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RESUMO
O cultivo da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) vem crescendo atualmente no Brasil
e em Pernambuco. O sistema de cultivo intensivo associado ao manejo inadequado
resulta no aparecimento de doengas oportunistas, principalmente as de origem
bacteriana. As bactérias dos géneros Aeromonas ssp. e Streptococcus ssp. sao
responsaveis pela maioria das mortalidades nas fazendas de peixe, causando morte
por septicemia, além de se disseminar rapidamente nos plantéis. Objetivou-se neste
estudo desenvolver um diagnéstico rapido por Reagao em Cadeia de Polimerase -
PCR para bactérias do género Aeromonas e Streptococcus, além de analisar a
ocorréncia dessas bactérias oriundas de tilapiculturas nos municipios de Jatoba e
Petrolandia em Pernambuco. Foi padronizada uma PCR multiplex para o género
Aeromonas e para a espécie Aeromonas hydrophila, com temperatura ideal de
anelamento de 57.6°C e limite de detecgdo até 10-'° g/uL de DNA extraido diretamente
das col6nias em cultivo microbioldgico, utilizando como alvos os genes 16S rRNA e a
citotoxina enterotoxica aerolisina (aer). Também foram estudadas a ocorréncia de
bactérias do género Aeromonas e Streptococcus oriundas de tilapiculturas localizadas
nos municipios de Jatoba e Petrolandia no sertdo de Pernambuco. Todos os 70 peixes
coletados e todas as 16 amostras de agua apresentaram isolados de Aeromonas spp.
e Aeromonas hydrophila com prevaléncia dos fatores de viruléncia aerolisina (aer) e
enterotoxina citotoxica (act) de 53,6% e 52,9%, respectivamente. Ndo foram
encontrados isolados de Streptococcus ssp. tanto nos peixes como na agua das
tilapiculturas estudadas. A padronizagdo de técnicas de diagndstico bem como a
ocorréncia de aeromoniose em peixes cultivados no sertdo de Pernambuco,
demonstra a importancia de pesquisas nessa area com objetivo de impulsionar a

tilapicultura no Estado e otimizar o diagndstico de doencgas bacterianas.

Palavras chave: Doenga em Peixes; Tilapicultura; Aeromoniose; Estreptococose



ABSTRACT
Culture os nile tilapia (Oreochromis niloticus) is currently expanding in Brazil and
Pernambuco. Intensive culture systems are associated with inadequate management,
which results in the ocorrence of opportunistic bacterial diseases. The bacterial genera
Aeromonas ssp. and Streptococcus ssp. are responsible for mortality in fish farms, due
to septicemia and rapid spread of infection among animals. The aim of this study was
to develop a quick assay for diagnosis by Polimerase Chain Reaction - PCR for
Aeromonas ssp. and Streptococcus ssp., to investigate the occurrence of these
bacterias from tilapia culture in Jatoba and Petrolandia - PE. It was standardized a
mPCR for Aeromonas hydrophila and Aeromonas genus, with annealing temperature
57.6 °C and 10'° g/uL detection limit of DNA extracted directly from colonies in
microbiological culture, using as targets the 16S rRNA genes and the virulence gene
enterotoxic cytotoxin aerolysin (aer). Were also studied the occurrence of Aeromonas
ssp. and Streptococcus ssp. colected from tilapia cultures located on Jatoba and
Petrolandia - PE. All 70 collected fish and 16 water samples showed Aeromonas spp.
and Aeromonas hydrophila isolates, with prevalence of virulence factors (aer) and
cytotoxic enterotoxin (act) of 53.6% and 52.9%, respectively. None Streptococcus ssp.
isolates were identify. The diagnostic techniques standardization and the occurrence
of Aeromoniosis in fish farmed in Pernambuco demonstrates the importance of
research in this area with the objective of boosting tilapicultura in the state and optimize

the bacterial diseases diagnosis.

Index terms: Fish disease; Tilapia culture; Aeromoniosis; Estreptococosis.
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1 INTRODUGAO

A tilapia (Oreochromis niloticus) € o peixe mais produzido no Brasil,
responsavel por 38% de toda produgao aquicola no pais, gerando um total de 1,1
bilhdes de reais no ano de 2015 de acordo com dados da Produgcdo da Pecuaria
Municipal (IBGE, 2016). Pernambuco é o terceiro maior produtor de tilapias na regiao
Nordeste e os municipios de Petrolandia e Jatoba sédo responsaveis por 77% de toda
producao de tilapia do estado (IBGE, 2016). De acordo com Pedreira et al. (2016), o
cultivo de tilapias em tanque-rede € o sistema intensivo com mais vantagens quando
comparado aos viveiros convencionais, ja que propicia o controle sobre o crescimento
dos peixes além de maximizar o espago com grandes densidades de estocagem.
Carvalho et al. (2010) em estudos sobre o desempenho produtivo da tilapia do Nilo
em tanques-rede numa represa publica, demonstraram que a tilapia pode alcangar em
média um quilo em 8 meses de cultivo em sistema intensivo em tanques-rede com
densidade de estocagem na fase final entre 140 a 153 peixes por m3.

