UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ESCOLA DE VETERINARIA
COLEGIADO DO CURSO DE POS-GRADUACAO

METODOS NAO-LETAIS DE COLETA DE AMOSTRAS PARA
O DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR Streptococcus agalactiae

EM TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus)

Guilherme Campos Tavares

Belo Horizonte
UFMG-EV
2014



GUILHERME CAMPOS TAVARES

METODOS NAO-LET@IS DE COLETA DE AMOSTRAS PARA O
DIAGNOSTICO DE INFECCAO POR Streptococcus agalactiae EM TILAPIA DO
NILO (Oreochromis niloticus)

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal de
Minas Gerais, Escola de Veterinaria, como requisito
parcial para obtencéo de grau de Mestre em Ciéncia
Animal.

Area de Concentracdo: Medicina Veterinaria
Preventiva

Orientador: Henrique César Pereira Figueiredo

Coorientador: Carlos Augusto Gomes Leal

Belo Horizonte - MG
Escola de Veterinaria da UFMG
2014



—

T231m

Tavares, Guilherme Campos, 1985-
Meétodos néo-letais de coleta de amostras para o diagnéstico de infecgio por

Streptococcus agalactiae em Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) / Guilherme Campos
Tavares. — 2014.

48 p. : il

Orientador: Henrique César Pereira Figueiredo
Coorientador: Carlos Augusto Gomes Leal

. Dissertagéio (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterinaria.
Inclui bibliografia

1. Tilépia (Peixe) — Doengas — Teses. 2. Tilépia (Peixe) — Criagéo — Teses.
3. Estreptococo do grupo B — Teses. L. Figueiredo, Henrique César Pereira. IL. Leal, Carlos
Augusto Gomes. III. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinéria.
IV. Titulo.

CDD -639.31




Dissertacdo defendida e aprovada em 24 de janeiro de 2014, pela Comissio
Examinadora constituida por:

; s

;// ?‘/'- N ~ :
’ / ,‘/“/\:w"'/ 4 ///’\ P

Prof. Henflque César PereiraFiguei
Presidente - Orient;

Prof./AMmduri Alci
Universidade ual de

i
Prof. Afdrey Pereira Lage
Escola de Veterinaria - UFMG

P ) - A ; )
Prof. Carlos Augusto Gomes Lé@l
Escola de Veterinaria - UFMG




“O saber a gente aprende com os mestres e os livros.

A sabedoria, se aprende é com a vida e com os humildes”

Cora Coralina



AGRADECIMENTOS

Minha busca, meus sonhos, minhas conquistas, foram plantados, inicialmente, dentro de mim e
agradeco a Deus por proporcionar o crescimento de meus ideais.

Ao0s meus pais que me deram a vida e compartilharam de meus sonhos e alegrias, acalentaram-
me nos momentos de divida e decepcdo, motivaram-me quando pensei que nao seria possivel e
ensinaram-me a ter autoconfian¢a, mesmo em frente aos mais duros desafios.

Aos que amo: minhas irmds e meus amigos do Tiradentes e da PUC. Agradeco por
compreenderem minha auséncia em varios momentos e por serem fonte de minha inspiracdo. Por
compreenderem minhas falhas e limitages e por serem meus ouvintes mais prestimosos.

Aos colegas do AQUAVET que caminharam ao meu lado e dividiram comigo o mesmo ideal.
Agradeco pelo apoio nos momentos de desesperanga, pela palavra solidaria, pelos trabalhos que
realizamos juntos e pela felicidade que, se ndo compartilhada, torna-se iluséria.

Aos professores Henrique, Carlos, Raguel e Lilian, que além de me incutirem conhecimento,
detém a capacidade de transformar minha mente através da sabedoria. Meu agradecimento
sincero.

Aos amados peixes, fonte do meu maior aprendizado. Devoto a vocés o0 mais profundo respeito e
amor.

E finalmente agradeco a todos, incluindo os ndo citados, que me ajudaram de alguma forma.
Mesmo as criticas, as duras palavras foram Gteis para que eu chegasse até aqui mais forte.

Encerro este capitulo tdo importante de minha vida, confiante de que todo trabalho arduo foi
valido e minha escolha profissional foi tomada baseada no amor aos seres viventes e assim
persistirei.



SUMARIO

2.1.
2.2.

2.3.
2.4.
2.5.

3.1
3.2.
3.3.
3.3.1.
3.3.1.1.
3.3.1.2.
3.4.

3.4.1.
3.4.2.
3.4.3.
3.4.3.1.
3.4.3.2.
3.43.2.1.
3.4.3.2.2.
3.4.4.

4.1.
4.2.

42.1.
4.2.2.
4.2.2.1.
4.2.2.2.
4.2.23.
4224,

LISTADE TABELAS........co i
LISTADE FIGURAS..... ..o
LISTA DE ABREVIATURAS. ...
RESUMO ... e
ABSTRACT e e

INTRODUGAO . ......c.ooiieieeeiereeteeseess e sassessss s sasses s ass s ssessasesssan e,
REVISAO DE LITERATURA.......ooieeeeeeeeeeeeeee e enes st
7o [ Lo ] L - VSO
Tilapicultura no Brasil e fatores predisponentes para a ocorréncia de
0 (01T 0 o LSOOI
Infeccéo por Streptococcus agalactiae em PEIXES.......cccovvveerereeiere e
Diagndstico e Identificacdo de Streptococcus agalactiae em peixes............cccccuenee.
Métodos nao-letais de coleta de amostras para o diagnostico de doengas infecciosas
I PBIXES. ..tttk b et bbbt E R bbb bttt
MATERIAL E METODOS.......cooiiiiiiiiieie et
Delineamento EXPerimental............cccocveviiiiiiieic e
ANIMAIS EXPEIIMENTAIS. ....c.viiviiieieitece ettt sreens
Padronizacdo de métodos ndo-letais de coleta de amostras.........cc.ceveververereseniennns
Métodos ndo-letais de coleta de amOSLIaS........c.covevrererieierieseeee s
Biopsia Aspirativa de Rim Cranial...........ccccoieiiiiiiiie s
PUNGED WVBNOSA. ...ttt
Avaliagdo da eficiéncia dos métodos letais e ndo-letais de coleta para a deteccao
de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nil0...........ccevvveveiiiiiicieie e
Bactéria e condigfes de CUItIVO..........ccveviiiiiiie e
INFECCA0 EXPEITMENLAL......ceiviiieciee e e e
DT 1o (01 (o] o TS SSRSTRPR
Exame bacteriolBgiCo.........cooiiiiiiiice e e
PCR €SPECIE-ESPECTTICA. ... euvviiiteiiseciee e
EXTraG80 08 DINA ...t
0 PSSR
ANALISE BSTALISTICA. ...e.vevveveiieie e
RESULTADOS ...ttt sttt bbb
Viabilidade, seguranca e sobrevivéncia dos peixes submetidos aos métodos nao
letais de COleta d8 AMOSIAS. .......ccviiiieieee e
Eficacia dos métodos ndo-letais de coleta de amostras para o diagndstico de
portadores e infecgdes subclinicas por S. agalactiae em tilapias do Nilo.................
INFECGAO EXPEITMENTAL........oiviieiecece e
Sensibilidade clinica dos diferentes métodos de diagnostico............ccccevvrveriririenen.
Sensibilidade e especificidade das técnicas de diagndstico..........cc.ccevvvvriviiieiinnnns
T Tea ccT o] (oo - RS RSS

Bacteriologia X PCR......cviii ettt ettt st ra e
DISCUSSAOD. ..ottt ettt et et ettt et et et ettt e e e e e eeenens
CONGCLUSODES. ... oottt ettt ee e et ee et enenenes
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..o oot

08
09
10
11
11

12
13
13
14

14
18
19

21
21
22
22
23
23
23
24

24
24
24
25
25
25
25
25
26
26

26

26
28
28
29
31
32
33
40
40



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

Tabela 10 -

Resultados da bacteriologia e PCR obtidos durante a realizagéo do experimento....

Caracteristica de performance da bacteriologia e PCR espécie-especifica para a
deteccdo de Streptococcus agalactiae a partir de amostras obtidas por métodos
1EtaIS € NAO-IETAIS. ......eieiee e

Isolamento e deteccdo de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo infectadas
experimentalmente a partir de diferentes tecidos coletados e diagnosticado por
Dacteriol0gia € PCR........c.iii ettt

Comparacdo de tecido cerebral com as amostras de rim (obtidas por método letal e
ndo-letal) e sangue em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S.
agalactiae e detectadas por bacteriologia.........ccccccvvveiieiiiieiie e

Comparacdo do tecido renal, obtido por método letal, com amostras obtidas por
métodos ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas experimentalmente com S.
agalactiae e detectadas por bacteriologia..........ccooveverviiiiieie s

Comparagdo das amostras obtidas por métodos ndo-letais em tilapias do Nilo
infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por
0 Tod (=T 0] Fo o - USSR

Comparacéo de tecido cerebral com as amostras de rim (obtidas por método letal e
ndo-letal) e sangue em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S.
agalactiae e detectadas por PCR espécie-eSpecifiCa .........ccovvvvrrerninnennciseeans

Comparacdo do tecido renal, obtido por método letal, com amostras obtidas por
métodos ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas experimentalmente com S.
agalactiae e detectadas por PCR espécie-especifiCa .......ccoevveviveeeicicineviccesieenen,

Comparagdo das amostras obtidas por métodos ndo-letais em tilapias do Nilo
infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por PCR espécie-
BSPECITICA 1.ttt ettt

Comparacdo da bacteriologia de cérebro com as amostras obtidas por método letal
e ndo-letal em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e
detectadas por PCR eSpécie-eSPECITIiCa.......c.ccviiiiieiiiie e

28

29

30

30

30

31

32

32

32

33



LISTA DE FIGURAS

Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Mapa do Brasil mostrando os estados onde S. agalactiae ja foi isolado em
PBIXES . vttt ettt ettt ettt et ettt sttt h e R et e te et e et e nteaReententeareereenaenrenreanees

Fluxograma de execucdo do experimento de padronizacdo dos métodos ndo-letais
de coleta de amostras em Tilapia do NilO..........ccoovieiiiiiiii e

Fluxograma de execugdo do experimento de infeccdo experimental para a detecgdo
de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo por bacteriologia e PCR espécie-
BSPECITICA. ..ttt bbb

Procedimento de coleta de amostra de rim cranial por biopsia aspirativa em tilapia
do Nilo (Oreochromis NIIOLICUS) .........ccccveiiiiiicccc e

Procedimento de coleta de sangue por pungdo venosa da veia caudal em tilapia do
Nilo (Oreochromis NIOLICUS) ......c.ccveiiiieiece e

Tilapia do Nilo apds ser submetida a bi6psia aspirativa de rim cranial....................
Esfregaco de aspirado de rim cranial corado por pandético rapido e visualizado a

Principais sinais clinicos observados em tildpias do Nilo infectadas
experimentalmente com S. agalactiae...........ccocvevveviiiiiiiie s

16

21

22

23

23

26

26

27



LISTA DE ABREVIATURAS

ML

ptm
AQUAVET
BHI
CEUA-UFMG
DLso

DNA
dNTPs
EDTA
EUA
EVIUFMG
FAO

G

H

hab.

HCI

Kg

KOH

L

Mg

MgCl;

mL

mM

Ng

Nm

°C

OMS

PCR

pH
gRT-PCR

rpm
RT-PCR

S. agalactiae
S. dysgalactiae
S.iniae

THA

Tris

TSA

U

UFC

Microlitro

Micrometro

Laboratério de Doencas de Animais Aquéaticos, DMVP, EV-UFMG
Caldo Infuséo cérebro coracéo

Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais
Dose letal 50%

Acido desoxirribonucleico

Desorribonuleotideo Trifosfatado

Acido Etilenodiamino Tetra-Acético Sal dissodico

Estados Unidos da América

Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais
Organizacdo das NagGes Unidas para a Agricultura e Alimentacédo
Gauge

Hora

Habitantes

Acido cloridrico

Quilogramas

Hidroxido de Potassio

Litros

Miligrama

Cloreto de Magnésio

Mililitros

Milimolar

Nanogramas

Nanbmetro

Graus centigrados

Organizacdo Mundial de Satde

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Potencial hidrogeniénico

Reacdo da Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase em
tempo real

Rotagdes por minuto

Reacdo da Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase
Streptococcus agalactiae

Streptococcus dysgalactiae

Streptococcus iniae

Agar Todd Hewitt

Tris(hidroximetil)aminometano

Agar Triptona de Soja

Unidades

Unidade Formadora de Colénia

10



RESUMO

A bactéria Streptococcus agalactiae tem se destacado como um dos principais agentes etioldgicos
de surtos de septicemia e meningoencefalite em pisciculturas ao redor do mundo. No Brasil, esse
micro-organismo é um dos principais entraves sanitarios para a tilapicultura. O objetivo deste
estudo foi padronizar métodos ndo-letais de coleta de amostras para diagnosticar infec¢fes por S.
agalactiae em tilapias do Nilo, por meio de testes microbiol6gicos e moleculares. Para tanto, o
estudo foi dividido em duas etapas. A primeira etapa consistiu na padronizacdo dos métodos ndo-
letais de coleta de amostras (bidpsia aspirativa de rim cranial e puncdo venosa) em tilapias do
Nilo. A segunda etapa consistiu na infeccdo experimental de tilapias do Nilo com a bactéria
Streptococcus agalactiae SA 20-06, onde a sensibilidade clinica no exame bacteriol6gico e PCR
foram comparadas a partir da obtengdo de amostras por métodos letais e ndo-letais. Houve
diferenca estatisticamente significativa entre os métodos letais e ndo-letais para a detec¢do do
patdgeno para ambos métodos de diagnostico. A frequéncia de diagndstico foi significativamente
maior para a deteccdo da bactéria em amostras de cérebro quando comparada com as demais
amostras obtidas no experimento, independentemente do método de diagnostico utilizado. Os
métodos de coleta de amostras e de diagnostico foram eficazes na deteccéo de peixes com doenca
clinica e portadores. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre bacteriologia e PCR
para o diagnostico de S. agalactiae a partir de amostras de cérebro. Os resultados obtidos sugerem
que a bidpsia aspirativa de rim cranial e a pung¢do venosa podem ser usados como alternativas de
coleta ndo-letal de amostras para a deteccdo de S. agalactiae em tilapia do Nilo, porém com
desempenho inferior & bacteriologia de cérebro.

