pirapitinga (Piaractus brachypomus), um peixe taxonomicamente proximo do
tambaqui, também foi afetado por Chryseobacterium sp., em coinfeccdo com Aeromonas
hydrophila, e o postulado de Koch também foi cumprido (Abraham et al., 2017).

Na ultima década, varias Chryseobacterium spp. tém sido isoladas de peixes
doentes, mas sem avaliagdo de causalidade por postulado de Koch. C. joostei foi
recuperada de Acipenser stellatus com petéquias na superficie corporal, hemorragia
visceral, sangramento no baco e ascite (Gholamhosseini et al., 2018). Em um estudo de
monitoramento sanitario nos Estados Unidos da América, foram isoladas C. viscerum,
C. piscicola e C. chaponense de peixes apresentando sinais clinicos inespecificos (Loch
et al., 2013). C. indologenes foi recuperado de lesdes de pele de Perca flavescens e teve
sua viruléncia avaliada para o mesmo peixe (DLso = 1,5 x 108 UFC/peixe) (Pridgeon et
al., 2013). Ja C. shigense foi obtido de Oncorhynchus mykiss doentes (Leydis Zamora et
al., 2012).

Varias novas espécies de Chryseobacterium ainda foram descritas infectando
peixes na Gltima década: C. tructae (Zamora et al., 2012a) e C. viscerum (Zamora et al.,
2012b) em Oncorhynchus mykiss, C. aahli em Salvelinus namaycush e Salmo trutta
(Loch e Faisal, 2014), além de C. aurantiacum, que foi isolado da 4gua onde bacalhaus-
de-Murray (Maccullochella peelii peelii), apresentando ulceragcfes, estavam sendo
cultivados (Luo et al., 2018). Esses dados representam o potencial patogénico dos
isolados de Chryseobacterium sp. (Bernardet et al., 2005).

2.5.Streptococcus agalactiae

Streptococcus agalactiae, uma bactéria com formato de cocos, medindo 0,5-2 um
de diametro, Gram positiva, anaerobia facultativa e ndo movel, é patogénica para seres
humanos, bovinos e diversas outras espécies de animais incluindo peixes (Delannoy et
al., 2013; Eisenberg et al., 2017; Keefe, 1997; Zeng et al., 2016).
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Os primeiros isolamentos de S. agalactiae em peixes ocorreram em Oncorhynchus
mykiss e Notemigonus chrysoleucas nos anos de 1958 e 1966, respectivamente, quando
também foi relatado o potencial contagioso e letal dessa bactéria para peixes (Hoshina et
al., 1958; Robinson e Meyer, 1966). Ademais, outras espécies de peixes também foram
relatadas com isolamento de S. agalactiae, como: Lepomis cyanellus, Lepomis
macrochirus (Robinson e Meyer, 1966), Arius felis, Brevoortia patronus Cynoscion
nothus, Dasyatis sp., Lagodon rhomboides, Leiostomus xanthurus, Micropogon
undulates, Mugil cephalus (Plumb et al., 1974), Pomatonus saltatrix (Baya et al., 1990),
Oncorhyncus mykiss (Eldar et al., 1994), Liza klunzingeri, Sparus auratus (Evans et al.,
2002), Pampus argenteus (Duremdez et al., 2004), Oreochromis sp. (Mian et al., 2009),
Danio rerio (Patterson et al., 2012), Schizothorax prenanti (Geng et al., 2012),
Epinephelus lanceolatus (Bowater et al., 2012), Garra rufa (Ruane et al., 2013),
Mikrogeophagus ramirezi, Puntius conchonius (Delannoy et al., 2013), hibrido de
Pseudoplatystoma facium x Leiarius marmoratus (Godoy et al., 2013), Scortum barcoo
(Liu et al., 2014), Cirrhinus molitorella (Li-Hui et al., 2015), Fundulus grandis (Soto et
al., 2015b) hibrido de Morone saxatilis x Morone chrysops (Soto et al., 2015b),
Trachinotus ovatus (Cai et al., 2016), Geophagus brasiliensis, Prochilodus lineatus
(Leira, 2016), Acanthopagrus schlegelii, Bidyanus bidyanus, Lateolabrax japonicus,
Lates calcarifer, Liza macrolepis, Thunnus albacares (Chu et al., 2016), Rhamdia quelen
(Baldisseraetal., 2017), Trachinotus blochii (Chong et al., 2017), Schizopygopsis pylzovi
(Zhang et al., 2017), Oryzias javanicus (Amal et al., 2018), Hoplias malabaricus,
Arapaima gigas (Xavier, 2018) e Carcharhinus plumbeus (Morick et al., 2020). Na
literatura cientifica ainda ndo existem relatos de isolamento de S. agalactiae de tambaqui,
no entanto, existem relatos de isolamento de Streptococcus sp., ou seja, com identificacdo
apenas do género da bactéria nessa espécie de peixe (Majolo et al., 2014; EMBRAPA,
2016).

A infeccdo por S. agalactiae causa meningoencefalite e septicemia hemorragica
nos peixes, sendo que os sinais clinicos mais proeminentes sdo exoftalmia uni ou bilateral,
distensdo abdominal e natacdo erratica, mas também pode ser observada perda de apetite,
opacidade de cdrnea, hemorragia nas branquias, opérculo, olhos e base das nadadeiras
(Amal e Zamri-Saad, 2011; Chong et al., 2017; Figueiredo et al., 2006; Soto et al., 2015b).
Por meio da necropsia pode ser observada presenca de fluido sanguinolento na cavidade
celomatica, baco avermelhado e aumentado de tamanho, figado palido e aumentado de
tamanho, assim como inflamacao no coragdo e rim (Amal e Zamri-Saad, 2011; Soto et
al., 2015b).

A transmiss@o de S. agalactiae ocorre por meio do contato direto entre peixes
doentes e saudaveis, canibalismo de peixes mortos ou moribundos, por contato indireto
através da bactéria presente na dgua e verticalmente (transmissdo dos reprodutores para a
prole) permitindo que a doenca se manifeste gradualmente em diferentes sistemas de
producéo (Pradeep et al., 2016; Shoemaker et al., 2017).

Os microrganismos da espécie S. agalactiae podem ser divididos em 10 sorotipos,
la, 1o, I, I, 1V, V, VI, VII, VIII e IX, baseado em seu fendtipo capsular (Lancefield,
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1934; Slotved et al., 2007). Desses, 0s sorotipos la, Ib, Il e Il s&o encontrados, no Brasil,
com distribuicdo geogréafica caracterizada (Chideroli et al., 2017; Godoy et al., 2013;
Tavares et al., 2018). O sorotipo Ib é mais prevalente no Brasil como um todo, com
excecdo da regido norte onde o cultivo de tilapia ndo € permitido (Barony et al., 2017). O
sorotipo Il é encontrado na regido Nordeste do pais (Chideroli et al., 2017; Leal et al.,
2019b), enquanto que o sorotipo la foi encontrado apenas no estado da Bahia (Godoy et
al., 2013). Ja o sorotipo I, diferentemente dos sorotipos la, Ib e 111 que foram isolados de
tildpias, foi obtido em uma piscicultura do hibrido Leiarius marmoratus X
Pseudoplatystoma corruscans localizada no estado de Sao Paulo (Tavares et al., 2018).