De acordo com Kubitza (2013), o custo de produgcdo em tanques-rede esta
diretamente ligado a conversdo alimentar mais elevada, devido a restricdo ao
consumo de plancton devido ao confinamento, e a mortalidade cronica por doengas
bacterianas, em especial aquelas causadas por Aeromonas hydrophila e
Streptococcus agalactiae. Essas espécies bem como outras também pertencentes ao
género Aeromonas e Streptococcus sdo responsaveis por grandes mortalidades no
cultivo de tilapia (KUBITZA, 2005; FIGUEIREDO et al., 2006; HU et al., 2012; HATHA
et al., 2012; ZHANG et al., 2013; YE et al., 2013; PRIDEGEON & KLESIUS, 2013;
DONG et al., 2015).

O diagnostico da aeromoniose e da estreptococose muitas vezes é limitado ja
que essas doengas nao possuem sinais clinicos patognomdmicos (Kubtiza, 2005;
Lemos et al., 2006; Figueiredo et al., 2006; Lacerda et al., 2015). De acordo com
Gonzalez et al. (2004), os métodos convencionais de diagndstico requerem muito
tempo para serem realizados, mas o uso de técnicas moleculares como a Reagao em
Cadeia de Polimerase (PCR) vem proporcionando uma maior rapidez no diagnéstico.
Em Pernambuco nao se sabe o impacto destas doencas nas fazendas de tilapia nem
quais bactérias estao presentes nos cultivos. Desta forma sdo importantes pesquisas
para diagnosticar a ocorréncia da aeromoniose e estreptococose no estado de

Pernambuco.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Desenvolver e Padronizar através da PCR a detecgao de bactérias do género
Aeromonas e Streptococcus, descrevendo sua ocorréncia em tilapias do Nilo

(Oreochromis niloticus) oriundas de tilapiculturas em Pernambuco, Brasil.
2.2 Objetivos Especificos
1. Desenvolver e padronizar uma PCR Multiplex para a deteccéo de bactérias do

género Aeromonas e Aeromonas hydrophila;

2. Descrever a ocorréncia de bactérias do género Aeromonas e Streptococcus em

tilapias e agua de criadouros em Jatoba e Petrolandia - PE;

3. ldentificar os genes de viruléncia por meio de PCR dos isolados oriundos das

tilapiculturas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aquicultura

De acordo com o relatério técnico 601 da Aquaculture Big Numbers da FAO
(2016), com a producéo de pescados oriundos de captura relativamente estatica, a
aquicultura tem sido responsavel pelo impressionante crescimento da oferta de peixes
para consumo humano, observando-se um aumento da oferta de 26% em 1994 para
39% em 2004. Esse mesmo relatorio destaca a China como maior representante do
setor em producédo mundial aquicola, e o crescimento de paises em desenvolvimento
que representam cerca de 80% da produg¢ao mundial da aquicultura.

Brabo et al. (2016) cita que a aquicultura na América Latina se caracteriza por
uma mistura de empresas de médio e grande porte, mas também de pequenos
produtores em alguns paises, muitas vezes ndo captadas pelas estatisticas oficiais.
Brasil, Paraguai, Equador e Chile sdo considerados como tendo o maior numero de
pequenos produtores, engajados no cultivo da tilapia do Nilo (Oreocrhomis niloticus),
pacu (Piaractus mesopotamicus) e a cultura de macroéfitas marinhas, principalmente
Gracilaria chilensis e mexilhdes no Chile (FAO, 2016).

Com a consolidacdo dos dados oriundos da Produgdo Pecuaria
Municipal — PPM em 2015 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE,
2016) evidencia-se uma produgéo total da aquicultura brasileira de 574 mil toneladas,
gerando mais de 4 bilhdes de reais em 2015 (Tabela 1). O lucro do setor € explicado
por Reboucas et al. (2014), ja que o cultivo de peixes vem assumindo importancia
cada vez maior no panorama do abastecimento alimentar, uma vez que a alta taxa de
crescimento demografico condiciona um aumento populacional que podera colocar
em risco a oferta de alimentos, sendo assim, a produgao aquicola pode auxiliar nessa
demanda por alimentos em quantidade e qualidade.