Palavras-chave: biopsia aspirativa de rim, pungdo venosa, coleta ndo-letal, Oreochromis niloticus,
Streptococcus agalactiae.
ABSTRACT

Streptococcus agalactiae has emerged as a major etiological agent of septicemia and
meningoencephalitis outbreaks in fish farms around the world. In Brazil, this microorganism is a
major health threat for Nile tilapia farms. The aim of this study was to standardize nonlethal
sampling methods to diagnose infections caused by S. agalactiae in Nile tilapia, by
microbiological and molecular tests. Therefore, the study was divided into two stages. The first
step consisted in standardization of nonlethal sampling methods (kidney needle biopsy and
venipuncture) in Nile tilapia. The second step consisted in infection experimental in Nile tilapia
with Streptococcus agalactiae SA 20-06 and clinical sensitivity in bacteriological and PCR
methods were measured from nonlethal and lethal sampling methods. There was statistically
significant difference between lethal and nonlethal methods for detection of pathogen for both
diagnostic methods. Diagnostic frequency was significantly greater for bacteria in brain samples
detection compared with other samples obtained in present study, regardless of diagnostic
method. Sample collection methods and diagnosis were effective for detecting sick fish and
carrier. There was no statistically significant difference between bacteriology and PCR for
diagnosis of S. agalactiae from brain samples. Results suggest that kidney needle biopsy and
venipuncture can be used as nonlethal sampling methods for detection of S. agalactiae in Nile
tilapia, but with less that brain bacteriology results.

Keywords: kidney needle biopsy, venipuncture, nonlethal sampling, Oreochromis niloticus,
Streptococcus agalactiae
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1. INTRODUCAO

A aquicultura é o ramo da producdo animal
gue mais tem se desenvolvido nos altimos
anos no Brasil e no mundo. Essa atividade
caracterizada pelo cultivo de organismos
aquaticos, especialmente peixes, tem sido
considerada importante e promissora fonte de
proteinas de origem animal para 0 consumo
humano. A producdo aquicola nacional
atingiu no ano de 2011 o total de 628.704
toneladas, tendo como principais espécies
produzidas a tildpia do Nilo (Oreochromis
niloticus), 0 tambaqui
(Colossoma macropomum) e 0 camardo
marinho (Litopenaeus vannamei). A tilapia
do Nilo é proveniente da Africa e foi
introduzida no Brasil no século passado.
Esses animais apresentam caracteristicas
zootécnicas e qualidade da carne propicias
para o cultivo comercial. Porém um dos
principais entraves para a expansdo da
tilapicultura no Brasil é a ocorréncia de surtos
de doengas infecciosas, principalmente as
causadas por Streptococcus agalactiae.

A infeccdo por S. agalactiae é uma
enfermidade emergente para a piscicultura
mundial. Esse patdgeno Gram-positivo é
responsavel por casos de septicemia e
meningoencefalite em peixes, principalmente
em espécies de agua quente de ambientes
estuarinos, marinhos e de &gua doce. Os casos
de infecgdo por S. agalactiae sdo verificados
principalmente em peixes adultos mas pode
ser reproduzida experimentalmente em
alevinos e juvenis de tilapia do Nilo. Os
principais fatores de risco para a ocorréncia
de surtos de infeccdo por S. agalactiae sdo o
aumento da temperatura, manejo intensivo e
altas densidades de estocagem. A transmisséo
da estreptococose por S. agalactiae ocorre de
maneira direta entre peixes infectados e
sadios, e indireta, através da agua. Surtos
dessa doenga podem causar mortalidade de
até 90% dos plantéis, principalmente na
introducéo da doenga na propriedade. Surtos
de estreptococose por S. agalactiae em tilapia
do Nilo foram relatados em 11 Estados

brasileiros pela equipe do AQUAVET -
Laboratério de Doencas de Animais
Aquaticos da Universidade Federal de Minas
Gerais.

O diagndstico da estreptococose é baseado no
isolamento e identificacdo da bactéria por
métodos fenotipicos e moleculares. O
isolamento é realizado a partir de amostras de
tecido do sistema nervoso central, rim, figado
e bago de peixes moribundos, apdés a
eutanasia dos animais. A eutanasia de peixes
€ um procedimento invidvel para realizacdo
em larga escala dentro de uma propriedade
comercial e para a avaliacdo de reprodutores
de alto valor zootécnico em programas de
monitoramento da doencga por causar prejuizo
econdmico ao produtor. Adicionalmente, a
ocorréncia de peixes portadores da infeccéo
dentro de uma propriedade pode ser uma
importante fonte de infeccdo. A deteccéo de
peixes portadores é importante para evitar a
manutencdo do agente nas fazendas,
transmissdo da doenca para outras
propriedades e sua reintroducdo através da
aquisicdo de novos animais.

Os métodos de diagndstico que tém sido
utilizados para a deteccdo de S. agalactiae
como bacteriologia e PCR espécie-
especifica, a partir de isolados obtidos de
tecido cerebral e renal, sdo eficientes, porém
ndo foram realizados estudos comprovando a
eficacia do diagndstico a partir de amostras
coletadas por métodos ndo-letais. Nao
existem métodos ndo-letais de coleta de
amostras padronizados para o diagnostico da
estreptococose em tilapias e para outras
espécies de peixes. Assim sendo, a
padronizagdo de protocolos de diagndstico
envolvendo a coleta de amostras por métodos
ndo-letais associados as técnicas de
diagndstico é uma demanda essencial de
monitoramento da infeccdo por S. agalactiae
para o desenvolvimento e implementacdo de
futuros programas de controle e erradicacdo
dessa doenga em uma propriedade.



O objetivo desse estudo foi padronizar
métodos ndo-letais de coleta de amostras
(bidpsia aspirativa de rim cranial e pungdo
venosa) para o diagndstico da infeccdo por
Streptococcus agalactiae em tilapias do Nilo
por bacteriologia e PCR espécie-especifica.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aquicultura

A producdo de pescado mundial em 2010,
segundo a Organizacdo das Nac¢bes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO)
ultrapassou 168 milhdes de toneladas,
incluindo a pesca e aquicultura. A aquicultura
é 0 ramo da produgdo animal que mais tem se
desenvolvido nos Gltimos anos no mundo,
sendo uma alternativa de maior viabilidade
para a crescente demanda por pescados
(FAO, 2012; MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2013).

O Brasil é uma das maiores poténcias
mundiais para a producdo de peixes, ja que
possui um imenso territorio, com mais de
dois tercos ocupando a regido tropical e
possuindo ricas bacias hidrograficas. Neste
contexto, pode se destacar a Bacia
Amazbnica, que €é responsavel por
aproximadamente 20% do total de agua doce
ndo congelada do mundo (BARROS et al.,
2009). Com o seu vasto litoral e inGmeros
rios, o Brasil concentra uma das maiores
reservas de peixes do mundo, sendo que em
2011, a producdo aquicola e pesgueira
alcancou volume superior a um 1,4 milhdo de
toneladas, sendo cerca de 44% de
participagdo da aquicultura  (628.704
toneladas) (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2013). A producao
aquicola nacional vem crescendo em média
21,1% ao ano, e as principais espécies de
peixes produzidas no Brasil sdo: tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus), tambaqui
(Colossoma macropomum), tambacu
(Colossoma macropomum X

Piaractus mesopotamicus), as carpas
(Cyprinus sp.) e pacu

(Piaractus mesopotamicus) (MINISTERIO
DA PESCA E AQUICULTURA, 2013).

O Brasil ocupava em 2010 o 14° lugar no
ranking mundial de producdo aquicola,
representando 0,8% da producdo mundial
(FAO, 2012). E o segundo pais em
importancia na aquicultura América Sul,
estando abaixo somente do Chile. Comparada
as demais atividades nacionais, como a
avicultura, suinocultura e bovinocultura, a
aquicultura vem apresentando crescimento
superior as demais atividades, que
apresentam taxas de crescimento pouco
maiores que 5% ao ano (OSTRENSKY etal.,
2007).

A carne de pescado € um importante alimento
da dieta das populagBGes de muitos paises e
contribui com cerca de um quarto da oferta de
proteina de origem animal, além de ser fonte
importante de emprego, lucro e renda em
alguns paises (SANTOS, 2011,
GONCALVES et al., 2008). O incremento no
consumo de pescado aumentou nas ultimas
décadas devido as diversas qualidades
nutricionais benéficas, cada vez mais
estudadas, que esta carne apresenta. Dentre
tais qualidades estdo, por exemplo, o alto teor
proteico, a presenca de vitamina A e D, ions
importantes como calcio e fésforo, os acidos
graxos insaturados como O6mega 3 e 6,
encontrado em algumas espécies e que estdo
relacionados a diminuicdo da incidéncia de
doencas cardiovasculares (SANTOS, 2011;
GONCALVES et al., 2009; SILVA et al.,
2013).

Apesar das estatisticas mostrarem expansao
do setor aquicola brasileiro, 0 consumo de
pescado per capita ndo tem apresentado
crescimento na mesma proporcdo, sendo a
carne  menos consumida no  pais
(CARVALHO e LEMOS, 2009). O consumo
per capita mundial em 2009 foi
aproximadamente de 18,4 kg ao ano, dados
mais recentes demonstraram que no Brasil,
em 2010, houve  consumo de,
aproximadamente, 9,75 kg/hab./ano, sendo

13



gue o recomendando pela Organizagdo
Mundial de Satde (OMS) sdo 12 kg/hab./ano
(FAO, 2012; MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2013; OSTRENSKY et
al., 2007; SANTOS, 2011;). O consumo
nacional de pescados é ainda baixo devido
aos altos precos do produto final, aos habitos
alimentares da populacdo, que valorizam o
consumo da carne bovina e a falta de
qualidade, diversidade e praticidade
oferecidas pelos produtos comercializados
nacionalmente (BOMBARDELLI et al.,
2005; OSTRENSKY et al., 2007; SONODA,
2006).

2.2. Tilapicultura no Brasil e fatores
predisponentes para a ocorréncia de
doencas

Dentre as espécies de peixes cultivados no
Brasil, a que possui maior producdo e
importancia na aquicultura nacional é a
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Esta
espécie, proveniente da Africa, foi
introduzida no Brasil por apresentar
rusticidade, grande adaptacdo a diferentes
tipos de ambientes e sistemas de producdo,
ser resistentes a enfermidades, suportar
variagdes de temperatura e baixos niveis de
oxigénio dissolvidos na agua, se reproduzir
facilmente, ter rapido crescimento e baixo
custo de producdo, além de ser uma carne de
excelente qualidade nutricional com elevado
valor proteico (RODRIGUES, 2007).

A producdo de tilapias em nosso pais, em
2011, ultrapassou 253 mil toneladas/ano,
sendo o Ceara e o Parand os principais
estados produtores. A expansdo significativa
dos cultivos de tilapia no Brasil é decorrente
da utilizacdo de tangues-rede nos grandes
reservatorios nos Estados de Sdo Paulo,
Parana, Bahia, Alagoas, Ceara e Minas
Gerais (MINISTERIO DA PESCA E
AQUICULTURA, 2013).

Com a crescente popularizacdo na
tilapicultura em nosso pais, observa-se
aumento no nimero de produtores e maior

intensificagdo nos sistemas de producéo. O
mais antigo e tradicional sistema de produgéo
praticado no Brasil é o da criacdo de tilapias
em tanques escavados, sistema este, que
apresenta disponibilidade de alimento natural
associado ao maior espaco fisico, conferindo
a esta espécie maior conforto e resisténcia a
enfermidades. O sistema intensivo em
tanques-rede, porém, é o mais comum no
territério nacional, sendo caracterizado por
criagdes de altas densidades e alta renovacgéo
de 4gua (BOZANO e CYRINO, 1999). Neste
sistema, as tilapias sdo submetidas a estresse
fisicos e ambientais derivados do manejo,
seja por classificacdo, transferéncia ou
transporte dos animais, além da baixa
qualidade de &gua. O manejo inadequado,
associado a uma baixa qualidade de agua,
resulta na queda de resisténcia do animal aos
patdgenos oportunistas e o aparecimento de
doencas, inclusive as de origem bacteriana,
associadas ao aumento da mortalidade e
gueda de producdo (KUBITZA, 2005).

Um dos principais entraves para a expansao
da tilapicultura no pais é a ocorréncia de
surtos de doencas infecciosas, principalmente
0s causados por Streptococcus agalactiae
(MIAN et al., 2009; PEREIRA et al., 2010).
Essa bactéria ocasiona prejuizos
significativos a producdo, devido as altas
mortalidades ocasionadas, bem como,
reducdo no desempenho produtivo dos lotes e
elevacdo do custo de produgdo das
pisciculturas.

2.3. Infeccdo por Streptococcus agalactiae
em peixes

Pertencente a familia Streptococcaceae, o
género Streptococcus abrange uma ampla
gama de espécies bacterianas associadas a
processos infecciosos em seres humanos e
animais, bem como, micro-organismos
saprofitos ou ndo patogénicos. Atualmente,
104 espécies e 20 subespécies bacterianas sao
descritas como pertencentes a esse género
(LPSN, 2014). Os Streptococcus sdo cocos
Gram-positivo, com diametro de 0,5-2,0 pm,

14



organizados em pares ou cadeia lineares
curtas, catalase negativos, ndo moveis e nao
formadores de esporos (AUSTIN e AUSTIN,
2007). Além das caracteristicas fenotipicas, 0
tipo de hemdlise e a sorotipagem baseada na
antigenicidade de polissacarideos capsulares,
denominados de Grupos de Lancefield, tém
sido empregadas para caracterizar as
diferentes  espécies de  Streptococcus
(SHEWMAKER et al., 2007).

Seis espécies tém sido descritas como 0s
principais agente etioldgicos causadores de
septicemia e meningoencefalite em peixes:
Streptococcus parauberis (DOMEENECH et
al., 1996), Streptococcus agalactiae (MATA
et al., 2004), Streptococcus dysgalactiae
(NOMOTO et al., 2004), Streptococcus iniae
(AGNEW e BARNES, 2007), Streptococcus
phocae (GIBELLO et al., 2005; ROMALDE
et al, 2008), Streptococcus ictaluri
(SHEWMAKER et al., 2007). No Brasil, S.
agalactiae, S. dysgalactiae e S. iniae foram
descritos como agentes causadores de
septicemia e meningoencefalite em tilapia do
Nilo (SALVADOR et al, 2003;
SALVADOR etal., 2005; MIAN et al., 2009;
NOBREGA-NETTO et al., 2011;
FIGUEIREDO et al., 2012).