A diversidade genética dessa bactéria no Brasil também ja foi determinada.
Barony et al. (2017) identificaram dois sequence types (ST) predominantes, pertencentes
ao sorotipo Ib, sdo eles: ST260 e ST927, além de uma linhagem com ST ndo
determinavel, denominada “non-typeable”. Os isolados de S. agalactiae com ST néo
tipavel estavam alocados na regido Centro-Sul do Brasil, enquanto que os isolados do
ST260 e ST927 estavam alocados na regido Nordeste (Barony et al., 2017; Godoy et al.,
2013). Os isolados de S. agalactiae sorotipo la encontrados séo pertencentes ao ST103,
que € um ST de isolados de multiplos hospedeiros (Godoy et al., 2013). Enquanto que 0s
isolados do sorotipo Il sdo pertencem ao ST283, que € uma linhagem de S. agalactiae
encontrada em multiplos hospedeiros (Leal et al., 2019b).

S. agalactiae cresce bem em meios sélidos comerciais, como agar Todd-Hewitt,
TSA, BHI e agar sangue submetidos a temperatura de 22 a 37 °C por 48 horas. Apos 0
crescimento, morfologicamente, essas bactérias apresentam-se, como coldnias cinza
opacas medindo de 1 a 2 mm de diametro (Amal e Zamri-Saad, 2011). Essa bactéria pode
ser identificada por testes bioguimicos, no entanto, as técnicas moleculares, como PCR
espécie-especifico, sequenciamento do gene 16s rRNA e MALDI-TOF sdo mais
eficientes (Assis et al., 2017; Leigh et al., 2018; Qasem et al., 2010).

A tilapia do Nilo, a espécie de peixe mais produzida no Brasil, € largamente
afetada por S. agalactiae (Barony et al., 2017; Figueiredo et al., 2006; Godoy et al., 2013;
Leal et al., 2019b; Pereira et al., 2010). No Brasil, sua producdo é, majoritariamente,
realizada em tanques-rede instalados em aguas da unido (Peixe BR, 2021). O cultivo de
outras especies de peixe, como o tambaqui, nas mesmas unidades produtivas que a tilapia
do Nilo, como é observado no reservatorio da usina hidrelétrica Luis Eduardo Magalhdes,
localizada no estado do Tocantins (MAPA, 2020), tem o potencial de favorecer a
transmissdo, principalmente, de S. agalactiae, devido a facilidade com que essa bactéria
consegue atravessar a barreira interespécie.

2.6.Francisella orientalis

Francisella orientalis, anteriormente classificada como Francisella noatunensis
subsp. orientalis (Ramirez-Paredes et al., 2020), é uma bactéria intracelular facultativa,
Gram negativa, aerobica e de formato cocoide ou bastonete curto medindo de 0,5 a 1,5
pum (Ottem et al., 2009). Sua temperatura de crescimento Otimo esta entre 28 e 29°C,
sendo que as cepas virulentas causam doenca em peixes de clima tropical quando a
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temperatura esta abaixo de 25°C, e suas col6nias apresentam-se cinza esverdeadas em
agar cisteina coracéo suplementado com 2% de hemoglobina bovina (CHAH) (Ramirez-
Paredes et al., 2020).

Os primeiros casos reconhecidos de infeccéo por Francisella orientalis ocorreram
no ano de 1992, em Oreochromis niloticus (Chen et al., 1994; Chern e Chao, 1994),
atualmente, a infeccdo por essa bactéria ainda causa prejuizos econdmicos para a cadeia
produtiva da tilapicultutra (Ramirez-Paredes et al., 2020). No Brasil, a tilapia do Nilo é
produzida, majoritariamente, em tanques-rede, conferindo um potencial risco de
transmissdo de patdgenos, incluindo F. orientalis para a comunidade de peixes nativos
daquele corpo d’agua (Carreon, 2018). Além disso, F. orientalis é capaz de formar
biofilme podendo levar a uma maior persisténcia desse patdgeno no tanque-rede (Soto et
al., 2015a).

Outros peixes também sdo suscetiveis a infeccdo por F. orientalis como:
Haemulon flavolineatum, Haemulon carbonarium, Haemulon aurolineatum,
Anisotremus virginicus, Haemulon sciurus, Haemulon chrysargyreum, Haemulon parra,
Haemulon macrostomum (Soto et al., 2014), o hibrido de Morone chrysops x Morone
saxatilis (Ostland et al., 2006), Cirrhilabrus spp. € Chromis viridis (Camus et al., 2013).
Ja foi verificada, atraves de infeccdo experimental, a susceptibilidade de outras espécies
de peixe a F. orientalis, como Lepomis gibbosus (Lewisch et al., 2016) e Danio rerio
(Lagos et al., 2017), mas ndo para C. macropomum.

F. orientalis causa infeccdo granulomatosa sistémica de curso crénico
(Colguhoun e Duodu, 2011). Os sinais clinicos apresentados pelos diferentes hospedeiros
envolve palidez, emaciacdo, erosao de pele, natacdo erratica e exoftalmia (Birkbeck et al.,
2011; Camus et al., 2013; Soto et al., 2014). J& os granulomas podem ser observados na
maioria dos Orgdos, mas, principalmente, no rim, baco e figado (Birkbeck et al., 2011;
Colguhoun e Duodu, 2011, Ostland et al., 2006; Soto et al., 2014). Esses 6rgaos podem
ainda estar aumentados de tamanho (Birkbeck et al., 2011).

F. orientalis € uma bactéria fastidiosa que requer cisteina para o seu crescimento,
portanto devem ser utilizados meios sélidos que possuem esse amino &cido em sua
composicdo, como CHAH e agar Thayer-Martin para permitir o seu crescimento. Sua
identificacdo pode ser feita através de PCR espécie-especifica, sequenciamento do gene
16s rRNA, hibridizacéo in situ e qPCR (Colquhoun e Duodu, 2011; Soto et al., 2010).

2.7.IMPORTANCIA DO POSTULADO DE KOCH PARA DEFINICAO DE
CAUSALIDADE EM DOENCAS INFECCIOSAS

Em 1882, Robert Koch estabeleceu critérios 16gicos a serem seguidos para que 0s
bacilos tuberculosos pudessem ser associados a causa da tuberculose (Koch, 1882).
Posteriormente, 0 conjunto desses critérios passaram a ser conhecidos como postulados
de Koch e, este, comecou a ser utilizado para determinar causalidade entre diversos
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microrganismos e suas respectivas doencas. Os seguintes critérios constituem o postulado
de Koch atualmente (Vonaesch et al., 2018):

1 - O microrganismo deve estar presente em individuos doentes.

2 — O microrganismo deve ser isolado do individuo doente e crescer em cultura
pura.

3 — Quando o microrganismo em cultura pura, é inoculado experimentalmente em
um hospedeiro suscetivel, a mesma doenca observada no hospedeiro original deve
emergir.

4 — O microrganismo deve ser recuperado em cultura pura do hospedeiro infectado
experimentalmente.