A partir dos dados do IBGE (2016) a tilapia do Nilo € o principal peixe cultivado
no Brasil, com produgédo total de 219 mil toneladas, participando com 27% de todo
valor gerado pela aquicultura, gerando mais de 1 bilhdo de reais para o setor. (Tabela

1),

13



Tabela 1. Producéo da Aquicultura no Brasil no ano 2015 por espécies (IBGE, 2016)

Variavel

Producgao da
Tipo de produto da aquicultura Valor (Mil Percentual
aquicultura (Quilogramas) Reais) do Valor
1- Tilapia 219.329.206 1.177.643 26,86
2 - Camaréo 69.859.745 901.895 20,57
3 - Tambaqui 135.857.980 871.393 19,87
4- Tambacu, Tambatinga 37.443.358 263.391 6,01
5 - Pintado, Cachara,
Cachapira, Pintachara e
Surubim 18.354.578 196.905 4,49
6 — Alevinos* 955.614 181.990 4,15
7 - Larvas e pos-larvas de
camarao* 17.044.028 145.690 3,32
8 - Carpa 20.693.189 131.971 3,01
9 - Pacu e patinga 13.276.299 100.848 2,3
10 - Curimata, curimbata 2.554.052 19.860 0,45
11 - Dourado 31.860 420 0,01
12 - Jatuarana, piabanha e
piracanjuba 5.320.567 38.949 0,89
13 - Lambari 244730 1.639 0,04
14 - Matrinxa 9.366.203 73.336 1,67
15 - Ostras, vieiras e
mexilhbes 21.063.695 86.766 1,98
16 - Pirarucu 8.386.708 85.768 1,96
17 - Pirapitinga 3.480.185 25.283 0,58
18 - Piau, piapara, piaugu,
piava 3.173.105 24.546 0,56
19 - Truta 1.590.010 23.235 0,53
20 - Traira e trairdo 1.129.168 8.365 0,19
21 - Tucunaré 67.965 529 0,01
22 - Outros peixes 2.942.110 20.612 0,47
23 - Sementes de moluscos* 66.504 1.822 0,04
24 - Outros produtos (ra,
jacaré, siri, caranguejo,
lagosta, etc)*™. - 2.256 0,05
Total 574.164.713 4.385.111 100

* Nao participa do total em quilogramas por se tratar de contagem em milheiros.
** Nao possui dados de produgao em quilogramas.

3.2 Tilapicultura

Chamamos de tilapia um grande conjunto de espécies que compreende trés
géneros: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia que pertencem a familia Cichlidae,
sendo encontradas naturalmente em rios costeiros de Israel, na bacia do Nilo, nas
bacias do Senegal, Gambia, Volta, Niger, Chade e Benue; também é encontrada em
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outros paises devido a introdugdo humana (Fishbase 2015). No Brasil, a maioria das
tilapias cultivadas é da espécie Oreochromis niloticus, Linnaeus, 1758 (MPA, 2011;
IBGE, 2016). A espécie O. niloticus em comparag¢ao com outras espeécies dos géneros
Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia, apresenta um rapido crescimento, podendo
alcangar em média um quilograma em 8 meses de cultivo em sistemas intensivos
como em tanques-rede (Carvalho et al., 2010).

De acordo com Fitzsimmons (2016), o cultivo de tilapia continuou seu rapido
aumento na producdo global em 2015 com produgdo estimada em 5.576.800
toneladas, sendo a China o maior produtor mundial isolado (1,8 milhdes de toneladas
em 2015), mas foi observada uma grande expansao com mais fazendas e maior
produtividade em Bangladesh, México, Egito e Brasil.

De acordo com Figueiredo Junior & Valente Junior (2008), a introdugdo em
carater experimental da tilapia no Brasil foi realizada em 1953 com a importacao de
poucos exemplares de Tilapia rendalli do Congo; a seguir, em 1971 por meio do
Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), introduziu-se
exemplares de tilapia nilética (Orechromis niloticus), em reservatorios publicos com o
objetivo de desenvolver a produgéo piscicola brasileira.