S. agalactiae é uma das principais espécies
bacterianas do género Streptococcus. Unico
representante do grupo B de Lancefield, tem
importancia médica e veterinaria, e tem sido
caracterizado como agente etiologico de
doengas desde 1887 (BISHARAT et al,
2004). Esta bactéria é B-hemolitica em agar
sangue e apresentam-se como células
esféricas ou ovoides, Gram-positivo,
catalase-negativo que crescem em cadeia em
meio liquido e algumas linhagens podem
produzir pigmento laranja ou amarelo.
Bactéria imovel, ndo formadora de esporos,
anaerdbia facultativa e produz acido latico
como produto final do metabolismo de
carboidratos (NIZET, 2002; PEREIRA et al.,
2013).

S. agalactiae €& um micro-organismo
amplamente encontrado colonizando o trato
digestorio e genitourinario de seres humanos
e animais (MAIONE et al.,, 2005). Esta
bactéria também pode ser encontrada na
glandula mamaria de ruminantes,
ocasionando mastite (BROCHET et al.,
2006). Diferencas entre isolados de seres
humanos e animais ja foram descritas, sendo
gue a maioria das linhagens de seres humanos
é hemolitica e ndo utiliza a lactose como
fonte de energia. Porém, ja foi descrito que
linhagens isoladas de bovinos ndo produzem
hemolise em &gar sangue e utilizam a lactose
(YILDIRIM et al., 2002). Adicionalmente,
linhagens isoladas de peixes também ja foram
descritas como nao hemoliticas
(FIGUEIREDO et al., 2006).

S. agalactiae acomete principalmente seres
humanos, bovinos e peixes, mas pode
também estar associada a casos de doencas
em varias outras espécies, como por exemplo:
aves, camelos, caninos, equinos, felinos,
anfibios, hamster, camundongos, primatas,
golfinhos, crocodilos, camardes, dentre
outros (KEEFE, 1997; BERRIDGE et al.,
2001; EVANS et al., 2002; MAIONE et al.,
2005; EVANS et al., 2006; BISHOP et al.,
2007; HASSON et al., 2009). Esta bactéria é
considerada a principal causadora de
septicemia e meningite em neonatos
humanos, responsavel por morbidade em
gestantes e idosos, além de causar 6bito em
adultos imunocomprometidos (MAIONE et
al., 2005; JOHRI et al, 2006).
Adicionalmente, quadros de mastite clinica e
subclinica em bovinos séo ocasionadas por
esse patdgeno, sendo impactante para a
bovinocultura leiteira (KEEFE, 1997).

S. agalactiae tem se destacado como
patdgeno emergente para a piscicultura
mundial, sendo relatados surtos no Japéo,
China, Vietnd, Tailandia, Kuwait, Ird, Israel,
Egito, Australia, Malasia, Indonésia,
Filipinas, Irlanda, Estados Unidos, Honduras,
Costa Rica, Coldmbia e Brasil (AMAL et al.,
2012; BOWATER et al., 2012; ELDAR et
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al., 1994; EVANSetal., 2002; EVANS et al.,
2008; HERNANDEZ et al., 2009; MIAN et
al., 2009; PLUMB et al., 1974; SUANY UK
et al., 2005; YE et al., 2011; RUANE et al.,
2013). Taxas elevadas de morbidade e
mortalidade sdo observadas em surtos por S.
agalactiae em fazendas de peixes de agua
doce, marinhos e de ambiente estuarino
(EVANS et al., 2002; MIAN et al., 2009).
Casos de infeccdo por S. agalactiae foram
descritas em mais de 20 espécies de peixes
incluindo dourada (Sparus auratus), tainha
(Liza klunzingeri), truta arco-iris
(Oncorhyncus mykiss), sereia (Trachinotus
blochii), pampo-prateado (Pampus
argenteus), garoupa (Epinephelu
slanceolatus), “golden shiner” (Notemigonus
crysoleucas), menhaden-escamudo
(Brevoortia  patronus), “gulf killifish”
(Fundulus grandis), “ya-fish” (Schizothorax
prenanti), “doctor fish” (Garra rufa),
“zebrafish” (Danio rerio), “barcoo grunter”
(Scortum  barcoo) pintado-da-amaz6nia
(Pseudoplatystoma facium x  Leiarius
marmoratus) e tilapia (Oreochromis spp.)
(ROBINSON e MEYER, 1966; PLUMB et
al., 1974, RASHEED e PLUMB, 1984;
NOGA, 2000; EVANS et al, 2002;
DUREMDEZ et al., 2004; SALVADOR et
al., 2003; HERNANDEZ et al., 2009; AMAL
etal., 2012; BOWATER et al., 2012; GENG
et al., 2012; ITSARO et al., 2012; MIAN et

al, 2009; PATTERSON et al., 2012;
GODOY et al., 2013; LIU et al., 2013;
RUANE et al., 2013).

No Brasil, o primeiro relato de estreptococose
por S. agalactiae em peixes foi em 2003,
onde foram identificados surtos da doengca em
tilapiculturas no norte do Parana
(SALVADOR et al., 2003). Desde entao,
infeccOes causadas por S. agalactiae foram
relatadas em tilapiculturas nos estados do
Parana, Sdo Paulo, Espirito Santo, Bahia.
Minas Gerais e Ceara (FIGUEIREDO et al.,
2006; MIAN et al., 2009). Segundo dados da
casuistica do AQUAVET, surtos de doencas
em peixes também j& ocorreram nos estados
de Santa Catarina, Mato  Grosso,
Pernambuco, Alagoas e Goias (Figura 1). S.
agalactiae é considerado o principal risco
sanitario para criagdes comerciais de tilapia
do Nilo no pais. Altas taxas de mortalidade
tém sido verificadas em surtos da doenca
nesta espécie, sendo o0 aumento da
temperatura da agua (acima de 27°C) e
manejo intensivo (altas densidades de
estocagem) os principais fatores de risco para
ocorréncia de surtos por este patdgeno
(MIAN et al., 2009). Medidas de manejo tais
como processos de selecdo e classificacdo
também tém sido caracterizados como
desencadeadores de surtos em tilapias do
Nilo cultivadas em tanques-rede.

Figura 1. Mapa do Brasil mostrando os estados onde S. agalactiae ja foi isolado em peixes

Legenda:

Estados brasileiros com

D surtos de S. agalactiae

em peixes

Copyright: ©2013 Esri, Delorme, NAVTEQ
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A transmissdo da infeccdo por S. agalactiae
ocorre por contato direto entre peixe
infectado e peixe sadio, e por contato
indireto, atraves da bactéria presente na agua,
permitindo que a doenca se manifeste
gradativamente nos diferentes sistemas de
producdo (KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO
et al., 2007a). Os casos da infeccdo por S.
agalactiae sdo comumente observados em
peixes com peso corporal a partir de 50
gramas, acometendo principalmente adultos
em fase da engorda, com peso médio de 500
gramas (FIGUEIREDO et al., 2007a).

A infeccdo por S. agalactiae causa doenga
septicEmica, sendo capaz de invadir e
multiplicar em diferentes drgdos do peixe
acometido. Contudo, acredita-se que o0
cérebro seja 6rgdo de predilecéo, por causar
meningoencefalite que, consequentemente,
culmina em sinais clinicos de natagdo erratica
e perda de equilibrio. Outros sinais que
podem ser observados em peixes infectados
sdo: anorexia, melanose, taquipnéia,
excitabilidade, rigidez  dorsal, corpo
levemente curvado, exoftalmia uni ou
bilateral, opacidade de cdrnea uni ou
bilateral, hemorragia difusa no tegumento e
ascite (KUBITZA, 2000; EVANS et al,,
2002; PASNIK et al., 2005 FIGUEIREDO et
al., 2007a; MIAN et al.,2009). Internamente
podem ser observados: acumulo de liquido
sero-sanguinolento na cavidade celomatica,
figado palido e esplenomegalia (KUBITZA,
2000). Em tilapia, as principais alteracdes
observadas decorrentes da infecdo por S.
agalactiae sdo pericardite, epicardite,

miocardite, endocardite, meningite e
septicemia (CHEN et al., 2007).
Recentemente, €asos cronicos de

estreptococose tem sido reportados, em
tildpias do Nilo com presenca de nddulos
amarelo ou vermelho escuro na musculatura
préximo as vértebras. Esse achado clinico
sugere que a bactéria seja eliminada do
sangue e dos tecidos infectados pelo sistema
imune do hospedeiro e que as bactérias
remanescentes migrem para a musculatura

por ser uma regido de resposta imunoldgica
fraca (LI et al., 2013).

A antibioticoterapia oral em peixes é um dos
principais métodos para controle de infecgdes
por S. agalactiae. No Brasil, os antibiéticos a
base de florfenicol e oxitetraciclina podem
ser utilizados para conduzir uma intervengao
terapéutica em surtos dentro de uma
piscicultura comercial (PADUA et al., 2012).
A administracdo de florfenicol é efetivo
contra diversos tipos de bactérias e possui boa
estabilidade na &gua, porém ndo ha dados
avaliando a eficécia deste farmaco contra a
infeccdo por S. agalactiae em tilapia do Nilo
(FIGUEIREDO et al., 2007b). O antibiotico
a base de Oxitetraciclina ¢ amplamente
utilizado em pisciculturas brasileiras e possui
eficidcia contra bactérias Gram-positivo e
Gram-negativo (RIGOS et al., 2003). Em
estudos realizados pela equipe do
AQUAVET foi avaliada a eficacia
terapéutica da oxitetraciclina contra infeccdo
por S. agalactiae. Este antibiotico reduziu
significamente a mortalidade de alevinos de
tilapia do Nilo que iniciaram a administracdo
do farmaco 24 horas antes da infec¢do, uma e
24 horas pés-infec¢do quando comparados ao
grupo que ndo utilizou o antibidtico. Apesar
da redugdo da mortalidade, foi possivel
reisolar a bactéria em amostras de cérebro e
rim de peixes aparentemente saudaveis dos
grupos tratados com o antibidtico, o que
caracteriza estado de portador da infec¢éo.
Em outras palavras, o antibiético pode ndo
controlar a infeccdo e a bactéria pode
permanecer vidvel nos diferentes 6rgaos do
peixe, resultando na manutencao do patégeno
numa piscicultura (FARIA, et al.,, 2014).
Adicionalmente, como a anorexia € uma das
primeiras alteracGes fisiologicas induzidas
pela infeccdo, a antibioticoterapia € limitada,
pois, evita a ocorréncia da doenca em peixes
ndo infectados, elimina a doenga nos peixes
com quadro inicial de infeccdo, porém ndo
cura os peixes com sinais clinicos (HEUER
etal., 2009).
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O controle da infecgéo por S. agalactiae pode
ser realizado através da manutencdo
adequada das condicbes ambientais,
realizacdo de tratamentos taticos com
antibidticos, descarte de animais mortos e/ou
com sinais clinicos de doenca neuroldgica,
arragoamento adequado e realizacao de testes
laboratoriais para certificar que 0s peixes
estdo isentos deste agente bacteriano
(KUBITZA, 2000; FIGUEIREDO et al.,
2007b). A vacinacdo é uma alternativa para a
prevengdo e controle das infecgbes por
Streptococcus nas pisciculturas. Diversas
vacinas tém sido desenvolvidas contra
diferentes Streptoccocus patogénicos para
peixes, sendo que, atualmente, no mundo ja
existem vacinas comercializadas contra S.
iniae e S. agalactiae (SHOEMAKER et al.,
2010). No Brasil, foi langada a vacina
bacterina AQUAVAC Strep Sa, pela MSD
Saude Animal, a qual estda sendo
comercializada desde 2012. Em ensaios
experimentais, essa bacterina demonstrou ser
segura e capaz de induzir efetiva protecdo em
tilapia do Nilo desafiadas com S. agalactiae
biotipo Il (SALVADOR, 2012). Porém,
ainda ha necessidade de mais estudos sobre
as relac@es entre variabilidade genética, perfil
antigénico e capacidade de protecdo contra
desafio heterélogo induzido por essa vacina.
Portanto, esta vacina comercial deve ser
testada frente as varias outras amostras de
bactérias isoladas no pais para melhor
verificacdo da sua efetividade.

2.4. Diagnoéstico e Identificacdo de
Streptococcus agalactiae em peixes

O diagnostico e a identificacdo do agente
infeccioso podem ser realizados através da
associacdo de sinais clinicos com os achados
laboratoriais. Devido a ampla gama de
hospedeiros susceptiveis e sinais clinicos
genéricos verificados nos casos de infecgoes
em peixes pelas diferentes espécies do género
Streptococcus, o diagnostico laboratorial é
indispenséavel para a determinagdo do agente
etiolégico envolvido (MATA et al., 2004;
FIGUEIREDO e LEAL, 2012). O

diagnostico de estreptococose por S.
agalactiae em peixes € baseado no
isolamento e identificacdo do micro-
organismo. Peixes moribundos devem ser
coletados e encaminhados vivos ou
refrigerados para os laboratérios de
diagnéstico (FIGUEIREDO et al., 2007a). Os
6rgdos de predilecdo para a coleta de material
para a realizacdo de exames bacteriolégicos
variam de acordo com a doenca e bactéria
associada ao processo. Em geral, doenca
causada por S. agalactiae esta associada a
quadros de septicemia e meningoencefalite,
sendo indicados a coleta do sistema nervoso
central e 6rgdos altamente vascularizados ou
que desempenham fungdes imunoldgicas,
como rim, figado e baco (NOGA, 2000).

No laboratério, o diagnostico pode ser
realizado por bacteriologia ou por métodos
moleculares (KUBITZA, 2000;
FIGUEIREDO et al., 2007a). O diagnostico
da infeccdo por S. agalactiae, em peixes
afetados tipicamente  envolve analise
bacterioldgica com posterior identificacao,
porém isso requer tempo para definicdo do
diagnostico, resultando no incremento do
potencial para o surto da doenca (EVANS et
al., 2010; ITSARO et al, 2012). A
bacteriologia é realizada a partir do cultivo de
Orgdos coletados de forma asséptica em
meios de cultivo como agar sangue, agar BHI
(“Brain Heart Infusion”), TSA (Triptona de
Soja) e THA (Todd-Hewitt). Ap6s o periodo
de incubacdo, a identificacdo priméaria do
agente infeccioso é baseado na avaliagdo da
morfologia das col6nias por microscopia
Optica (coloracdo pelo método de Gram), tipo
de hemolise, padrdo de antigenos capsulares
(grupo de Lancifield) e testes bioquimicos
(catalase e oxidase, por exemplo)
(GLAZUNOVA et al., 2009). A utilizacdo de
kits comerciais para identificacdo fenotipica
de Streptococcus agalactiae como o
RAPID32 e API 20 Strep apresentam boa
aplicabilidade, acurdcia na andlise e
economia do tempo (FIGUEIREDO e LEAL,
2012). Com o desenvolvimento e
popularizagdo de técnicas moleculares para

18



identificacdo de  micro-organismos e
diagnostico de doencas, foi possivel a
realizacdo de reacbes de PCR para
identificagdo de S. agalactiae com
iniciadores espécie-especificos ou universais
para genes conservados associadas ao
sequenciamento e a analise filogenética
(AGNEW e BARNES, 2007).