O postulado de Koch representou um grande avanco na ciéncia através do qual foi
possivel compreender as doencas infecciosas e, assim, estabelecer formas de prevencéo e
controle.

Apesar de til, o postulado de Koch ndo é universal, visto que ele é capaz de responder
a diversas questdes sobre a relagdo hospedeiro-microrganismo, no entanto, para algumas
doengas, critérios especificos podem ndo ser aplicaveis. Isso pode acontecer por diversos
motivos. Existem alguns microrganismos que ndo séo cultivaveis em cultura pura, como
por exemplo alguns organismos vidveis mas nao cultivaveis, outros podem apenas nao
ter um meio de cultura padronizado. Além disso, a inoculacdo de um microrganismo em
um hospedeiro pode nem sempre levar a doenga visto que, mesmo que o hospedeiro
experimental seja da mesma espécie que o hospedeiro original, diferencas entre
individuos podem conferir resisténcia ao patégeno. Dentro de uma mesma espécie de
microrganismo podem, também, existir diferencas entre linhagens que conferem maior
ou menor viruléncia de uma cepa, ou até mesmo a passagem em cultivo in vitro pode
induzir a reducdo de viruléncia, entre outros motivos (Jindal, 2018; Wilson et al., 2011).

Modelos alternativos ao postulado de Koch tém sido utilizados para estabelecer
causalidade entre um microrganismo e uma doencga, mas utilizando como base a ldgica
empregada por Koch em seus estudos. Por exemplo, em vez de usar um modelo
microbiologico, como é o postulado de Koch original, pode-se utilizar de um modelo
molecular, onde devem-se obedecer 0s seguintes critérios: a sequéncia de acidos
nucleicos do agente etioldgico deve estar presente, o nimero de copias dessa sequéncia
deve diminuir & medida que a doenca regride, no tecido saudavel deve ocorrer auséncia
ou baixa quantidade de copias, o numero de copias deve estar correlacionado com a
severidade da doencga, a sequéncia nucleotidica do agente etioldgico deve estar
correlacionada com o tecido doente e as evidencias baseadas na sequéncia devem ser
reproduziveis (Falkow, 1988; Fredricks e Relman, 1996).

Atualmente, a utilizacdo do modelo microbiolégico é indicado com o emprego
concomitante de técnicas histopatoldgicas e/ou imunologicas, onde a presenca do agente
pode ser verificada, assim como sua associacdo com as lesdes tanto em nivel histoldgico,
como em nivel celular, o que torna o ensaio mais robusto (Hosainzadegan et al., 2020).
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3. OBJETIVO

Avaliar a patogenicidade de isolados de Edwardsiella tarda, Chryseobacterium
sp., Streptococcus agalactiae e Francisella orientalis para a espécie tambaqui
(Colossoma macropomum) em condigdes experimentais.

4. MATERIAL E METODOS
4.1. ISOLADOS BACTERIANOS

Foram selecionadas bactérias isoladas tanto de monitorias sanitarias em fazendas
de tambaqui, como de surtos bacterianos em tilapiculturas (Tabela 1). As bactérias
isoladas de tambaqui, Edwardsiella tarda e Chryseobacterium sp., foram recuperadas
durante um programa de monitoramento conduzido pelo Aquacen Saide Animal em
conjunto com o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento a partir de animais
assintomaticos (dados ndo publicados).

Essas bactérias estdo mantidas congeladas no banco de bactérias do Laboratorio
de Doencas de Animais Aquaticos (AQUAVET) da Universidade Federal de Minas
Gerais a temperatura de -70 °C em caldo Brain Heart Infusion (BHI) com 15% de
glicerina.

Tabela 1 — Informacgdes gerais dos isolados de Edwardsiella tarda, Chryseobacterium
sp., Streptococcus agalactiae e Francisella orientalis.

. L . A Sinais Método de
Espécie Codigo  Hospedeiro  Orgéo clinicos Estado  Ano Identificacio
cdwarsiella  ED38  Tambagui  Rim  Nao  Ronddnia 2017  MALDI-TOF
Chryseobacterium - ~ \ov004  Tambaqui Cérebro  Nio  Rondonia 2017 MALDI-TOF/
sp Sequenciamento
Streptococcus sags TR0 clen Sim o Alagoas 2010 MALDI-TOF
agalactiae Nilo
Francisella FNO12  ThapRdo i gy Minas g1 MALDISTOR
orientalis Nilo Gerais

Foi utilizada a espectrometria de massa através do matrix assisted laser
dissorption/ionization — time of light (MALDI-TOF) para identificar todos os isolados
bacterianos (como descrito no topico “ANALISE BACTERIOLOGICA™), no entanto, a
identificacdo a nivel de espécie para Chryseobacterium spp. é pouco confidvel através
desse método devido a baixa representacdo nos bancos de dados das empresas que
produzem esse equipamento (Pérez-Sancho et al., 2018), sendo necessaria a
complementac&o por outras técnicas. Portanto, foi realizado sequenciamento do gene 16s
rRNA do isolado CHRY004 (Lin et al., 2017).

Para tanto, primeiramente, o isolado CHRY004 foi estriado em placa de petri
contendo agar triptona de soja (TSA) e incubado a 28 °C por 48h. Apos o crescimento
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bacteriano, foi realizada extracdo térmica de DNA desse isolado de acordo a metodologia
utilizada por Ribeiro Junior et al. (2016) com modificacdes, onde as colbnias bacterianas
foram imersas em 100 pL de &gua livre de nucleases e submetidas a temperatura de 95
°C por 15 minutos no termociclador Veriti (Applied Biosystems, EUA). Em seguida, 0
DNA extraido foi quantificado pelo espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Estados Unidos da América) e a pureza medida através da razdo de
absorbancia 260 nm/280 nm. Uma razdo igual a 1,8 (x0,5) foi necessaria para continuar
0 processamento.

A amplificagdo do gene 16s rRNA ocorreu por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) utilizando os primers universais C70 (forward) (5’- AGAGTTTGATYMTGGC-
3”) e B37 (reverse) (5’-TACGGYTACCTTGTTACGA-3’), segundo Fox et al. (1995). A
PCR foi realizada no termociclador Veriti, sob as seguintes condi¢fes: um estéagio inicial
de desnaturacédo a 95° C por 15 minutos foi conduzido, seguido por 35 ciclos, compostos
por uma etapa de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, uma segunda etapa de anelamento
dos primers a 58°C por 45 segundos e uma terceira etapa de extensao a 72°C por 1 minuto,
além de um estégio final de elongacdo a 72° C por 15 minutos. Esse método foi seguido
de eletroforese em gel de agarose para verificar a amplificagdo do gene 16S rRNA. Em
sequida, foi realizada a purificacdo do produto da PCR utilizando o AMPure XP
(Beckman Coulter, EUA) para que fosse possivel realizar o sequenciamento.