Segundo Vicente et al. (2014) durante muitos anos a tilapia foi disseminada por
entidades governamentais por meio de programas de incentivo e cursos de cultivo,
mas em 1996 houve uma grande melhoria na produgao e aumento no numero de
criadores devido a importagcdo de uma linhagem melhorada da O. niloticus da
linhagem Chitralada da Tailandia, seguida em 2002 pela introdu¢cdo da linhagem
GenoMar Supreme Tilapia e a FishGen.

Ainda de acordo com os dados da PPM (2015), a producgao de tilapia de acordo
com as regides no Brasil, destaca a regido nordeste como o terceiro maior produtor

desta espécie com 52 mil toneladas, gerando 324 milhdes de reais (Tabela 2).
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Tabela 2. Producéo de tilapia do Nilo no Brasil no ano de 2015 por regides (IBGE,
2016)

Variavel

Producao de tilapias

(Quilogramas) Valor (Mil Reais) Percentual do Valor

Brasil 219.329.206 1.177.643 100
Sul 90.967.713 439.826 37,35
Sudeste 57.083.226 319.659 27,14
Nordeste 52.964.653 324.928 27,59
Ceara* 27.889.101 171.298 14,55
Bahia* 8.823.321 47.151 4
Pernambuco* 6.510.557 38.537 3,27
Centro-Oeste 17.785.914 88.929 7,55
Norte 527.700 4.302 0,37

*Destaque para os trés maiores produtores de tilapia na regidao nordeste do Brasil.

Pernambuco situa-se em terceiro lugar entre os estados nordestinos em
produgao aquicola, com 52 mil toneladas, destacando os municipios pernambucanos
banhados pelo rio Sdo Francisco como grandes responsaveis pelo cultivo no estado
(Tabela 2). Em Pernambuco, os municipios de Jatoba, Petrolandia e Itacuruba sao os
maiores produtores de tilapia, gerando juntos mais de 23 milhdes de reais nesse setor
(Tabela 3).

Tabela 3. Produgdo Pernambucana da tilapicultura em 2015 (IBGE, 2016).

Variavel
Unidade da Federagéo, Mesorregido  Produgédo da aquicultura Valor (Mil  Percentual
Geografica e Municipio (Quilogramas) Reais) do Valor
1 - Jatoba - PE 4.000.000 22.800 59,16
2 - Petrolandia — PE 1.000.000 5.700 14,79
3 - Itacuruba — PE 950.000 5.700 14,79
4 - S30 Benedito do Sul - PE 105.000 735 1,9
5 - Catende - PE 70.000 490 1,27
6 - Bom Conselho — PE 62.000 465 1,2
7 - Petrolina — PE 36.200 380 0,98
8 - Primavera — PE 36.089 180 0,47
Demais municipios juntos 251.268 2087 5,41
Total em Pernambuco 6.510.557 38.537 100
Total no Sertao Pernambucano 21.700 214 0,56
Total no Sao Francisco 6.032.700 35.049 90,9
Total no Agreste Pernambucano 143.660 1.001 2,6
Total na Mata Pernambucana 312.497 2.273 5,94

16



O sistema de criacdo de peixes em tanques-rede é classificado como um
sistema intensivo de renovacéo continua de agua e consistem em estruturas de tela
ou rede, fechadas de todos os lados, que confinam os peixes em um menor espaco,
dentro de um curso d’agua (Bozano et al. 1999). Segundo Degefu et al. (2011), os
tanques-rede possuem um potencial elevado e apresentam uma série de vantagens
em relacéo ao cultivo convencional e entre elas podem citar: as populagées de ambos
os sexos de tilapia podem ser criadas sem o problema de reproducgéo indesejada; o
manejo simplificado, facilidade, baixo custo de despesca e acompanhamento direto
do crescimento dos peixes. As desvantagens desse sitema relacionam-se as elevadas
taxas de estocagem, deficiéncias nutricionais devido a alimentagdo unicamente por
racao e falta de controle dos parametros fisico-quimicos da agua.

Kubitza (2016) relata que quando comparado a criagdo em tanques escavados,
os cultivos de tilapia em tanques-rede demandam menor investimento na implantagao
e maior facilidade no manejo dos estoques, no entanto, o custo de produgéo € maior
em tanques-rede, em especial pela conversao alimentar mais elevada e pela

mortalidade cronica por doencas bacterianas.

3.3 Doencas na tilapicultura

Apesar da caracteristica rustica da tilapia e as tecnologias aplicadas no seu
cultivo, a rapida expansao e intensificagao da tilapicultura vém causando uma série
de problemas, incluindo a ocorréncia de varias doengas que podem restringir o
desenvolvimento desse setor (Wang Gehua et al., 2013). No Brasil, principalmente
nas regides Sul e Sudeste, tém sido relatados surtos de infeccdo bacterianas em
tilapia causadas principalmente por Streptococcus sp. e Aeromonas sp. (Suhet et al.
2011; Marcusso et al. 2015; Leira et al., 2016).