Para que um laboratério de diagnostico possa
identificar adequadamente a  bactéria
Streptococcus agalactiae € preciso que haja
uma combinacdo dos métodos fenotipicos,
como 0 uso de Kits de caracterizacdo
bioguimica, = prova  soroldgica  para
determinacdo do Grupo Lancefield, e de
métodos moleculares que permitam a
realizacdo de PCR e 0 sequenciamento do
DNA para a construgdo de arvores
filogenéticas (FIGUEIREDO e LEAL, 2012).

2.5. Meétodos ndo-letais de coleta de
amostras para o diagnostico de doencas
infecciosas em peixes

O diagndstico da infecgdo por Streptococcus
agalactiae é baseado no isolamento e
identificagdo da bactéria por métodos
fenotipicos e moleculares, sendo o
isolamento realizado a partir de amostras de
tecidos de peixes doentes apds a eutanasia
destes (FIGUEIREDO e LEAL, 2012).
Porém, a eutandsia de animais para
monitoramento sanitdrio é inviavel para
realizacdo em larga escala e para a avaliagdo
de reprodutores (CUTRIN et al., 2005), que
podem ser fontes de infec¢do importantes na
dindmica epidemiolégica da doenca nas
pisciculturas. Procedimentos envolvendo
meétodos ndo-letais de coleta de amostras e
testes microbiolégicos e moleculares tém
sido utilizados para diagnosticar infeccbes
virais (GAHLAWAT et al, 2004,
DRENNAN et al., 2007; CORNWELL et al.,
2013) e doencas bacterianas (NOGA et al.,
1988; CIPRIANO, et al., 1996; WHITE et
al., 1996; ALTINOK et al., 2001) em
reprodutores e alevinos de diferentes espécies
de peixes. Esses métodos geralmente sdo

usados para o diagnostico de infecgdes
cronicas e envolvem a coleta de fluidos
corporais, produtos de excrecdo, sangue e
outros tecidos como pele, escamas, e
nadadeiras (WASKO et al., 2003). Porém
muitos patégenos ndo sdo encontrados nos
fluidos como sdo nos 6rgaos internos (NOGA
etal., 1988).

As vantagens dos métodos ndo-letais de
coleta de amostras para detectar patdgenos de
peixes incluem beneficios econdmicos de ndo
ter que submeter a eutanasia um reprodutor
de alto valor zootécnico dentro de um lote,
potencial para aumentar 0 numero de
amostras para tentar detectar baixos niveis de
infeccdo, habilidade para avaliar a doengca em
espécies ameacadas de extincdo, permitir a
utilizagdo de um mesmo animal em diferentes
momentos de coleta e beneficiar o bem-estar
animal com a reducdo do nimero de peixes
submetidos a eutandsia (QUINN e
STEVENSON, 2012; CORNWELL et al.,
2013).

A coleta de amostra é um fator critico para a
acuracia do diagnostico. Se a amostra nao for
coletada adequadamente ou se a manipulacédo
desta ap6s a coleta for inapropriada ou ndo
enviada adequadamente ao laboratdrio de
diagndstico, os resultados dos testes podem
ndo refletir o status de doenca do peixe
amostrado (ZAINATHAN et al., 2013).

Os principais métodos ndo-letais de coleta de
amostras utilizadas para o diagnostico de
doengas infecciosas em peixes envolve
pungdo venosa e biopsias (NOGA et al.,
1988; ALTINOK et al., 2001; CORNWELL
etal., 2013).

A puncdo venosa € um método comum de
coleta de amostra utilizada para realizacdo de
testes bioguimicos e hormonais em peixes,
inclusive em tilapias do Nilo.
Adicionalmente, o sangue obtido por esta
forma de coleta de amostras pode ser
utilizada para o diagndstico de doencas e
monitoramento da salde em peixes. A veia
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caudal é o sitio preferencial para a coleta de
sangue (BROWN, 1993).

GIRAY et al. (2005) ao avaliarem o0 sangue
para diagnostico do virus da anemia
infecciosa do salmido usando RT-PCR,
verificaram que a amostra obtida por pungédo
venosa foi igualmente sensivel quando
comparada com as amostras renais obtidos de
salmdo (Salmo salar) com sinais clinicos ou
sem sinais clinicos. LOPEZ-VASQUEZ et
al. (2006) utilizando o sangue de truta-
marrom (Salmo trutta) em ensaios com
nested RT-PCR para o diagndstico do virus
da septicemia hemorrégica viral, obtiveram
maior sensibilidade no meétodo n&o-letal
guando comparado com o diagnéstico a partir
de érgdos internos.

Para a deteccdo do virus da necrose
pancreéatica infecciosa, GAHLAWAT et al.
(2004) demonstraram que a utilizacdo de
leucdcitos a partir do sangue colhido pode ser
um método ndo-letal para portadores dessa
enfermidade por ter sido mais sensivel que o
método letal por coleta de amostra renal
(padrdo de diagnostico deste virus) em
alabote-do-Atlantico (Hippoglossus
hippoglossus) infectados experimentalmente.
LOPEZ-JIMENA et al. (2010), a partir de
amostras de sangue obtidas de pargo-legitimo
(Pagrus pagrus) e pargo-sémola (Pagrus
auriga) obtiveram diagnéstico negativo em
todas as amostras avaliadas por RT-PCR,
porém, por nested-PCR e hibridizacdo
subsequente com dot-blot foi capaz de
detectar o virus da necrose pancretica
infecciosa em 100% das amostras de pargo-
sémola e 94,4% em pargo-legitimo.

O diagnostico de doencas bacterianas a partir
de amostras de sangue foi estudado por
diferentes autores. ALTINOK et al. (2001)
usaram sangue de 42 trutas arco-iris
infectadas naturalmente e experimentalmente
para detectar a presenca de Yersinia ruckeri
por PCR. A metodologia utilizada detectou
nove individuos positivos. A PCR realizada a
partir da amostra de sangue foi capaz de

detectar mais peixes infectados que o
isolamento em meio de cultivo. EVANS et al.
(2002) realizaram testes bacteriolégicos a
partir de amostras de cérebro, olho, rim
cranial, intestino e sangue obtidas de tainhas
(Liza klunzingeri) coletadas na baia do
Kuwait e dourada (Sparus auratus) cultivada
em tanques-rede. A frequéncia de deteccdo de
S. agalactiae observada para a amostra de
sangue foi de 71% em tainhas e 0% em
dourada, evidenciando, dessa forma, a
septicemia bacteriana em tainhas que
apresentavam doenca clinica.

A bidpsia é um método ndo-letal de coleta de
amostras que consiste na remo¢do de uma
amostra de células e/ou tecidos dos peixes,
sendo esse material utilizado para analise
microscopica e para utilizacdo em métodos
de diagnostico de doengas infecciosas
(NOGA, 2000). Alguns patégenos ndo sdo
detectados tdo facilmente no sangue quanto
sdo nos 6rgdos internos, sendo isso relatado
para patdgenos bacterianos de peixes em que
0 rim é usualmente o 6rgao utilizado para o
isolamento. O rim de peixes é um longo 6rgao
localizado ventralmente a coluna vertebral, é
composto por tecido hematopoiético,
excretorio e linfoide. Possui consisténcia
similar & medula dssea de mamiferos. Para
obtencdo de tecido renal por método ndo-letal
é necessario a realizagdo de biopsia aspirativa
com agulha fina (NOGA et al., 1988; NOGA,
2000).

A biodpsia de rim cranial foi utilizada para a
deteccdo  de  patbgenos  bacterianos
causadores de doencas em peixes. NOGA et
al. (1988) encontraram sensibilidade e
especificidade de 88% e 93%,
respectivamente, no exame bacterioldgico
para a deteccdo de Yersinia ruckeri em trutas
arco-iris a partir de amostras de biopsia de
rim cranial. WHITE et al. (1996), para
determinar o status de infeccdo por
Renibacterium salmoninarum em
reprodutores de trutas cultivados em
raceways, fizeram uso de coleta de amostra
por bidpsia de rim cranial. A metodologia foi
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capaz de detectar quatro peixes positivos para
a infeccdo em dez peixes amostrados. As
amostras obtidas por estes autores foram
adequadas para a realizacdo de diagnostico
pelas técnicas de imunoflourescéncia
indireta, imuno-histoquimica e exame
histopatoldgico. O diagnéstico de infeccéo
viral a partir de amostras obtidas por bidpsia
de rim cranial foi objetivo de estudo realizado
por KORSNES et al. (2009). Estes autores
determinaram que a bidpsia de rim cranial é
o melhor método para detectar a persisténcia
da infeccdo de betanodavirus por gRT-PCR
em alabote-do-atlantico  (Hippoglossus
hippoglossus).

Devido a grande varia¢do anatbmica entre as
diferentes espécies de peixes, uma
metodologia de bidpsia de acordo com a
espécie se torna necessario para a obtencédo de
tecido a ser utilizado em andlises
microscopicas e métodos de diagndsticos de

enfermidades em peixes, além de causar uma
injuria minima e evitar infeccdo pos-coleta
(TRESISE etal., 2013). N&o existe descri¢ao,
na literatura cientifica, de coleta de amostras
em tilapia do Nilo por bidpsia.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Delineamento Experimental

Os ensaios experimentais foram realizados
em duas etapas. A primeira etapa consistiu na
padronizagdo dos métodos de coleta de
amostras (Figura 2). Ap6s comprovada a
viabilidade e seguranca das técnicas de
coletas de amostras em tilapia do Nilo, foi
realizada a segunda etapa, mediante infeccdo
experimental, para testar a eficiéncia dos
métodos de coleta no diagnostico da infeccéo
por S. agalactiae utilizando técnicas
bacterioldgicas e moleculares (Figura 3).

Figura 2. Fluxograma de execucao do experimento de padronizagdo dos métodos ndo-letais de

coleta de amostras em Tilapia do Nilo.
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Figura 3. Fluxograma de execucdo do experimento de infecgdo experimental para a deteccdo de
Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo por bacteriologia e PCR espécie-especifica.

Etapa 2

Infeccdo Experimental

Grupos Experimentais

Grupo Desafiado

Grupo Controle

Periodo Experimental

Coleta de Amostras

Métodos de Diagndstico

3.2. Animais experimentais

Para a realizacdo do experimento, um lote
constituido de 100 juvenis de tilapia do Nilo
com peso médio de 100 gramas foram
adquiridos de pisciculturas comerciais e
mantidos sob condi¢es laboratoriais durante
20 dias para adaptagdo antes do experimento.
Os peixes foram alojados em aquarios de
vidro de 57 L, com fluxo continuo e taxa de
renovagdo de 0,5 L de agua/h. Os peixes
foram mantidos sob fotoperiodo de 12:12h
luz/escuriddo e a temperatura da agua de
28°C. Os peixes foram alimentados duas
vezes ao dia com racdo comercial com 32%
de proteina bruta, na quantidade
correspondente a 2% do peso vivo/dia. Uma
amostra de cinco peixes do lote, coletada de
forma aleatéria, foi submetida a exame
bacteriolégico e PCR espécie-especifica
(MATA et al.,, 2004) para determinar a
existéncia de infeccdo prévia por S.
agalactiae. Adicionalmente foi realizado
exame bacterioldgico e parasitolégico para
garantir a higidez do lote frente a outros
micro-organismos patogénicos para peixes

como Flavobacterium columnare,
Aeromonas hydrophila, Francisella
noatunensis subsp. orientalis,

15 dias

Biodpsia Aspirativa de Rim
Cranial e Puncéo Venosa

Bacteriologia e PCR

Ichthyophthirius multifillis, Trichodina sp. e
Epistylis sp. Antes de qualquer manipulagéo,
0s peixes foram sedados por imersdo em
solucdo de benzocaina na dose de 10 mg/mL
de &4gua. Para o exame bacterioldgico
fragmentos de cérebro e rim foram coletados
de forma asséptica, plaqueados em 4gar
sangue (triptona de soja com sangue equino a
5%), &gar Hsu-Shotts modificado (MHS) e
agar cistina coragdo suplementada com
solucdo de hemoglobina bovina (CHAH) e
incubados a 28°C por 48 horas. Para 0 exame
parasitoldégico foram realizadas a coleta de
muco de superficie e de branquia e
espalhados em lamina de vidro em camada
fina para observacdo de parasitos ao
microscopio dptico.

3.3. Padronizac¢do de métodos ndo-letais de
coleta de amostras

Para a realizacdo da primeira etapa do
experimento, foram avaliadas as coletas de
amostras de tecido renal e sangue por
métodos ndo-letais como bidpsia aspirativa e
puncdo venosa. Para determinar a
viabilidade, seguranca e sobrevivéncia dos
peixes aos métodos submetidos, adultos de
tilapia do Nilo com peso médio de 150,1 +
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32,3 gramas foram selecionados ap6s o
periodo de adaptacdo. A alimentagdo foi
suspensa 24 horas antes da realizagdo dos
ensaios experimentais.

Para a realizacdo do ensaio experimental
foram utilizados 40 peixes, sendo 30 peixes
utilizados para a coleta de amostras por
métodos ndo-letais e 10 peixes para grupo
controle. Todos os peixes foram sedados por
imersdo em solucdo de benzocaina (10
mg/mL) e manipulados quando observado
que estes apresentavam apenas movimentos
operculares.

Os peixes foram submetidos aos métodos de
coleta de amostra por bidpsia aspirativa de
rim cranial e pungdo venosa, como descrito
no item 3.3.1, exceto grupo controle.

Os peixes foram monitorados (inspe¢do dos
aquarios e fornecimento de racdo) trés vezes
ao dia por um periodo de sete dias pos-coleta
para avaliacdo da sobrevivéncia aos métodos
de coletas submetidos, apetite e/ou sinais
clinicos.

Todos os procedimentos desta etapa foram
realizados de acordo com as normas da
Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG).

3.3.1. Métodos nao-letais de coleta de
amostras

3.3.1.1. Bidpsia Aspirativa do Rim Cranial

A metodologia para bidpsia aspirativa do rim
cranial de tildpia foi adaptada do
procedimento descrito por NOGA et al.
(1988) para salmonideos. Os peixes foram
capturados, sedados com benzocaina e
contidos. A partir da cavidade opercular,
caudalmente ao Gltimo arco branquial, uma
seringa de 1 mL e agulha 22G foi introduzida
no sentido ventro-dorsal e, em seguida,
direcionada cranio-caudalmente com
angulacdo aproximada de 45°, até atingir o
parénquima do rim cranial, localizado
ventralmente & coluna vertebral (Figura 4).