A preparagdo para o sequenciamento teve inicio com a amplificacdo do DNA no
termociclador Veriti, utilizando os mesmos primers da PCR anterior, porém com o auxilio
do Kit BigDye™ Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, EUA) e com as
seguintes condicBes de PCR: estagio inicial a 96°C por 1 minuto, seguido de um estagio
composto por 30 ciclos de 96°C por 15 segundos, uma segunda etapa a 50°C por 15
segundos e uma terceira etapa a 60°C por 4 minutos. Apds esse passo, as amostras foram
precipitadas com o auxilio de isopropanol 65% e etanol 60%. O passo de precipitacao foi
seguido pelo sequenciamento propriamente dito das amostras no analisador genético ABI
3500 (Applied Biosystems, EUA), onde os fluoroforos representantes de cada
dideoxinucleotideo sdo detectados e montados em sequéncia. As sequéncias (forward e
reverse) foram editadas no BioEdit, formando os contigs para blastagem no banco de
dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI). O limite fixado para a
identificacdo de espécies bacterianas foi de 97% de semelhanca para 0 gene 16S rRNA
(Nguyen et al., 2016; Vermeulen et al., 2016; Vétrovsky and Baldrian, 2013).

4.2.CURVAS DE CRESCIMENTO

As curvas de crescimento dos isolados de E. tarda e Chryseobacterium sp. foram
estabelecidas para permitir sua coleta no tempo em que atingir, aproximadamente, 108
UFC/mL. Para tanto, cada uma das cepas bacterianas foi descongelada e plaqueada em
TSA sob temperatura de incubacdo correspondente a 28°C. Apds o crescimento, uma
coldnia de cada espécie bacteriana foi inoculada em caldo BHI e incubado a 28°C sob
baixa agitacéo (100 rpm). O crescimento de cada cepa bacteriana foi acompanhado ao
longo do tempo por mensuragdes da densidade oOtica em espectrofotdmetro (600 nm) até
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que atingisse valor préximo a um, e por plaqueamentos de dilui¢des seriadas da suspencéo
bacteriana, para determinar a densidade bacteriana em UFC/mL. Para S. agalactiae e F.
orientalis esses dados foram estabelecidos em estudos anteriores (Pereira et al., 2019;
Pereira et al., 2010).

4.3.PEIXES E CONDICOES EXPERIMENTAIS

Os experimentos in vivo foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) sob 0 numero
378/2019 para os ensaios utilizando S. agalactiae e F. orientalis e sob 0 nimero 152/2020
para as infec¢des que fazem uso de E. tarda e Chryseobacterium sp. Foram utilizados 38
juvenis de tambaqui oriundos do Laboratério de Aquacultura da UFMG e pesando, em
média, 51,69 g (£16,07). Apos a chegada ao laboratorio, os animais passaram por um
periodo de aclimatacao de 15 dias. A fim de assegurar a auséncia de infec¢fes bacterianas
no lote, seis peixes foram eutanasiados por overdose em benzocaina (300mg/L) para
andlise bacteriolégica de cérebro, rim, figado, bago e musculo em TSA e dgar Hsu-Shotts
(MHS). O estudo foi constituido por seis grupos experimentais, sendo cinco grupos
compostos por seis tambaquis e um composto por dois tambaquis. Esses animais foram
mantidos em aquarios de 60 L com renovagdo de 50% da agua a cada 48 h e aeracéo
constante. O alimento foi ofertado duas vezes ao dia até saciedade aparente com ragédo
peletizada comercial contendo 32% de proteina bruta. Nesse ensaio experimental foram
usados dois grupos controle, um (Controle BHI) para limitar os efeitos da temperatura a
28°C e do BHI como indculo, utilizados nos grupos ED, CHRY e SA, e outro (Controle
MMH), para limitar os efeitos da temperatura a 22°C e do MMH (caldo Muller-Hinton
cation ajustado suplementado com 1% de VX e 1% de glicose) como indculo, utilizados
no grupo FNO (Tabela 2).

Tabela 2 — Descrigdo dos grupos experimentais.

Numero de Temperatura
Grupo ) ] In6culo
peixes da agua
Controle BHI 6 28°C BHI estéril
Grupo ED 6 28°C Edwardsiella tarda + BHI
Grupo CHRY 6 28°C Chryseobacterium sp. + BHI
Grupo SA 6 280C Streptococcus agalactiae +
BHI
Controle o -
MMH 2 22°C MMH estéril

Grupo FNO 6 22°C Francisella orientalis + MMH
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4.4.INFECCOES EXPERIMENTAIS

Para o preparo das suspensdes bacterianas (Tabela 3) cada cepa foi cultivada em
TSA, com excecdo de F. orientalis que foi cultivada em &gar cisteina-coracao
suplementado com 2% de hemoglobina bovina (CHAH). Em seguida, uma unica coldnia
de cada espécie bacteriana foi transferida para caldo BHI e incubada a uma temperatura
de 28°C sob baixa agitagéo (100 rpm), com excecéo de F. orientalis que foi cultivada em
caldo Muller-Hinton cation ajustado (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
EUA) suplementado com 1% de VX (Laborclin, Sdo Paulo, Brasil) e 1% de glicose
(MMH), porém sob as mesmas condicGes de temperatura e agitacdo. O crescimento
bacteriano foi acompanhado por mensuracfes da densidade Otica (600 nm) de cada
suspensdo bacteriana. A coleta ocorreu quando a densidade Gtica atingiu o correspondente
a concentracdo bacteriana de 102 UFC/mL, de acordo com as curvas de crescimento
estabelecidas anteriormente.

Tabela 3 — CondicOes das suspensdes bacterianas utilizadas para infec¢do experimental
com Edwardsiella tarda, Chryseobacterium sp, Streptococcus agalactiae e Francisella
orientalis em tambaqui (Colossoma macropomum).

Densidade bacteriana

Grupo Densidade otica (600 nm) (UFC/mL)
Grupo ED 0,29 2,4 x 108
Grupo CHRY 0,21 3,0x 108
Grupo SA 0,20 1,0 x 108
Grupo FNO 0,20 3,4x108

Anteriormente a infeccdo experimental, os tambaquis foram anestesiados por
imersdo em solucdo de benzocaina a 100 mg/L. Os animais, entdo, receberam a injecdo
por via intraperitoneal com um volume de 0,1 ml de indculo bacteriano (107 UFC/ peixe),
BHI estéril ou MMH estéril, de acordo com o grupo experimental.

Apos a infeccdo, os grupos ED e CHRY foram observados por 21 dias, enquanto
que os grupos SA e FNO foram observados por 15 dias (quatro vezes ao dia) para registrar
a ocorréncia de sinais clinicos e mortes. Aqueles recém-mortos foram submetidos a
necropsia seguida das analises bacteriolégica e histopatoldgica. Ao fim do periodo de
observacdo, os sobreviventes foram eutanasiados por overdose de benzocaina (300 mg/L)
e submetidos as mesmas anélises, a fim de determinar se eram carreadores assintomaticos.

4.5 ANALISE BACTERIOLOGICA

Os animais dos grupos ED, CHRY, Controle BHI e Controle MMH necropsiados
tiveram amostras de cérebro, rim, figado e baco coletados assepticamente. Ja dos animais
do grupo SA foram coletados cérebro e rim, enquanto que do grupo FNO foram coletados
rim e bago. Os fragmentos dos grupos ED, CHRY e SA foram estriados em TSA e MHS,
enquanto que os do grupo FNO foram estriados em CHAH, seguidos de incubagdo a
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28°C/24 horas. As amostras bacterioldgicas positivas foram identificadas por MALDI-
TOF, como descrito por Assis et al. (2017).