Foi coletado aproximadamente 0,2 mL de
tecido renal. O contetdo de parénquima renal
de cada aspirado foi confirmado
microscopicamente por esfregaco em lamina
de vidro e corado por Panético Réapido.

Figura 4. Procedimento de coleta de amostra
de rim cranial por biopsia aspirativa em
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

3.3.1.2. Pungéo Venosa

A metodologia de coleta de sangue de tilapias
foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por ALTINOK et al. (2001) para
trutas. Com o0 peixe contido, amostras de
sangue foram coletadas por puncéo venosa da
veia caudal (Figura 5), em volume
aproximado de 0,5 mL, com seringa
descartavel de 1 mL e armazenadas em tubos
de 1,5 mL, sem anticoagulante.

Figura 5. Procedimento de coleta de sangue
por puncdo venosa da veia caudal em tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus).
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3.4. Avaliacdo da eficiéncia dos métodos
letais e ndo-letais de coleta para a deteccéo
de Streptococcus agalactiae em tilapia do
Nilo.

3.4.1. Bactéria e condicdes de cultivo

A amostra Streptococcus agalactiae SA 20-
06 foi utilizada para o ensaio de infecgdo
experimental. A amostra foi previamente
isolada de caso clinico de estreptococose em
tilapias do Nilo e identificada por métodos
fenotipicos e moleculares (MIAN et al.,
2009). Esta amostra tem sido estudada sobre
diversos aspectos de viruléncia, possui a DLsg
previamente determinada, bem como a sua
sequéncia gendmica completa (MIAN et al.,
2009; GODOQY et al., 2013; PEREIRA et al.,
2013). Esta amostra pertence ao banco de
bactérias do AQUAVET- Laboratério de
Doencas de Animais Aquaticos (EV/UFMG)
e estava armazenada a -80°C até a sua
utilizacéo.

A amostra SA 20-06 foi descongelada e
cultivada em agar sangue de ovino 5% por
48h a 28°C. Posteriormente, uma colonia foi
inoculada em caldo BHI (“Brain Heart
Infusion”), incubada a 28°C sob agitacéo (100
rpm) por 18 horas. O in6culo foi ajustado a
uma absorbancia de 0,053 a densidade dptica
de 600 nm e a contagem bacteriana foi
realizada através do método de semeadura
por espalhamento, de acordo com o descrito

por HARTMAN (2011). O in6culo
correspondeu a 1,7 x 108 UFC/mL.

3.4.2. Infecgdo experimental

Os peixes foram infectados

experimentalmente para avaliar a capacidade
de diagndstico da infecgdo por S. agalactiae
em tilapias do Nilo a partir de amostras
coletadas por métodos ndo-letais. Foram
testadas a associacdo de métodos ndo-letais
de coleta de amostras e testes
microbioldgicos e moleculares. Para isso,
tilapias do Nilo com peso médio de 170,3 +
36,77 gramas foram selecionados apds o

término da primeira etapa do experimento
(item 3.3).

Para a realizacdo deste ensaio experimental
foram utilizados 50 peixes, sendo 45 peixes
desafiados com a bactéria e 5 peixes para
grupo controle. Os peixes foram sedados por
imersdo em solucdo de benzocaina (10mg/L)
e manipulados quando observado que estes
apresentavam apenas movimentos
operculares. O desafio foi realizado por via
intraperitoneal, de acordo com o0
procedimento descrito por MIAN et al.
(2009), com 0,1 mL de indculo bacteriano em
caldo BHI, na dose final de 1,7 x 10°
UFC/peixe. No grupo controle foi
administrado 0,1 mL de BHI estéril.

Os peixes desafiados foram monitorados
(inspecdo dos aquarios e fornecimento de
racao) trés vezes ao dia por um periodo de 15
dias para avaliacdo da sobrevivéncia, apetite
e/ou visualizagdo de sinais clinicos. Foram
realizadas as coletas de rim cranial e sangue
por bidpsia aspirativa e puncdo venosa em
peixes moribundos (peixes apenas com
movimentos operculares e em decubito
lateral), a medida que estes desenvolviam
doenca clinica, e ao final do experimento nos
peixes desafiados remanescentes e no grupo
controle. Posteriormente a coleta de sangue e
aspirado renal, os peixes moribundos e/ou
remanescentes foram submetidos & eutanasia
por imersdo em solucdo de benzocaina
(250mg/L) e amostras de tecido cerebral e de
rim cranial foram coletados de cada peixe
apos a necropsia e utilizadas para avaliar a
eficiéncia dos métodos microbiolégicos e
moleculares, comparando a eficacia do
diagnéstico de estreptococose a partir de
amostras obtidas por métodos letais e nao-
letais. Todos os procedimentos desta etapa
foram realizados de acordo com as normas da
Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UFMG).

3.4.3. Diagnostico

Para o diagnostico de infecgbes por
Streptococcus agalactiae, as amostras

24



coletadas foram utilizadas no exame
bacteriolégico e PCR. O exame
bacterioldgico foi realizado imediatamente
apos a coleta, assim como, as amostras para a
realizacdo da PCR que foram submetidas
imediatamente a extracgdo do DNA
bacteriano.

3.4.3.1. Exame bacteriol6gico

Para o diagndstico bacteriologico fragmentos
de cérebro e rim foram coletados de maneira
asséptica, plagueados em 4gar sangue
(triptona de soja com sangue equino a 5%) e
incubados a 28°C por 48 horas. As amostras
coletadas por métodos ndo-letais foram
inoculadas em &gar sangue (5% sangue
ovino) e incubadas a 28°C por 48 horas. Os
isolados foram caracterizados
sorologicamente através do kit Slidex Latex
Agglutination (BioMerieux, Franca), e
confirmados por PCR espécie-especifica.

3.4.3.2. PCR espécie-especifica
3.4.3.2.1. Extracgdo de DNA

Das amostras bacterianas obtidas por cultivo
em 4gar sangue, por métodos ndo-letais e
letais, foram coletadas coldnias e diluidas em
200 pL de solucdo de lise (20mg/ml lisozima;
20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 2 mM EDTA e
1.2% Triton X-100) e incubadas overnight. O
DNA bacteriano foi extraido utilizando o kit
para extracdo de tecidos e sangue “DNeasy
Tissue and Blood” (Qiagen, EUA), de acordo
com as recomendacdes do fabricante.

O DNA bacteriano dos tecidos coletadas por
métodos ndo-letais e letais durante o
experimento foi extraido a partir da utilizagao
de dois kits: “DNeasy Tissue and Blood”
(Qiagen, EUA) e o extrator automatico de
tecidos e sangue “Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification” (Promega, EUA), ambos de
acordo com as recomendacdes do fabricante.

A quantidade de DNA extraido foi
guantificado por espectrofotometria com
Nanodrop® (Thermo  Scientific). As

amostras de DNA foram armazenadas a -
20°C até a sua utilizacao.

3.4.3.2.2. PCR

O diagnostico por PCR foi realizado de
acordo com o descrito por MATA et al.
(2004), com algumas modificagcfes. A reacdo
foi realizada com o Kit Hot Start Taq
Polymerase (Qiagen, EUA) e consistiu de 1x
PCR buffer (10x), 0,25 mM de dNTPs, 2,0
mM de MgCl,, 1,0 uM dos primers Sdi6l
(AGGAAACCTGCCATTTGCG) e Sdi252
(CAATCTATTTCTAGATCGTGG) e, 15U
Taq polimerase para um volume final de 25
puL de reagdo. Foram utilizados 100 ng de
DNA template (2 pL). A amplifica¢do foi
realizada através do processo descrito a
seguir: 1 ciclo a 94°C por 15 minutos; 25
ciclos - 94°C por 1 minuto, 55°C por 1
minuto e 72°C por 90 segundos; e a extensao
final a 72°C por 5 minutos. A PCR foi
realizada em termociclador Veriti 96-well
(Applied Biosystems, EUA). Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1,5%, revelados com brometo de
etideo e imagens obtidas com o sistema de
fotodocumentagéo L-PIX (Loccus
Biotecnologia, Brasil).

3.4.4. Analise estatistica

Sensibilidade e especificidade foram
calculados para os diferentes métodos de
diagnostico utilizando a bacteriologia de
cérebro como padrdo (LALKHEN e
McCLUSKEY, 2008). As diferencas nas
sensibilidades clinicas dos testes foram
avaliadas pelo teste de McNemar, sendo
considerado  significativo p < 0,05
(CLEOPHAS e ZWINDERMAN, 2011). A
mensuracdo da congruéncia entre 0S
diferentes testes foram avaliados pelo método
Cohen Kappa, tendo como interpretacdo do
valor obtido a seguinte relagdo: 0,00 a 0,20
indica fraca congruéncia; 0,21 a 0,40 indica
congruéncia razoavel; 0,41 a 0,60 indica
moderada congruéncia; 0,61 a 0,80 indica
boa congruéncia; e de 0,81 a 1,00 indica
excelente congruéncia (VIERA e
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GARRETT, 2005). As analises foram
realizadas usando software R (R Foundation
for Statistical Computing, Austria). As
analises estatisticas foram realizadas apenas
nos peixes desafiados com a bactéria S.
agalactiae.

4. RESULTADOS

4.1. Viabilidade, seguranca e
sobrevivéncia dos peixes submetidos aos
métodos ndo-letais de coleta de amostras

Os peixes adquiridos de piscicultura
comercial para a realizacdo do experimento
adaptaram com sucesso as condicdes
laboratoriais  submetidas. N&o houve
mortalidade de peixes durante o periodo de
adaptagdo e ndo foram isoladas bactérias
patogénicas nas tilapias, assim como,
nenhum parasito externo foi observado a
microscopia oOptica.

Os métodos ndo-letais de coleta de amostras
em tilapia do Nilo foram padronizados com
sucesso. Ndo houve mortalidade dos peixes
submetidos aos métodos néo-letais de coleta
de amostras. Foi observado que apds a
bidpsia aspirativa de rim cranial os peixes
apresentavam uma zona de pigmentacédo
escura no corpo (Figura 6) proximo ao local
de coleta da amostra, que desaparecia em
torno de 12 horas pos-coleta. Durante o
monitoramento destes peixes, observou-se
gue minutos apds a coleta de amostras 0s
mesmos se encontravam letargicos, ndo
alterando este estado com o oferecimento de
racdo. Progressivamente, num periodo entre
sete e 24 horas ap0s a coleta, todos os peixes
apresentaram apetite normal, semelhante ao
grupo controle, mantendo a normorexia até o
final do periodo de avaliacdo experimental.

Nenhum peixe mostrou sinal visivel de
infecgéo no local onde foi realizada a coleta
de amostras por bidpsia aspirativa ou puncao
venosa. Adicionalmente, todas as amostras
obtidas por bidpsia aspirativa foram
confirmadas por microscopia a presenca de
tecido renal (Figura 7).

Figura 6. Tilapia do Nilo apds ser submetida
a bidpsia aspirativa de rim cranial. Area de
hiperpigmentacdo observada no local da
coleta de amostra (seta).

Figura 7. Esfregaco de aspirado de rim
cranial corado por pandtico rapido e
visualizado a 40x. Seta branca. Eritroblasto;
Seta azul. Pro-eritrocito; Seta vermelha.
Melanomacréfago.

4.2. Eficacia dos métodos ndo-letais de
coleta de amostras para o diagnostico da
infeccdo por S. agalactiae em tilapias do
Nilo

4.2.1. Infeccdo experimental

Os peixes infectados experimentalmente com
S. agalactiae comegaram a apresentar sinal
clinico cerca de 20 horas pos-infecgdo. Nos
dois primeiros dias pos-infeccdo foram
observados sete peixes moribundos, dos 45
peixes infectados com a bactéria, dos quais
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foram realizadas as coletas de amostras por
métodos nao-letais (rim cranial e sangue) e
letais (cérebro e rim cranial). Estes peixes
apresentaram natacdo erratica seguida por
paralisia, com movimentos operculares
lentos. Quadro semelhante foi observado no
sexto dia pos-infeccdo em um peixe, que
além dos sinais clinicos supracitados também
foi possivel observar ascite e hemorragia de
nadadeira peitoral (Figura 8). Apenas dois
peixes foram encontrados mortos durante o
periodo experimental de 15 dias, ndo sendo
possivel a realizagdo da coleta de amostras de
forma ndo-letal, excluindo assim estes

animais das analises estatisticas. Os demais
peixes sobreviveram até o final da avaliacéo,
sendo observado que quatro peixes
apresentaram sinais clinicos brandos da
doenca e 31 peixes estavam aparentemente
higidos. De maneira geral, os sinais clinicos
observados foram: anorexia, letargia,
melanose, opacidade de cérnea uni e
bilateral, ascite, perda de equilibrio,
movimentos bucais acelerados, hemorragia
de nadadeiras, natacdo erratica e paralisia
(Figura 8). Nenhum sinal clinico foi
observado no grupo controle.

Figura 8. Principais sinais clinicos observados em tilapias do Nilo infectadas experimentalmente
com S. agalactiae. A. Peixe com ascite e nadadeira hemorragica; B. Peixes no fundo do aquério
e um com opacidade de cérnea (seta); C. Peixe com perda de equilibrio; D. peixe com paralisia
bucal.
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Os resultados da bacteriologia e PCR
espécie-especifica  obtidos  durante a
realizacdo do experimento estdo apresentados
na Tabela 1. Os métodos de diagnostico
foram capazes de detectar S. agalactiae em
tilipia do Nilo com sinais clinicos,
principalmente moribundos (marcados com
asterisco na Tabela 1), e sem sinais clinicos
(Tabela 1). O reisolamento e a deteccdo da
bactéria por biologia molecular em amostras
de cérebro, rim cranial (coletado por método
letal e bidpsia aspirativa) e sangue de peixes
aparentemente saudaveis proporcionou a
caracterizacdo de peixes em estado de
portador da infeccdo. Um total de 12 peixes
foram diagnosticados como portadores da
infeccdo por S. agalactiae (Tabela 1). N&o
houve deteccdo da bactéria em nenhum peixe
do grupo controle submetido aos métodos
bacteriologicos e moleculares.

4.2.2. Sensibilidade clinica dos diferentes
métodos de diagnostico

4.2.2.1. Sensibilidade e especificidade
relativas das técnicas de diagnostico

A sensibilidade e especificidade relativas
calculadas para os diferentes métodos de
diagndstico a partir de amostras obtidas por
métodos letais e ndo-letais estdo presentes na
Tabela 2. O método mais acurado para a
deteccdo de S. agalactiae foi a bacteriologia
realizada a partir de amostras letais sendo
considerado, portanto, padrdo para a
realizacdo do calculo de sensibilidade e
especificidade. O segundo método mais
sensivel foi PCR espécie-especifica também
com amostras letais (sensibilidade, 85,71%,
especificidade 95,45%). As amostras obtidas
por métodos ndo-letais apresentaram
sensibilidade mais baixa, quando comparada
as amostras letais, sendo a bacteriologia mais
acurada (sensibilidade, 57,14%,
especificidade 100%) que a PCR

(sensibilidade,  38,10%,

90,91%).

especificidade

Tabela 1. Resultados da bacteriologia e PCR
obtidos durante a realizagdo do experimento.
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Tabela 2. Caracteristica de performance da bacteriologia e PCR espécie-especifica para a deteccdo
de Streptococcus agalactiae a partir de amostras obtidas por métodos letais e ndo-letais.

Método de Diagndstico/
Meétodo de coleta de amostra

% Sensibilidade

% Especificidade

Bacteriologia/Letal
Bacteriologia/N&o-letal
PCR/Letal
PCR/N&o-Letal

100 100
57,14 100
85,71 95,45
38,10 90,91

4.2.2.2. Bacteriologia

A frequéncia de deteccdo S. agalactiae por
bacteriologia obtidos para as diferentes
amostras coletadas estdo apresentados na
Tabela 3. Todos os isolados obtidos
aglutinaram quando testados com o kit Slidex
Latex Agglutination demonstrando que o0s
isolados eram Streptococcus do grupo B de
Lancifield.  Adicionalmente, todos o0s
isolados foram confirmados como S.
agalactiae através de PCR espécie-
especifica.

A frequéncia de deteccdo nas amostras de
cérebro foi significativamente maior que as
demais obtidas (Tabela 3). N&o houve
diferenca estatisticamente significativa entre
as amostras de cérebro e rim (coletada por
método letal) (p = 0,1336), porém houve
diferenca estatistica entre cérebro e as demais
amostras coletadas por método ndo-letal (p <
0,05) para a detec¢do do patdgeno (Tabela 4).
Foi observada excelente congruéncia para a
deteccdo da doenca entre a amostra de
cérebro e rim (obtidas por método letal) por
bacteriologia. A congruéncia foi moderada
entre a amostra de cérebro com as amostras
obtidas por métodos ndo-letais (aspirado
renal e sangue) (Tabela 4).

Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras de rim cranial
obtido tanto por método letal quanto coletada
de forma ndo-letal (p = 0,0736) porém houve
diferenca estatistica entre rim cranial (coleta
letal) e sangue (p = 0,0412) para a deteccdo
da bactéria por bacteriologia (Tabela 5). A
congruéncia entre as amostras de tecido renal
obtida por método letal com ambas amostras

obtidas por métodos ndo-letais (aspirado
renal e sangue) para a deteccdo de S.
agalactiae foi boa (Tabela 5).

Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre aspirado renal e sangue (p
= 1) para deteccéo por bacteriologia (Tabela
6). O aspirado renal e sangue apresentaram
excelente congruéncia entre si para a
deteccdo de S. agalactiae (Tabela 6).

O diagndstico de S. agalactiae por
bacteriologia em peixes moribundos e com
sinais clinicos brandos apds infeccdo
experimental estdo presentes na Tabela 1. Os
isolados obtidos a partir das amostras de
cérebro, rim (coleta letal), aspirado renal e
sangue de peixes moribundos e com sinais
clinicos brandos demonstraram 11 (91,6%),
10 (83,3%), 10 (83,3%) e 9 (75%) peixes
positivos no diagnostico por bacteriologia.
Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras para a
deteccdo do patdgeno por bacteriologia em
peixes com doenca clinica (p > 0,05).

O diagndstico de S. agalactiae por
bacteriologia em peixes portadores da
infeccdo apo6s desafio experimental estdo
presentes na Tabela 1. Os isolados obtidos de
cérebro e rim (coleta letal) em peixes sem
sinais clinicos demonstraram que 10 (32,2%)
e 7 (22,6%) eram positivos para a infeccdo
por S. agalactiae. Ja os isolados obtidos de
aspirado renal e sangue, nestes peixes,
demonstraram que 2 (6,4%) e 2 (6,4%) peixes
eram positivos para o0 patdgeno quando
detectados por bacteriologia
respectivamente. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre as
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amostras obtidas de forma letal e as coletadas de S. agalactiae por bacteriologia em peixes
de forma ndo-letal (p < 0,05) para a detecgédo portadores da infeccdo.

Tabela 3. Isolamento e deteccdo de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo infectadas
experimentalmente a partir de diferentes tecidos coletados e diagnosticado por bacteriologia e
PCR.

N° de amostras detectadas Frequéncia Absoluta de
positivas/testadas Positivos (%)

Bacteriologia

Cérebro 21/43 48,8

Rim Cranial 17/43 39,5

Aspirado Renal 12/43 21,9

Sangue 11/43 25,5
PCR

Cérebro 17/43 39,5

Rim Cranial 10/43 23,2

Aspirado Renal 8/43 18,6

Sangue 9/43 20,9

Tabela 4. Comparacéo de tecido cerebral com as amostras de rim (obtidas por método letal e ndo-
letal) e sangue em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas
por bacteriologia.

Cérebro McNemar y> Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)
Positivo 17 0 17 4
Rim Negativo 4 22 26 (0,1336) 0,81 Excelente
Total 21 22 43
Aspirado  Positivo 12 0 12 9
Renal Negativo 9 22 31 (0.0076) 0,58 Moderada
Total 21 22 43
Positivo 11 0 11 10
Sangue Negativo 10 22 32 (0,0044) 0,53 Moderada
Total 21 22 43

Tabela 5. Comparacdo do tecido renal, obtido por método letal, com amostras obtidas por métodos
ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por
bacteriologia.

Rim (letal) McNemar x> Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)
Aspirado Positivo 12 0 12 5
Renal Negativo 5 26 31 (0,0736) 0,74 Boa
Total 17 26 43
Positivo 11 0 11 6
Sangue Negativo 6 26 32 (0,0412) 0,69 Boa
Total 17 26 43
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Tabela 6. Comparacdo das amostras obtidas por métodos ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas
experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por bacteriologia.

Aspirado Renal McNemar y> Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)
Positivo 11 0 11 1
Sangue  Negativo 1 31 32 (1,0000) 0,94 Excelente
Total 12 31 43
4.2.2.3. PCR amostras coletadas por métodos ndo-letais (p

A extracdo de DNA dos tecidos coletados de
forma letal e ndo-letal foram realizados de
acordo com os protocolos estipulados pelos
fabricantes dos kits “DNeasy Tissue and
Blood” (Qiagen, EUA) e “Maxwell® 16
Tissue DNA Purification” (Promega, EUA).
Porém a detecgdo de S. agalactiae por PCR
espécie-especifica foi superior a partir do
DNA extraido no extrator automaético.
Portanto, os resultados demonstrados neste
presente estudo correspondem a deteccdo do
patdégeno nos tecidos obtidos do experimento
e extraidos com “Maxwell® 16 Tissue DNA
Purification”.

Os resultados da frequéncia de deteccdo de S.
agalactiae por PCR espécie-especifica
obtidos durante a realizagdo do experimento
sdo apresentados na Tabela 3. Ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre
cérebro e rim (coleta letal) para a detec¢do do
patégeno por PCR (p = 0,0704). Houve
diferenca estatistica entre cérebro e as
amostras coletadas de forma néo letal (p <
0,05). A congruéncia entre as amostras de
cérebro e rim (coleta letal) e entre cérebro e
aspirado renal foi moderada. J& a congruéncia
entre cérebro e sangue foi razodvel (Tabela
7). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras de tecido renal
obtidas por método letal e ndo-letal (p =0,61)
e, entre tecido renal (coleta letal) e sangue (p
= 1), para a detecgdo de S. agalactiae por
PCR espécie-especifica. Ambos testes
apresentaram boa congruéncia entre si
(Tabela 8). N&o houve diferenca
estatisticamente  significativa entre  as

= 0,56) para deteccdo por PCR espécie-
especifica. As amostras de aspirado renal e
sangue apresentaram boa congruéncia entre
si (Tabela 9).

O diagnostico de S. agalactiae por PCR em
peixes moribundos e com sinais clinicos
brandos ap6s infeccdo experimental estdo
presentes na Tabela 1. A PCR foi capaz de
detectar 10 (83,3%) e 8 (66,6%) peixes
positivos a partir de amostras de cérebro e rim
(coleta letal), respectivamente, de peixes
moribundos e com sinais clinicos brandos. A
partir de amostras de aspirado renal e sangue
de peixes com doenca clinica, a PCR detectou
7 (58,3%) peixes positivos em cada amostra.
Ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre as amostras para a
deteccdo do patdgeno por PCR espécie-
especifica em peixes com doenca clinica (p >
0,05).

O diagnostico de S. agalactiae por PCR em
peixes portadores da infeccdo apds desafio
experimental estdo presentes na Tabela 1. A
PCR foi capaz de detectar 7 (22,6%) e 2
(6,4%) peixes positivos a partir de amostras
de cérebro e rim (coleta letal),
respectivamente, de peixes sem sinais
clinicos. A partir de amostras de aspirado
renal e sangue de peixes sem sinais clinicos,
a PCR detectou 1 (3,2%) e 2 (6,4%) peixes
positivos respectivamente. Houve diferenca
estatisticamente significativa entre cérebro e
as demais amostras (rim, aspirado renal e
sangue) para a detec¢ao do patégeno por PCR
em peixes aparentemente higidos porém
portadores da infeccdo (p < 0,05).
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Tabela 7. Comparac&o de tecido cerebral com as amostras de rim (obtidas por método letal e ndo-
letal) e sangue em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas

por PCR espécie-especifica.

Cérebro McNemar x> Kappa Congruéncia
Positivo ~ Negativo  Total  (valor de p)
Positivo 8 2 10 4,45
Rim Negativo 9 24 33 (0,0704) 0,42 Moderada
Total 17 26 43
Aspirado  Positivo 7 1 8 7,36
Renal Negativo 10 25 35 (0,0153) 0,41 Moderada
Total 17 26 43
Positivo 7 2 9 5,33
Sangue  Negativo 10 24 34 (0.0433) 0,36 Razoavel
Total 17 26 43

Tabela 8. Comparacdo do tecido renal, obtido por método letal, com amostras obtidas por métodos
ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por

PCR espécie-especifica.

Rim (letal) McNemar 3> Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)

Aspirado  Positivo 7 1 8 1

Renal Negativo 3 32 35 (0,6171) 0,72 Boa
Total 10 33 43
Positivo 7 2 9 0,20

Sangue Negativo 3 31 34 (1,0000) 0,66 Boa
Total 10 33 43

Tabela 9. Comparacdo das amostras obtidas por métodos ndo-letais em tilapias do Nilo infectadas
experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por PCR espécie-especifica.

Aspirado Renal McNemar x> Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)
Positivo 7 2 9 0,33
Sangue  Negativo 1 33 34 (0,5637) 0,78 Boa
Total 8 35 43

4.2.2.4. Bacteriologia X PCR

A frequéncia de diagndstico positivo a partir
de amostras colhidas por métodos letais e
ndo-letais e avaliadas por PCR espécie-
especifica, foi significamente menor quando
comparada a bacteriologia (Tabela 3). Nao
houve diferenca estatisticamente
significativa entre os métodos de diagnéstico
para a deteccdo de S. agalactiae a partir de

amostras de cérebro (p = 0,1336), porém
houve diferenca estatistica entre
bacteriologia de cérebro e PCR das outras
amostras obtidas no experimento (rim,
aspirado renal e sangue) para o diagndstico de
S. agalactiae (p < 0,005). Foi observado uma
excelente congruéncia entre bacteriologia e
PCR a partir de amostras de cérebro, porém
as demais  amostras  apresentaram
congruéncia razoavel (Tabela 10).
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Tabela 10. Comparacao da bacteriologia de cérebro com as amostras obtidas por método letal e
nao-letal em tilapia do Nilo infectadas experimentalmente com S. agalactiae e detectadas por

PCR espécie-especifica.

Bacteriologia de Cérebro McNemar > Kappa Congruéncia
Positivo Negativo  Total (valor de p)
PCR Positivo 17 0 17 4
Cérebro  Negativo 4 22 26 (0,1336) 0,81 Excelente
Total 21 22 43
PCR Positivo 9 1 10 9,31
Rim Negativo 12 21 33 (0,0055) 0,38 Razoavel
Total 21 22 43
PCR Positivo 8 0 8 13
Aspirado  Negativo 13 22 35 (0,0008) 0,38 Razoavel
Renal Total 21 22 43
PCR Positivo 7 2 9 9
Sangue Negativo 14 20 34 (0,0059) 0.25 Razoavel
Total 21 22 43
5. DISCUSSAO ser observadas durante a realizacdo da

A bidpsia aspirativa de rim cranial e a puncéo
venosa demonstraram ser métodos aplicaveis
a coleta ndo-letal de amostras em tilapias do
Nilo, destinadas ao diagndstico
microbioldgico. Nao houve mortalidade nos
peixes submetidos a tais procedimentos, nem
infeccdo local apds a coleta das amostras, 0
que demonstra que essas técnicas podem ser
usadas para obtengéo de tecido renal e sangue
de tilapias de forma segura, permitindo a
sobrevivéncia dos  peixes ap6s 0
procedimento.

NOGA et al. (1988), ao avaliarem a
seguranca da coleta de rim cranial por bidpsia
em trutas, observaram mortalidade em quatro
de 150 peixes (2,6%), 24 horas ap6s serem
submetidos ao procedimento. WHITE et al.
(1996) realizaram a coleta de rim cranial em
dez reprodutores de truta arco-iris e neste
procedimento, um peixe morreu
imediatamente apds a coleta e 0 outro morreu
apos 7 dias (20% de mortalidade). Portanto, o
presente estudo apresentou resultado de
mortalidade semelhante ao obtido por NOGA
et al. (1988) e foi superior ao obtido por
WHITE et al. (1996). Mortalidades podem

bidpsia aspirativa de rim cranial decorrente
de contencdo inadequada, impericia e tempo
de exposicdo ao ar. Um peixe contido
inadequadamente se debate durante o
procedimento, o que gera lesGes por traumas
e perfuragdes pela agulha. A impericia, ou a
falta de capacidade especifica para a
realizagdo da coleta da amostra, pode resultar
em lesGes da coluna espinhal e/ou nervos
adjacentes ap6s a introdugdo da agulha na
tentativa de atingir o parénquima renal. LUZ
et al. (2012) testaram diferentes tempos de
exposicdo ao ar em larvas e alevinos de
tilapias do Nilo e observaram que houve uma
diminui¢do progressiva de sobrevivéncia do
peixe com 0 aumento do tempo de exposi¢édo
submetido. Portanto, ao manipular peixes
com objetivo de realizar coleta de amostras,
deve-se executar o procedimento em menor
tempo de exposi¢do ao ar possivel. Dessa
forma, é estritamente necessario que haja um
treinamento prévio para a execucdo do
procedimento de bidpsia visando uma coleta
rapida e segura para 0s peixes.