Para a identificacdo bacteriana em tempo real pelo MALDI-TOF, uma colénia de
cada amostra foi adicionada em um poco da placa alvo utilizando um palito de madeira
estéril. Em seguida, foi adicionado 1 uL de acido formico a 70%, aguardada a completa
secagem, adicionado 1 pL de matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) e,
novamente, aguardada a completa secagem ao ar. A placa alvo de aco polido com os
isolados ja preparados foi, entdo, inserida no Microflex LT (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) para identificagdo das bactérias através das proteinas ionizadas liberadas apos
exposicdo aos tiros de laser.

De acordo com as recomendacdes do fabricante do Microflex LT, escores > 2000
representam identificacdo em nivel de espécie, escores > 1700 e < 1999 representam
identificacdo em nivel de género e escores < 1699 representam identificacdo nédo
confiavel. Isolados com identificagdo ndo confidvel foram adicionalmente identificadas
por sequenciamento do gene 16s rRNA.

4.6.ANALISE HISTOLOGICA

O exame histolégico foi realizado para descricdo das principais lesGes
microscopicas causadas pelos agentes bacterianos testados. Para tanto, 0s peixes positivos
para o isolamento bacteriano foram analisados histologicamente. Os 6rgdos utilizados
para o exame foram cérebro, rim, figado, bago, assim como outros 6rgaos que tenham
apresentado lesdo macroscopica induzida pelo processo infeccioso. Os 6rgdos foram
fixados em uma solugéo de formalina 10% tamponada por 24 horas, e entdo imersos em
uma solucéo de etanol a 70%, até utilizagdo. Os tecidos fixados foram processados no
equipamento TP1020 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) para desidratacdo em
uma série crescente de etanol (70-100%) e diafanizacdo em xilol. Posteriormente, 0s
tecidos foram incluidos em parafina com o auxilio da central de inclusdo EG1150 (Leica
Biosystems, Wetzlar, Alemanha).

Cortes sagitais e seriados foram realizados com espessura aproximada de 4 pm no
micrétomo rotativo semiautomatizado RM2245 (Leica Biosystems, Wetzlar, Alemanha).
As secgOes foram coradas com hematoxilina e eosina (HE), assim como pela coloracéo
de Gram, conforme descrito por Luna (1968). As fotos foram registradas no microscopio
DM4000 B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) com camera digital DFC 500
(Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).

5. RESULTADOS
5.1.IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS E CURVAS DE CRESCIMENTO

Os resultados do MALDI-TOF identificaram o isolado ED38 como E. tarda com
escore igual a 2345, SA95 como S. agalactiae com escore igual a 2244, FNO12 como F.
orientalis com escore igual a 2431 e CHRY004 como Chryseobacterium sp. com escore
igual a 1909. O gene 16s rRNA do isolado CHRY004 foi sequenciado e comparado
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através do BLAST, sendo obtida uma cobertura de 100% e similaridade de 99,6% para
Chryseobacterium sp.

As curvas de crescimento para ED38 e CHRY004 foram estabelecidas e estdo
demonstradas nos graficos 1 e 2.

Gréafico 1 — Curva de crescimento do isolado ED38, E. tarda.
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Gréfico 2 — Curva de crescimento do isolado CHRY004, Chryseobacterium sp.
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5.2.RESULTADOS DOS GRUPOS CONTROLE

Os tambaquis dos grupos controle ndo apresentaram sinais clinicos ou
mortalidade. A normorexia foi restabelecida no dia seguinte a injecdo intraperitoneal. N&o
houve crescimento bacteriano ou alteracbes histolégicas nos 6rgdos internos desses
animais (Figura 1).

e,
o

B

o

N4

Figura 1 — Imagens histol6gicas de 6rgaos de tambaquis (C. macropomum) saudaveis.
Cérebro (A), baco (B), rim (C), figado (D) e coracdo (E) de tambaqui sem alteracGes
histolégicas. Coloracdo de HE. Aumento de 20x.
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5.3.PATOGENICIDADE DE E. tarda PARA TAMBAQUI (GRUPO ED)

Os animais ndo apresentaram sinais clinicos e ndo se alimentaram no primeiro dia
pos-infeccdo (dpi). Além disso, ndo foram observadas mortes durante o periodo
experimental. Na necropsia, dois animais apresentaram esplenomegalia, além de areas
multifocais a coalescentes esbranquigadas arredondadas e milimétricas na superficie e ao
corte do bago e rim (Figura 2). E. tarda foi reisolada de cinco dos seis peixes infectados.
Quando considerados os 6rgdos afetados, E. tarda foi isolada do bago de trés animais,
figado de outros trés animais e rim de um animal (Tabela 4). Ndo ocorreu reisolamento
de E. tarda a partir de cérebro de nenhum dos peixes (Tabela 4). Paenibacillus
glucanolyticus também foi isolado de rim de um tambaqui.

macropomum) infectados experimentalmente com Edwardsiella tarda. Areas
multifocais a coalescentes levemente esbranquicadas arredondadas e
milimétricas (setas brancas) por toda a superficie e ao corte de bago (A) e rim

(B).

Os animais com reisolamento de E. tarda (cinco animais), apresentaram
inflamacdo granulomatosa multifocal. No baco e no figado dos cinco animais foram
observados numerosos granulomas multifocais constituidos por infiltrado,
predominantemente, de macrofagos epitelidides com raros linfocitos e, por vezes, com
interior contendo restos celulares e material amorfo eosindfilo (necrose), caracteristico de

granuloma maduro (Figura 3 - A, Ce D).

No rim de um animal foram observados raros granulomas multifocais de,
aproximadamente, 20 a 50 pum, constituidos por infiltrado, predominantemente, de
macrdfagos com raros linfécitos (Figura 3 — B).

Né&o foram observadas alteracGes histologicas no cérebro.
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Figura 3 - Imagens histolégicas de 6rgdos de tambaqui (C. macropomum) infectado
experimentalmente por E. tarda (ED38). Baco (A), rim (B) e figado (C e D).
Granuloma maduro (estrela); Granuloma imaturo (asterisco). Coloracdo de HE.
Aumento de 10x: Figura 3 — A; Aumento de 20x: Figura3—-B, Ce D.
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5.4.PATOGENICIDADE DE Chryseobacterium sp. PARA TAMBAQUI (GRUPO
CHRY)

Os animais do grupo CHRY néo apresentaram sinais clinicos de infec¢do durante
o periodo experimental. No entanto, ndo se alimentaram até trés dpi. Também nédo foram
observadas mortes ou isolamento bacteriano a partir dos tambaquis desse grupo (Tabela
4).
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Tabela 4 - Sinais clinicos, achados de necropsia, reisolamento bacteriano e alteracGes
histoldgicas desenvolvidas por tambaquis infectados por E. tarda, Chryseobacterium sp., S.
agalactiae e F. orientalis.