Neste estudo foi observado zona de

hiperpigmentagdo no corpo do peixe,
proximo a regido submetida a biopsia. Este
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sinal clinico também foi observado por
NOGA et al. (1988) e citado por eles como
indicativo de lesdo neuroldgica em trutas.
Entretanto, neste estudo, essa zona de
hiperpigmentacdo desapareceu em torno de
12 horas apds a coleta da amostra renal e 0s
peixes, neste intervalo de tempo, ja
comecaram a apresentar sinais de apetite. A
hiperpigmentacdo transiente € comum na
tilapia do Nilo e esté relacionada a resposta
adrenérgica ao estresse agudo, resposta
imune e inflamatéria de injuria local e para
diferenciacdo  de  hierarquia  social
(FERNANDES e VOLPATO, 1993; AGIUS
e ROBERTS, 2003; GULZAR et al., 2013).
Essa mudanga da colorac¢do do tegumento da
tilipia € basicamente derivada da
mobilizacdo intracelular de granulos de
pigmento presentes em cromatdforos, que sao
células especializadas em sintetizar e
armazenar  pigmentos, e que estdo
distribuidos por toda epiderme e derme desta
espécie de peixe. A concentracdo e dispersdo
do pigmento geralmente é mediado por
neurotransmissores e  hormdnios  que
modulam a coloragdo corporal como por
exemplo, hormonio concentrador de
melanina, horménio estimulador de alfa-
melandcito, melatonina e catecolaminas
(OLIVEIRA et al., 1996). A injaria local
provocada pelo procedimento de coleta de
amostra ativa dois eixos neuroenddcrinos:
HSC (hipotdlamo - sistema nervoso
simpético — célula cromafim) que estimula a
liberacdo de catecolaminas pelas células
cromafins, presentes no rim cranial de tilapias
e HHI (hipotalamo — hipéfise — célula inter-
renal) que estimula a producéo e liberacdo de
cortisol pelas células inter-renais, também
presentes no rim cranial de tilapias (OBA et
al., 2009). Cortisol e catecolaminas séo
liberados na corrente sanguinea e iniciam
uma série de efeitos secundarios nos peixes,
através da ativacao adrenérgica,
principalmente sobre a circulagdo sanguinea,
respiracdo, osmorregulacdo e metabolismo
(CASTRO e FERNANDES, 2009), como
também media a agregacdo e dispersdo de
melan6foros no tegumento das tilapias

(GULZAR et al., 2013). Portanto, sugere-se
que a hiperpigmentacdo observada no
presente estudo apos a realizacdo de bidpsia
aspirativa de rim cranial seja decorrente da
resposta adrenérgica ao estresse agudo
causado pela captura, hipdxia (decorrente do
tempo de exposic¢do ao ar) e a injdria local
provocada pelo método de coleta de amostra
nos peixes.

A letargia observada nos peixes apdés a
realizacdo da coleta de amostra pode ser
decorrente do estresse agudo provocado pela
manipulacdo do peixe, que rompeu a
homeostase dos animais com o ambiente em
gue estavam, pela inexisténcia do efeito
redutor de estresse com a utilizacdo do
anestésico a base de benzocaina, tempo de
exposicdo ao ar para a coleta de aspirado
renal e sangue, como também pelo tempo de
retorno da sedacdo a qual os peixes foram
submetidos. Sabe-se que o estresse agudo
causado pela manipulacdo dos peixes resulta
num rapido aumento dos niveis de lactato
plasmatico e muscular, diminui o pH
sanguineo e a concentracdo de oxigénio no
sangue, eleva a glicemia e a concentracao de
amdnia plasmatica (OBA et al., 2009;
INOUE et al., 2011). N&o foram feitas
determinacdes sanguineas de hematdcrito e
hemoglobina, assim como, mensuragdo da
glicose, amonia e lactato para verificacdo do
estresse nos peixes submetidos a sedacéo e ao
procedimento de coletas de amostras
padronizadas neste estudo. O tempo de
exposicdo & benzocaina foi inferior aos dez
minutos sendo bem tolerada pelas tilapias,
que ndo apresentaram dificuldade respiratoria
decorrente desta exposigdo. Apos a reducao
da concentragdo de benzocaina no organismo
do peixe e o restabelecimento da homeostase
foi observado o desaparecimento da zona de
hiperpigmentacdo do local de coleta de
amostras, assim como 0s peixes voltaram a

alimentar adequadamente e com
comportamento  semelhante ao  grupo
controle.
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As amostras obtidas por bidpsia aspirativa em
tilapia do Nilo foram confirmadas ser de
origem renal a partir da avaliacdo
microscépica de cada esfregaco, onde foi
possivel  visualizar a presenca de
melanomacréfagos e eritrocitos imaturos,
gue sdo normalmente encontradas no tecido
hematopoiético de peixes. Os
melanomacréfagos também foram
visualizados nos estudos realizados por
NOGA et al. (1988) e WHITE et al. (1996).

A puncdo venosa € uma metodologia
comumente utilizada para obtengdo de
sangue de tildpias para avaliacdo de
pardmetros hematoldgicos e bioquimicos,
eficacia vacinal e atividade bactericida as
diferentes enfermidades (PASNIK et al.,
2005; SOTO et al.,, 2010; SILVA et al.,
2012). Este procedimento geralmente ndo
causa mortalidade nos peixes, sendo uma
metodologia de facil e rapida execucdo. A
coleta de  sangue  foi realizada
adequadamente, ndo sendo observado
infeccBes  secundarias  decorrente  da
metodologia de coleta. Como a coleta de
sangue por puncdo venosa foi realizada
simultaneamente a bidpsia aspirativa de rim
cranial, ndo houve distingdo das alteragdes
comportamentais decorrentes de cada método
ndo-letal realizado.

Para avaliacdo da eficacia dos métodos néo-
letais de coleta de amostras para o
diagnostico da infeccdo por S. agalactiae em
tilapias do Nilo, um ensaio de infecgdo
experimental foi conduzido com este
patégeno. A amostra utilizada neste ensaio
experimental foi a Streptococcus agalactiae
SA 20-06, que em estudos prévios do préprio
AQUAVET (MIAN et al., 2009) mostrou ser
uma amostra extremamente virulenta para as
tilapias do Nilo, na qual baixa dose infectante
(6,14 x 10* UFC) foi capaz de induzir
mortalidade de aproximadamente 100% dos
peixes infectados. Porém, em outros estudos
desenvolvidos pela equipe do AQUAVET,
com dados recentes e ainda ndo publicados,
observou-se reducdo da viruléncia desta

amostra bacteriana e, consequentemente, a
reducdo da mortalidade observada. Acredita-
se que essa redugdo da viruléncia seja
decorrente do efeito de passagens seriadas em
meio de cultivo. Fato semelhante ocorre na
evolucdo do patdgeno ao campo onde, apos a
introducdo de S. agalactiae em uma
propriedade comercial, a bactéria é capaz de
provocar mortalidade elevada, porém, nos
surtos subsequentes ocorre uma reducdo da
taxa de mortalidade devido a resisténcia
adquirida dos peixes ao patégeno e pela
utilizacdo de antibioticoterapia  pelos
produtores, assim que visualizam animais
com sinais clinicos (FIGUEIREDO et al,
2007a). Sabe-se que a administracdo de
antibidtico a base de oxitetraciclina é capaz
de induzir estado de portador da infec¢do em
tilapias, acarretando na persisténcia de S.
agalactiae na fazenda produtiva (FARIA et
al., 2014). A redugdo da viruléncia da
amostra SA 20-06 foi importante para a
escolha desta amostra na realizacdo dos
ensaios experimentais, jA que as outras
amostras de S. agalactiae com DL50
previamente estabelecidos (MIAN et al.,
2009) apresentam alta viruléncia em
experimentos in vivo. Com a utilizagdo da
amostra SA 20-06 era desejavel a observacdo
de peixes aparentemente saudaveis, peixes
doentes com anorexia e peixes com sinais
clinicos da doenga, apds a infeccdo
experimental, o que poderia ndo acontecer
caso fosse utilizada uma outra amostra dessa
espécie bacteriana.

Os peixes infectados experimentalmente com
S. agalactiae apresentaram sinais clinicos
semelhantes aos relatados nos diferentes
surtos da doenca no mundo em tilapias, como
natacdo erratica, ascite, hemorragia de
nadadeira, paralisia bucal e opacidade de
cornea, dentre o0s outros citados nos
resultados (AMAL et al, 2013;
HERNANDEZ et al., 2009; MIAN et al.,
2009; PASNIK et al., 2008; YE et al., 2011).
A doenca se manifestou de forma aguda em
alguns peixes, sendo necessario a realizacdo
dos métodos ndo-letais de coleta de amostras
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antes que esses viessem ao Obito.
Adicionalmente, apds a coleta das amostras,
estes peixes foram submetidos a eutanasia
para obtencdo de tecido cerebral e renal. A
coleta de sangue e tecido renal por métodos
ndo-letais em peixes moribundos foi
justificada para que se tentasse provar o
guadro de septicemia aguda e deteccéo do
patdgeno, nestas amostras, na fase inicial da
doenga.

No presente estudo, a bacteriologia e PCR
espécie-especifica para o diagnostico da
infeccdo por S. agalactiae em tilapia do Nilo,
a partir de amostras colhidas por métodos
letais e ndo-letais, foram realizados. A
frequéncia de amostras positivas para 0
diagnéstico de S. agalactiae a partir de
amostra cerebral foi significativamente
superior para a detec¢do da bactéria quando
comparada com as demais amostras obtidas
no experimento, independentemente do
método de diagndstico utilizado. Dentre os
sitios coletados, os resultados obtidos neste
estudo sugerem a utiliza¢do do cérebro como
Orgdo de eleicdo para a realizacdo do
diagndstico de estreptococose em peixes por
bacteriologia e/ou PCR, ja que ndo houve
diferenca estatistica de deteccdo do patégeno
entre os métodos de diagndstico.

Estudos prévios foram capazes de detectar S.
agalactiae por bacteriologia a partir de
amostras de cérebro, rim e sangue de peixes
naturalmente infectados (EVANS et al.,
2002; HERNANDEZ et al., 2009), porém
ndo compararam a eficiéncia de deteccdo do
patdgeno entre as amostras coletadas de
forma letal e ndo-letal. O presente estudo é o
primeiro a realizar essa comparacgdo para a
deteccdo de S. agalactiae em peixes.

Técnicas de diagndstico para a detecgdo de S.
agalactiae em peixe sdo usualmente baseadas
em isolamento bacteriano em meio de
cultivo.  Neste  ensaio  experimental
observamos uma sensibilidade clinica de
48,8% para a avaliagdo do método letal
associado a bacteriologia. Dentre os métodos

de diagnostico avaliados com amostras
oriundas de técnicas letais e ndo-letais, a
bacteriologia foi a mais sensivel.
Provavelmente, a alta sensibilidade ¢
decorrente do isolamento da bactéria a partir
de amostra cerebral, que parece ser érgdo de
predilecdo deste agente infeccioso. Porém, o
isolamento bacteriano em meio de cultivo é
um procedimento que requer tempo para
obtengdo de diagnostico definitivo, o que
possibilita um aumento do numero de
individuos infectados dentro de uma
propriedade. Técnicas de biologia molecular
para o diagnodstico desse patdgeno foram
desenvolvidas, como PCR espécie-especifica
e nested-PCR, que permitem maior
sensibilidade no diagnostico da infecgdo em
menor tempo de execugdo (MATA et al.,
2004; JIMENEZ et al., 2011). A partir dessa
afirmagdo, foi avaliada a sensibilidade de
deteccdo de S. agalactiae a partir de PCR
espécie-especifica e observamos que este
método de diagndstico quando associado ao
método letal de coleta de amostras foi menos
sensivel que a bacteriologia (44,18%). A
reducdo da sensibilidade desta técnica de
diagnostico em relacdo a bacteriologia pode
ser decorrente da baixa carga bacteriana
presente no tecido amostrado, reduzindo,
dessa forma, a deteccdo do patdgeno pela
técnica molecular. Dentre as amostras obtidas
por métodos ndo-letais, a deteccdo de S.
agalactiae por bacteriologia apresentou
sensibilidade clinica superior (27,90%) a
PCR (23,25%). N&o ha estudos comparando
a eficiéncia da técnica de PCR S. agalactiae
espécie-especifica e bacteriologia para
amostras obtidas por bidpsia aspirativa de rim
cranial e puncdo venosa em peixes, porém a
baixa deteccdo por PCR, observada no
presente estudo, pode ser decorrente da baixa
carga bacteriana nos peixes infectados, da
sensibilidade  analitica,  presenca  de
inibidores de PCR e problemas de extracdo de
acidos nucléicos dos tecidos amostrados.

A partir dos resultados obtidos para a
deteccdo e isolamento de S. agalactiae nas
amostras coletadas de forma letal e ndo-letal
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em tildpias do  Nilo infectadas
experimentalmente, foi possivel observar a
equivaléncia do diagnéstico da infeccdo em
peixes com doenga clinica e a superioridade
da bacteriologia em relacdo & PCR para o
diagndstico da doenca em peixes portadores
da infecgdo. Isso pode ter ocorrido devido ao
quadro de infeccdo aguda, onde as bactérias
atingem rapidamente a corrente sanguinea e
se disseminam por todos os 6rgdos internos,
sendo possivel, dessa forma, detectar a
infeccdo por S. agalactiae em amostras de
sangue, cérebro e tecido renal de peixes
moribundos. Porém, com a cronicidade da
infecgdo, ha uma reducdo da carga bacteriana
presente na circula¢do sanguinea e nos 6rgaos
internos, 0 que reduziu o diagndstico da
infeccdo nos peixes que permaneceram vivos
até o final do periodo experimental.

MATA et al. (2004) determinaram a
sensibilidade analitica de 250 células ou
genoma equivalente para deteccdo de S.
agalactiae por PCR espécie-especifica. Este
valor demonstra o tdo sensivel a metodologia
de PCR ¢ para o diagnostico da doenga. Ao
realizar a reacdo de PCR para a deteccdo de
S. agalactiae nos isolados obtidos dos peixes
desafiados experimentalmente, observou-se
que 100% dos isolados eram S. agalactiae.
Porém, quando realizado a reacdo de PCR a
partir de amostras clinicas, neste caso, as
amostras coletadas de forma letal e ndo-letal,
ndo houve uma equivaléncia nos resultados
obtidos por bacteriologia e PCR. Apesar de
MATA et al. (2004) terem determinado a
sensibilidade analitica in vitro da técnica de
PCR para a deteccdo de S. agalactiae, estes
autores ndo determinaram a sensibilidade
analitica da técnica em amostras clinicas,
nem compararam a sensibilidade clinica da
PCR a bacteriologia, o que reforca a
importancia deste presente estudo.

A presenca de inibidores de PCR, geralmente
provenientes do préoprio material coletado,
proporciona erros na interpretacdo de
resultados e obtencdo de animais falso-
negativos, principalmente em amostras

sanguineas (VILJOEN et al., 2005; ZOYSA
et al., 2012). Estes inibidores podem se ligar
diretamente ao DNA, podem afetar a acéo da
Tag-DNApolimerase  ou  reduzir a
disponibilidade de fons Mg?*. A presenca do
grupo heme, hemoglobina, lactoferrina e
imunoglobulinas presentes nas amostras de
sangue e aspirado renal poderiam atuar como
inibidores de PCR e proporcionar resultados
negativos para peixes positivos por
bacteriologia, porém, os kits de extracdo de
DNA utilizados, neste estudo, s&o
considerados aplicaveis de utilizacdo em
amostras  sanguineas, minimizando a
presenca de inibidores de PCR (KHOKHAR
etal., 2012; DHALIWAL, 2013).

DHALIWAL (2013) ressalta que a escolha
correta do kit de extracdo pode ser crucial
para a otimizacdo e para a execucdo de um
experimento. A sensibilidade de deteccéo por
PCR mostrou-se diferente para cada um dos
tipos de kits de extragdo de DNA utilizados
neste estudo. A deteccdo de S. agalactiae a
partir de amostras de sangue e aspirado renal
foi nula quando utilizado o kit “DNeasy
Tissue and Blood” para a extragdo manual de
acidos nucléicos, enquanto que, ao utilizar o
extrator automatico com o kit “Maxwell ® 16
Tissue DNA Purification” foi possivel uma
frequéncia absoluta de 18,6% de peixes
positivos para a infeccdo a partir de aspirado
renal e 20,9% a partir de sangue. Estudos
prévios compararam a extracdo manual e
automatica de &cidos nucléicos a partir de
sangue total e tecidos fixados em parafina
(KHOKHAR et al., 2012), como também,
para a detecgdo e quantificacdo de Leptospira
em sangue de ser humano (BOURHY et al.,
2011). KHOKHAR et al. (2012)
demonstraram que 0 extrator automatico
apresentou concentracao e qualidade de DNA
superior as amostras extraidas com silica.
Enquanto que BOURHY et al. (2011)
demonstraram uma performance similar entre
0s metodos manual e automatico para
extracdo de DNA a partir de sangue total,
permitindo a detec;do de Leptospira
interrogans em todas as amostras avaliadas.
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N&o ha na literatura cientifica estudos que
comparem a deteccdo de S. agalactiae a partir
de extracdo de DNA manual e automatica de
tecidos. No presente estudo a média de
concentracdo (ng/pL), pureza e qualidade
(Az60/Az2s0) do DNA total a partir da extracdo
automatica (220,08; 1,82) foi maior quando
comparada a extragdo manual (84,66; 2,06),
corroborando com os resultados obtidos por
KHOKHAR et al. (2012). Porém, ao realizar
a deteccdo de S. agalactiae por PCR espécie-
especifica, foi observado equivaléncia de
resultados apenas entre as amostras de
cérebro e rim, coletadas de forma letal, de
peixes moribundos quando avaliada a forma
de extracdo as quais estas amostras foram
submetidas. Apesar da alta concentragdo do
DNA total extraido das amostras coletadas
neste estudo, acredita-se que devido a
presenca da parede celular espessa de
peptideoglicano, presente na bactéria S.
agalactiae, possa ndo ter sido rompida pela
utilizacdo dos kits de extracdo e permitido a
adequada extracdo do DNA bacteriano.
Portanto, estudos futuros visando a
otimizacdo da extracdo de DNA bacteriano
em amostras de sangue e aspirado renal se
tornam necessarios para a validagcdo do
protocolo de diagnéstico da infecgdo por S.
agalactiae a partir de amostras coletadas de
forma ndo-letal.

Estudos prévios compararam a eficiéncia de
deteccdo de Streptococcus agalactiae por
diferentes  métodos de  diagndstico.
HERNANDEZ et al. (2009) compararam a
eficiéncia da microbiologia, histopatologia e
imunoperoxidase indireta para o diagndstico
de S. agalactiae em tildpia vermelha
(Oreochromis sp.) naturalmente infectadas e
verificaram uma sensibilidade clinica de
30,8% para 0 exame bacteriolégico e 100%
para as outras metodologias de diagndstico.
LEAL (2011) comparou a deteccdo de S.
agalactiae por bacteriologia, PCR espécie-
especifica e PCR em tempo real em tilapia do
Nilo infectadas experimentalmente e obteve
sensibilidade clinica de 50% para a
bacteriologia, 63,3% para PCR espécie-

especifica e 93,3% para a PCR em tempo
real. A sensibilidade clinica do presente
estudo foi superior ao observado por
HERNANDEZ et al. (2009) e semelhante
aquele obtido por LEAL (2011) para o
diagndstico de S. agalactiae por bacteriologia
(48,8% de peixes diagnosticados positivos
por esta metodologia). Porém, a sensibilidade
clinica da deteccdo do patégeno por PCR
espécie-especifica foi inferior ao observado
por LEAL (2011) (51,1% de peixes
positivos).

JIMENEZ et al. (2011) avaliaram a detec¢éo
da bactéria S. agalactiae por nested-PCR em
peixes doentes e em tecidos congelados e
fixados em parafina, concluindo que esta é a
melhor metodologia para a deteccdo do
patégeno. LEAL (2011) desenvolveu uma
PCR em tempo real que mostrou
sensibilidade clinica similar ao nested-PCR
desenvolvido por JIMENEZ et al. (2011) e
superior @ PCR  espécie-especifica
desenvolvida por MATA et al. (2004).
Nested-PCR e PCR em tempo real sdo
métodos de diagndstico promissores e que
deverdo ser avaliados em estudos futuros para
a deteccdo de S. agalactiae associados as
amostras coletadas de forma ndo-letal
padronizadas neste estudo.

Os métodos de diagnostico foram eficazes na
deteccdo de peixes com doenca clinica, ndo
havendo diferenca estatisticamente
significativa entre as formas de obtengédo de
amostras, e apresentando boa concordancia
entre as amostras obtidas de forma letal e
ndo-letal, independentemente do método de
diagnéstico utilizado. Este resultado sugere
gue os métodos ndo-letais de coleta de
amostras podem ser utilizados para a
deteccdo de S. agalactiae. Porém a utilizagao
de peixes doentes em programas de
monitoramento sanitario, com coleta de
amostras por métodos ndo-letais, €
dependente do estagio de progressdo da
doenga. Peixes com quadro de doenga
neuroldgica ndo revertem este estado, sendo
necessario a sua eliminacdo nos plantéis
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assim que visualizados. Porém, peixes em
fase inicial de infecgdo podem ser submetidos
a coleta de amostras por métodos nao-letais
para a realizacdo do diagnéstico da
enfermidade e ser instituido tratamento com
antibidtico ap6s confirmacdo do agente
bacteriano  envolvido. Essa  medida
terapéutica pode evitar a contaminacdo de
outros peixes, assim como, tentar reverter o
quadro de doenga clinica em peixes em fase
inicial da doenca.

O entendimento sobre a capacidade de um
patdgeno em induzir estado de portador em
um hospedeiro € essencial para delineamento
das formas de controle e prevencdo de uma
doenca. Em condicBes naturais, EVANS et
al. (2002) obtiveram peixes portadores da
infeccdo por S. agalactiae através da
deteccdo de bacteriologia positiva em peixes
sem sinais clinicos. Em  condicGes
experimentais, FARIA et al. (2014)
induziram o estado de portador da infeccéo
em tilapias, através da utilizagdo de
oxitetraciclina, como tratamento profilatico e
terapéutico da infeccdo por S. agalactiae. O
presente estudo foi capaz de identificar 12
peixes portadores da infeccdo quando
testados por bacteriologia e/ou PCR. A
deteccdo de portadores da infeccdo por S.
agalactiae foi significativamente menor
guando comparada aos peixes com quadro de
doenca clinica, independentemente da forma
de coleta de amostra e método de diagndstico
utilizado. Em peixes portadores, as amostras
obtidas por métodos ndo-letais foram capazes
de detectar S. agalactiae, porém com
sensibilidade clinica muito menor ao
comparar com a bacteriologia de cérebro. Os
resultados obtidos neste presente estudo
corroboram a hip6tese de que estado de
portador ocorre em tilapia e que isso pode ter
impacto nas fazendas, decorrente da
manutencdo da bactéria no sistema de
producédo. Adicionalmente, cabe ressaltar que
ha uma diversidade genética consideravel
entre as amostras de S. agalactiae que
causam doencas em peixes e que diferentes
linhagens podem ter também diferentes

habilidades de induzir estado de portador
(GODOY etal., 2013; ROSINSKI-CHUPIN,
2013). Estudos futuros com o objetivo de
avaliar a capacidade de indugdo do estado de
portador da infeccdo por S. agalactiae, a
partir de amostras geneticamente distintas da
SA 20-06, poderdo ser realizadas.

Previamente a esse estudo, somente um
método de coleta ndo-letal em tilapia do Nilo,
para a deteccdo de agente parasitario a partir
de amostra de muco branquial, foi
desenvolvido (EK-HUCHIM et al., 2012). A
padronizagdo da bidpsia aspirativa de rim
cranial e puncdo venosa nesta espécie,
realizada neste estudo, visa auxiliar
produtores e técnicos dos  servicos
veterindrios oficiais para o controle e
prevencgdo das infecgdes por S. agalactiae nas
tilapiculturas  brasileiras, bem como
possibilitar 0 monitoramento de plantéis em
futuros programas nacionais de controle
dessa enfermidade.

A frequéncia de amostras detectadas
positivas  por coleta ndo-letal foi
significativamente mais baixa que as obtidas
por coleta letal, independentemente do
método de diagndstico utilizado. Porém,
dentre as amostras coletadas por técnicas
ndo-letais, a frequéncia de deteccdo de S.
agalactiae a partir de aspirado renal foi maior
que o0 sangue na bacteriologia, porém, na
PCR, a frequéncia de detec¢do no sangue foi
superior ao aspirado renal. Os resultados
obtidos por este estudo sugerem que a bidpsia
aspirativa de rim cranial e a pungdo venosa
podem ser usados como metodologias
efetivas de coleta ndo-letal de amostras
bioldgicas para a deteccdo de S. agalactiae
em peixes com doenca clinica e peixes
aparentemente saudaveis em fase inicial de
infecgéo. Né&o houve diferenca
estatisticamente significativa entre as duas
amostras, sendo elas igualmente eficazes para
a deteccdo do patdégeno. Uma excelente
congruéncia entre as técnicas nao-letais foi
observada quando utilizadas para a deteccéo
por bacteriologia. A congruéncia entre estas
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amostras foi boa pela técnica de PCR espécie-
especifica.

A coleta de sangue, por ser menos traumatica
e laboriosa que a bidpsia aspirativa de rim
cranial, pode ser a op¢do de escolha em
programas de monitoramento sanitario em
tilapiculturas comerciais para a deteccéo de S.
agalactiae. Adicionalmente, cabe ressaltar
que a bidpsia aspirativa foi estatisticamente
eficaz para a detec¢do do patdogeno quando
comparada a eficiéncia de diagndstico por
bacteriologia e PCR, a partir de rim, coletado
de forma letal. Este resultado reforca a
afirmacdo de que o tecido coletado por
bidpsia aspirativa € mesmo de origem renal e
gue esta forma de coleta ndo-letal de amostra
também pode ser utilizada em programas de
diagnostico da doenca. Portanto, este estudo
sugere que a associacdo de coleta de sangue e
aspirado renal devem ser utilizados para a
deteccdo de S. agalactiae em programas de
monitoramento  sanitario, assim como,
metodologia alternativa de coleta de amostras
para futuros estudos de deteccdo de outros
patdgenos infecciosos em tilapias. Em suma,
as amostras obtidas por métodos ndo-letais
sdo alternativas promissoras mas ndo
substituem o cérebro como amostra de
eleicdo para o diagndstico de S. agalactiae.

A partir dos resultados obtidos neste estudo,
a bacteriologia associada a métodos ndo-
letais de coleta de amostras é uma
metodologia promissora para detec¢do de
peixes portadores da infeccdo por S.
agalactiae, 0 que permitiria 0
estabelecimento de programas especificos de
monitoramento da  estreptococose  nos
plantéis brasileiros, sem a necessidade de
submeter peixes & eutanasia, principalmente
reprodutores, e garantiria a comercializacdo
de tilapias saudaveis. Porém, para um
programa de monitoramento  sanitario
eficiente para S. agalactiae, a partir da baixa
sensibilidade de deteccdo observada neste
estudo para as amostras coletadas de forma
ndo-letal, se torna necessario o ajuste do
ndmero de animais a serem submetidos a

pungdo venosa e bidpsia aspirativa de rim
cranial, sendo o tamanho da amostra
calculado a partir da prevaléncia da doenca
no local e a sensibilidade de diagnostico da
metodologia utilizada, com o objetivo de
aumentar a probabilidade de detec¢do de no
minimo um peixe positivo e subsequente
eliminacdo do mesmo do plantel (SIMON e
SCHILL, 1984). Essa medida também pode
ser adotada para emissdo de certificacdo
sanitaria na piscicultura, atestando a auséncia
do patdgeno nos peixes produzidos em uma
determinada propriedade, a partir de coletas
de amostras periddicas.

6. CONCLUSAO

As técnicas de bidpsia aspirativa e puncao
venosa foram vidveis e seguras para a
obtencdo de amostras de rim e sangue, em
tilpias do Nilo. Tais amostras foram
eficientes na deteccdo da infeccdo por
Streptococcus agalactiae, por bacteriologia e
PCR espécie-especifica em peixes com
doenga clinica e em portadores. A associagao
da coleta ndo-letal de amostras e os métodos
de diagndstico podem ser utilizados em
programas de monitoramento sanitario para
S. agalactiae desde que a amostragem seja
ajustada aos valores de sensibilidade e
especificidade determinados por este estudo.
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