Achados

§ Sinais Reisolamento bacteriano Alteracoes histologicas
E clinicos necropsia
Cérebro  Rim Figado Baco Cérebro Rim Figado Baco

1 - + - + + - - - + +
= 2 - + - - = + - - + +
T 3 - - - €3 + - - + + +
*‘5‘: 4 = = - = = + - = + +
- 5 - - - - - - Né&o processado

6 - - - - + + - - + +
g 1 - - - - - - Na&o processado
E 2 - - - - - - Néo processado
% 3 - - - - - - N&o processado
§ 4 - - - - - - N&o processado
D ~
= 9 - - - - - - Na&o processado
5 6 - - - - - - N&o processado

1 F - +* +* N&o processado - - + +
I 2 + - +* +* Né&o processado + - - +
S 3 + - + +* N&o processado - + + +
% 4 + - + + Nao processado + - + +
w2 - - + + Na&o processado - - + +

6 - - - - Nao processado N&o processado

1 - - N&o processado - + - - = +
2 2 - - N&o processado + + - - + -
g 3 - - N&o processado - + - + + =
5 4 - - Néo processado i + - - + +
w 5 - - Né&o processado + - - - + -

6 - + N&o processado - + - + + -

Positivo (+). Negativo (-). Isolamento de bactéria diferente da inoculada (*). Positivo com adicional
isolamento de bactéria diferente da inoculada (+*).

5.5.PATOGENICIDADE DE S. agalactiae PARA TAMBAQUI (GRUPO SA)

No grupo infectado por S. agalactiae, quatro tambaquis apresentaram-se
letargicos, além de ndo se alimentarem a partir do primeiro dpi. No segundo dpi, cinco
animais morreram (83,3%) (Figura 4) e foram submetidos & necropsia, ndo sendo
observadas alteracdes macroscépicas. J& com relacdo a analise bacteriana, foi obtido
isolamento de S. agalactiae tanto de cérebro como de rim dos cinco peixes que morreram
do grupo SA. Além de S. agalactiae, Plesiomonas shigelloides foi isolada de rim de trés
animais e cérebro de um animal, assim como Aeromonas sp foi isolada de cérebro de um
animal desse grupo (Tabela 4).
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Figura 4 — Curvas de mortalidade cumulativa dos grupos de tambaquis infectados com
Edwardsiella tarda, Chryseobacterium sp., Streptococcus agalactiae e Francisella
orientalis.

Os animais dos quais S. agalactiae foi isolada (cinco), apresentaram inflamacao
neutrofilica e fibrinonecrética. Os bacos de todos os animais apresentavam areas
multifocais com perda da arquitetura do parénquima e substituicdo por restos celulares e
material eosinofilo amorfo (necrose e fibrina), além de numerosos macrofagos e
neutrofilos. Em alguns desses focos, foram observados agregados de bactérias cocoides
basofilicas de, aproximadamente, 1um de didmetro. Em algumas regides, a capsula
esplénica apresentou-se intensamente espessada devido a deposicdo de material
eosinofilo fibrinoso, infiltrado inflamatério discreto de neutrofilos e agregados
bacterianos, constituidos de cocos basofilos semelhantes aos encontrados no parénquima
do 6rgdo. Dois animais também apresentaram acumulo de material eosinofilo amorfo
(trombo de fibrina) com agregados de bactérias cocoides basofilicas medindo,
aproximadamente, 1um de didametro, no limen dos vasos sanguineos esplénicos (Figura
5— Ae B). A coloracdo de Gram evidenciou a presenca das bactérias Gram positivas em
meio a essas lesdes no parénguima e nos trombos de fibrina.

Os encéfalos de dois animais apresentaram as seguintes alteracdes: no
parénquima, foi observada a presenca de raros vasos sanguineos moderadamente
dilatados com agregado de bacterias cocoides basofilicas de, aproximadamente, 1um de
didmetro. Enquanto que um animal apresentou, na meninge, vasos sanguineos com
acimulo de material eosinéfilo amorfo (trombo de fibrina) e agregados de bactérias
cocoides basofilicas de 1um de didmetro, além de areas multifocais de infiltrado
inflamatorio, predominantemente, mononuclear com material eosinofilo fibrinoso
(Figura5-CeD).
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No figado e no coragdo de trés animais foram observadas: areas multifocais
aleatdrias com infiltrado de raros neutrofilos e macréfagos, por vezes, com agregados
bacterianos constituidos de cocos basofilicos de, aproximadamente, 1 um de diametro
(Figura 5 — F). Ocasionalmente, proximo ao pancreas e no rim de um animal foi observada
dilatacdo de vasos sanguineos devido a presenca de bactérias cocoides basofilicas de,
aproximadamente, 1um de didmetro (Figura 5 - E).

»ia 60

Figura 5 - Imagens histologicas de 6rgdos de tambaqui (C. macropomum) infectado
experimentalmente por S. agalactiae (SA95). Baco (A e B), cérebro (C e D), figado (E) e
coracdo (F). Figura 5-A, C, E e F: Coloracédo de HE; Figura5 — B e D: Coloracdo de Gram.
Material fibrinoso aderido a parede de um vaso sanguineo e o ocluindo parcialmente
(setas); Agregado de bactérias (cabecas de seta); Infiltrado inflamatério (asterisco).
Aumento de 40x: Figura 5-A; Aumento de 20x: Figura 5-B, C, D, Ee F.
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5.6.PATOGENICIDADE DE F. orientalis PARA TAMBAQUI (GRUPO FNO)

Os peixes do grupo FNO ndo apresentaram sinais clinicos de infec¢do. No entanto,
houve sobra de racdo em todos os momentos em que esta foi ofertada. Apesar disso, ndo
foram observadas mortes durante todo o periodo experimental. Esplenomegalia foi
observada em um dos peixes durante a necropsia. J& com relacdo a analise bacteriana, foi
observado crescimento de F. orientalis em todos os peixes desse grupo. Foi possivel isolar
F. orientalis tanto de baco (cinco animais) como de rim (trés animais) dos tambaquis
desse grupo (Tabela 4).

Os animais do grupo FNO apresentaram inflamagdo granulomatosa multifocal.
No baco de dois tambaquis infectados com F. orientalis foram observados numerosos
granulomas multifocais de aproximadamente 100 um de didmetro, constituidos por
infiltrado, predominantemente, de macrofagos epitelidides e raros linfocitos. (Figura 3 —
A).

No figado (cinco animais) e no rim (dois animais) foram observados ocasionais
granulomas multifocais de, aproximadamente, 20 um a 50 pum de diametro, constituidos
por infiltrado, predominantemente, de macré6fagos epitelidides e raros linfocitos.

No encéfalo dos tambaquis infectados experimentalmente por F. orientalis ndo
foram observadas alteraces histoldgicas.

Em geral, as lesdes granulomatosas encontradas nos animais do grupo FNO nado possuiam

centro necrotico.

Figura 6 - Imagem histologica de baco de tambaqui (C.
macropomum) infectado experimentalmente por F. orientalis
(FNO12). Coloracao de HE. Granuloma (asterisco). Aumento
de 20x.

o &LLL
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6. DISCUSSAO

A patogenicidade de isolados de S. agalactiae, E. tarda e F. orientalis para C.
macropomum foi demonstrada. Apesar da metodologia empregada para a avaliagcdo de
suscetibilidade ser a mesma para todos os grupos experimentais, apenas as interagoes de
E. tarda e Chryseobacterium sp. com o tambaqui foram avaliadas quanto ao postulado de
Koch nesse estudo, uma vez que essas cepas foram originalmente isoladas de individuos
da mesma espécie, C. macropomum. Nesse sentido, esse estudo demonstra que o
postulado de Koch foi cumprido para a interacdo de E. tarda com tambaqui. Até a
finalizacdo da redacdo desse estudo, Aeromonas hydrophila era a Unica bactéria com
patogenicidade demonstrada, através de comprovacao experimental (postulado de Koch)
para essa espécie de peixe (Gallani et al., 2020).

Para as interacGes do tambaqui com S. agalactiae e com F. orientalis, que foram
originalmente isoladas de tilapias do Nilo, a mesma Idgica cientifica utilizada por Koch
foi empregada, porém, como essas bactérias foram testadas em uma espécie de peixe
diferente da espécie do hospedeiro original, o postulado de Koch ndo péde ser aplicado.
Nesse sentido, a suscetibilidade, em condicdes experimentais, de C. macropomum a S.
agalactiae e a F. orientalis foi demonstrada nesse estudo.

Apesar da auséncia de sinais clinicos e mortalidade nos tambaquis infectados por
E. tarda, o reisolamento em cultura pura ocorreu, assim como, o desenvolvimento de
infeccdo granulomatosa multifocal detectada por anélise histologica, constatando que
esses isolados exercem efeito patogénico em C. macropomum. Estudos anteriores
indicam a capacidade de evasdo dessa bactéria do sistema imune (Cheng et al., 2017; Li
et al., 2015; Li et al., 2019), assim como sua persisténcia dentro de macréfagos (Qin et
al., 2017), o que pode explicar a auséncia de sinais clinicos e mortes, apesar da presenca
de alterages histopatoldgicas.

Wang et al. (2020) fizeram uso de trés doses infectantes diferentes em cavalos
marinhos (Hippocampus erectus), 1 x 10* UFC/peixe, 1 x 10° UFC/peixe e 1 x 108
UFC/peixe, sendo observados sinais clinicos nos trés grupos experimentais, enquanto que
mortes (67,5%) foram observadas apenas no grupo de maior dose. Em estudos
posteriores, 0 emprego de mais grupos experimentais testando diferentes densidades
bacterianas de E. tarda no inoculo injetado em tambaquis pode contribuir para o
estabelecimento de uma relacdo dose-efeito. Além disso, sabe-se que fatores ambientais,
como alta temperatura, alta densidade de estocagem, alta quantidade de matéria orgénica,
baixo teor de oxigénio e alta concentracdao de amonia podem predispor para a ocorréncia
de infeccdes por E. tarda (Benli e Yildiz, 2004; Uhland et al., 2000), mas em tambaqui a
correlacédo desses fatores com a doenca ainda nédo foi estabelecida.

Além disso, em nossos estudos com tambaqui, E. tarda foi responsavel pela
inducdo de inflamag&o granulomatosa multifocal, que também foi observada em tilapias
e pargo japonés (Pagrus major) (Miyazaki e Kaige, 1985), mas que difere das lesfes
histolégicas encontradas em linguado japonés (Paralichthys olivaceus) (inflamagéao
supurativa em rim e figado), bagre do canal (Ictalurus punctatus) (inflamacgéo necrosante
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em rim, figado e baco) e em cavalo marinho (enterite) (Darwish et al., 2000; Miyazaki e
Kaige, 1985; Wang et al., 2020). A inflamacdo granulomatosa em tilapia e pargo japonés,
que ¢ precedida pela infiltracdo de macrdfagos, é capaz de encurralar as celulas de E.
tarda e dessa forma deter sua disseminagéo, levando a uma maior eficiéncia na reducao
da densidade bacteriana, quando comparada com a inflamagéo supurativa desenvolvida
por linguado japonés, onde o crescimento bacteriano supera a atividade bactericida dos
macrdfagos e neutrofilos (Miyazaki and Kaige, 1985).

Os resultados de nossos estudos contribuem para a inclusdo do tambaqui ao ja
conhecido vasto espectro de hospedeiros de E. tarda.

O grupo de tambaquis infectados experimentalmente por Chryseobacterium sp.
(CHRYO004) ndo demostraram suscetibilidade a bactéria. Sebastido et al. (2019)
conduziram infecgdes experimentais utilizando cinco isolados de Chryseobacterium spp.
(recuperadas de peixes apresentando sinais clinicos) em trés potenciais hospedeiros
diferentes, truta arco-iris (Onchorhynchus mykiss), truta marrom (Salmo trutta) e esturjdo
branco (Acipenser transmontanus), e, de forma semelhante aos nossos resultados, ndo
conseguiram cumprir o postulado de Koch.

Em estudos comparativos entre diferentes métodos de identificacdo o
sequenciamento do gene 16s rRNA tem sido utilizado como referéncia (Lin et al., 2018,
2017). No presente estudo e no estudo realizado por Sebastido et al. (2019), a
identificacdo dos isolados de Chryseobacterium spp. através do sequenciamento do gene
16s rRNA ndo foi definitiva, mas segundo Sebastido et al. (2019), alguns dos seus
isolados podem representar Chryseobacterium spp. ainda nao descritas. A identificacao
de novas espécies de Chryseobacterium tém sido realizada através de estudos polifasicos,
que comparam os resultados de diversos métodos de identificacdo, incluindo filogenia
por sequenciamento do gene 16s rRNA, mas também hibridizacdo DNA-DNA in silico,
analise de identidade nucleotidica média (ANI) em gendmica, analise de éster metilico de
acidos graxos (FAME), andlise fisioldgica, analise quimiotaxondmica e analise
bioguimica (Oh et al., 2020; Chaudhary et al 2021; Indu et al., 2020; Lee et al., 2020).

Dentre os isolados bacterianos testados nesse estudo, S. agalactiae foi 0 Gnico que
induziu mortalidade nos tambaquis, com a taxa de mortalidade atingindo 83,33% no
segundo dpi. Resultados similares foram encontrados em tilapias infectadas
experimentalmente por S. agalactiae em densidade bacteriana proxima a 1 x 107
UFC/peixe por injecdo intraperitoneal. Esses resultados de mortalidade variam de 90% a
100% com a maioria das mortes ocorrendo em até trés dpi (Mian et al., 2009; Pereira et
al., 2010; Soto et al., 2016). Sendo assim, a suposicdo de que as principais estratégias
patogénicas de S. agalactiae séo proliferacdo massiva e progressdo severa das lesdes nos
orgéos alvos aparentam, também, ser validas para tambaqui (Iregui et al., 2016).

Paix&o et al. (2017) utilizaram a dose de 10° UFC/peixe para infectar tambaqui o
que levou a inducéo de hiporexia, apesar da auséncia de mortes, que pode ter decorrido
do uso de uma cepa de S. agalactiae originaria de humano saudavel. SA95 é uma cepa de
S. agalactiae originaria de tilapia apresentando sinais clinicos e que possui dose letal
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mediana ja estabelecida para seu hospedeiro original (2,4 x 10* UFC) (Oliveira et al.,
2018). Sendo assim, o uso de dose menor a utilizada no presente estudo tem o potencial
de induzir uma doenca de progressdo mais proxima ao observado para tilapias em
condig0es naturais.

Apesar da progressédo da doenca induzida por S. agalactiae em tambaqui ter sido
severa ao ponto de ndo serem observados sinais clinicos mais consistentes, alem de
letargia e anorexia, as lesdes histopatoldgicas indicaram a ocorréncia de inflamacéo
neutrofilica e fibrinonecrética em baco, cérebro, figado e coracdo, além de meningite
fibrinosa, que sdo semelhantes as alteracBGes histopatologicas encontradas em outros
peixes infectados pela bactéria (Iregui et al., 2016; Owatari et al., 2020; Palang et al.,
2020; Soto et al., 2016, 2015¢).

A anélise bacterioldgica realizada nesse estudo levou ao isolamento de outras
bactérias ndo utilizadas nos ensaios de infeccdo: Paenibacillus glucanolyticus,
Pseudomonas shigelloides e Aeromonas sp. No entanto, todas essas bactérias sdo ubiquas
em agua doce e, apesar de P. shigelloides e Aeromonas sp. possuirem potencial
patogénico para peixes, seu isolamento de tambaquis mortos por S. agalactiae,
provavelmente, estd associado ao processo de invasdo postmortem ao tecido do peixe
(Janda et al., 2016; Rather et al., 2019; Silveira, 2003).

Inflamag&o granulomatosa, observada nos tambaquis infectados por F. orientalis,
(FNO12) é comumente relatada em infecgbes por F. orientalis em outros peixes
(Colguhoun e Duodu, 2011). Carpa comum (Cyprinus carpio) e panga (Pangasianodon
hypophthalmus) infectados experimentalmente por F. orientalis também néo
desenvolveram sinais clinicos ou mortalidade, mas em contraste com o observado em
tambaqui, F. orientalis ndo foi reisolada e ndo induziu alteracdes histopatolégicas, ndo
demonstrando patogenicidade para esses peixes (Dong et al., 2016). Ja em tilapia do Nilo,
perca gigante (Lates calcarifer) e achigd (Micropterus salmoides), F. orientalis induziu
taxas de mortalidade iguais a 100%, 64,28% e 21,42%, respectivamente, taxas de
reisolamento bacteriano iguais a 82,71%, 35,71% e 21,42%, assim como sinais clinicos
e alteracBes histopatoldgicas caracteristicas (Poudyal et al., 2020). Sendo assim, a
infeccdo por F. orientalis aparenta desenvolver diferentes graus de patogenicidade
dependendo do hospedeiro.

Sabe-se que F. orientalis € um patdgeno capaz de sobreviver e replicar dentro de
macrdfagos. Essa caracteristica foi relatada por Soto et al. (2010), onde apos ser
fagocitada, F. orientalis consegue evadir dos vacuolos fagociticos para o citoplasma do
macrofago. Esse evento, assim como a inducdo de apoptose para escapar do macrofago
qguando os nutrientes dentro dessa célula se tornam escassos, parecem estar associados
com o gene que codifica para o locus de crescimento intracelular (iglC) (Soto et al., 2013),
sendo, portanto, importante para a viruléncia de F. orientalis. Uma maior expressao de
genes que codificam para citocinas, como TNF-alfa e IFN-gama, foi observada (Vojtech
et al. 2009). Essas citocinas sdo responsaveis pela inibi¢cdo do crescimento bacteriano e
ativacdo da morte bacteriana através da producdo de 6xido nitrico nos macréfagos, que
histologicamente infiltram no tecido formando o granuloma (Fortier et al., 1992). No
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entanto, esse sistema pode ser inibido pelo aumento na expressdo do gene socs3. As
proteinas SOCS ja foram identificadas em varias espécies de peixes (Wang et al., 2011)
levando a restricdo no espectro de hospedeiros de F. orientalis. Em nosso estudo,
demonstramos, mesmo que sem a descri¢cdo dos mecanismos utilizados, que F. orientalis
é capaz de sobreviver a acdo dos macréfagos do tambaqui, visto que a recuperacao dessa
bactéria ocorreu em todos os animais infectados. Além disso, a auséncia de areas
necréticas no interior dos granulomas pode ser em decorréncia do tempo de observacao
experimental que, possivelmente, ndo permitiu a evolugéo das lesdes.

Em nosso estudo, os tambaquis infectados por F. orientalis foram mantidos na
temperatura de dgua igual a 22°C, ja que temperaturas baixas parecem induzir uma maior
infectividade dessa bactéria em tilapias, sendo inclusive observada dose letal mediana
menor (2,4 x 10221 UFC) para tilapias mantidas a 22°C, do que para tilapias mantidas a
28°C (1,64 x 10>7*UFC) (Pereiraetal., 2019; Soto et al., 2012). No entanto, foi observado
que F. orientalis, exposta a mudancas de temperatura, modela sua expressao de genes
associados ao metabolismo, estresse oxidativo e a choque térmico, indicando a
capacidade de adaptacdo da bactéria a ambas temperaturas, 22°C e 28°C (Pereira et al.,
2019). Genes da ilha de patogenicidade da Francisella séo altamente expressos em ambas
temperaturas, também, sugerindo alta viruléncia nas temperaturas citadas (Pereira et al.,
2019). Além disso, a infecgdo por F. orientalis de peixe-zebra mantido em agua com
temperatura igual a 28°C conseguiu induzir doenca e letalidade (Brudal et al., 2014).
Sendo assim, estudos posteriores avaliando a infeccdo por F. orientalis de tambaqui
mantidos na temperatura de 28°C sdo necessarios, ja que essa temperatura de agua é
regularmente encontrada nos cultivos de tambaqui e as ilhas de patogenicidade sdo
altamente expressas ndo somente a 22°C, mas também a 28°C (Pereira et al., 2019).

Em nossos estudos de infec¢do experimental utilizando F. orientalis e E. tarda
em tambaqui, a localizacao das células bacterianas no corte histolégico com as coloragdes
de HE e Gram néo ficou evidente. Esse problema poderia ser sanado com o uso da técnica
de imunohistoquimica que consegue localizar com mais eficiéncia essas bactérias nos
cortes histologicos permitindo o estudo de outros aspectos de sua patogenicidade, como
a via de entrada no tecido, as células preferencialmente afetadas e a completa dispersao
do agente através do tecido considerando o tempo de infeccdo (Darwish et al., 2000;
Poudyal et al., 2020; Soto et al., 2012; Wang et al., 2020).

7. CONCLUSAO

Sendo assim, aqui demonstramos que, sob condi¢des experimentais, E. tarda,
originalmente isolada de tambaqui, assim como S. agalactiae, e F. orientalis,
originalmente isoladas de tilapia do Nilo, sdo agentes patogénicos para C. macropomum.
Enquanto isso, Chryseobacterium sp., em condi¢cdes experimentais, ndo demonstrou
capacidade patogénica para tambaqui. O conhecimento de novos microrganismos aos
quais o tambaqui é suscetivel é o gatilho inicial para o surgimento de uma sequéncia de
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perguntas cientificas importantes para o desenvolvimento sustentdvel da cadeia
produtiva.
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