Essas bactérias sdo os principais agentes causadores de doengas na
Tilapicultura, destacando-se por altas taxas de mortalidade nas fazendas (Kubitiza
2005). No pais, ainda nao ha informagdes precisas sobre a dimensédo das perdas
causadas pelos agentes bacterianos citados, mas Kubitza (2013) estimou o impacto
das enfermidades sobre o custo de produgao da tilapia em tanques-rede nas regides
Sudeste e Nordeste, demonstrando um custo adicional entre R$ 0,49 a 1,36/kg por
cada peixe produzido vivo, dependendo da severidade e recorréncia das

enfermidades. Com base na estimativa de Kubitza (2013) e nos dados da Tabela 2 e

17



3 sobre a produgao de tilapia no Brasil e em Pernambuco, pode-se inferir um custo
adicional entre R$ 107 a 298 milhdes no Brasil e R$ 3 a 8,8 milhdes no estado de

Pernambuco.

3.4 Aeromoniose

Segundo Janda e Abbott (2010), as Aeromonas estao entre as bactérias mais
comuns em habitats de agua doce em todo o mundo, sendo frequentemente
associada a gastroenterite bacteriana em humanos ou doengas graves em outros
animais como os peixes. Atualmente ha ocorréncia de infecgoes por Aeromonas em
todos os paises que possuem cultivo de tilapias (HU et al. 2012; Chenia & Vietze 2012;
Ye et al. 2013; Wang Gehua et al. 2013; Pridgeon & Klesius 2013).

O primeiro relato de isolamento de Aeromonas sp. em peixes no Brasil foi feito
por Canabarro et al. (1992), e na ultima década foram relatados casos de mortalidade
por Aeromonas em varias regides onde a tilapia é cultivada no pais (Tabela 4). Ainda,
de acordo com Hirsch et al. (2006), € grande a diversidade de espécies de Aeromonas
em ambientes de piscicultura e diversos destes isolados como A. hydrophila, A.
caviae, A. sobria, apresentam-se resistentes aos antibidticos, mesmo sem o uso de

tais substancias no controle dessas doencgas no local.

Tabela 4. Ocorréncia de Aeromonas spp. no Brasil e os respectivos métodos de

diagndstico
REGIAO ESTADOS METODO REFERENCIAS
DIAGNOSTICO
Sul Parana Convencional’ Souza e Silva-Souza (2001)
Parana PCR Carriera et al. (2016)
Nordeste Bahia Convencional Lemos et al. (2006)
Suldeste Espirito Santo Convencional Suhet et al. (2011)
Sao Paulo Convencional Romera et al. (2013)
Sao Paulo Convencional Belém-Costa e Cyrino, (2006)
Sao Paulo PCR Carriera et al. (2016)
Minas Gerais PCR Carvalho-Castro et al. (2010)
Minas Gerais Convencional Hirsch et al. (2006)
Rio de Janeiro Convencional Rodrigues et al. (2010)
Rio de Janeiro PCR Carriera et al. (2016)
Mato Grosso do Sul PCR Carriera et al. (2016)

1- Método de diagndstico por isolamento microbioldgico e caracterizagdo bioquimica.
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3.5 Diagnostico clinico e laboratorial da aeromoniose

De acordo com Janda e Abbott (2010); Holt et al. (1994) e Carnarhan et al.
(1991), as espécies do género Aeromonas sado bacilos Gram-negativos, oxidase e
catalase positivos, anaerébios facultativos, utilizam a D-glicose como unica fonte de
carbono e energia e sais amoniacais como fonte de nitrogénio. Na sua maioria s&o
moveis por meio de flagelo polar monotriquio, normalmente encapsuladas, nao
produzem espos, e crescem em meios de rotina como Agar Brain Heart Infusion (BHI),
Agar MacConkey, Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD), Agar Hektoen Enteric (HE),
Agar Salmonella-Shigella (SS) e Agar Deoxycholate Citrate (DC). Fermentam a
glicose com produgao de acido com ou sem gas, reduzem nitrato a nitrito por meio da
desnitrificacdo e sao resistentes ao agente vibriostatico O/129 (2,4-diamino-6,7-
diisopropilpteridina).

De acordo com e Abbott et al. (2003), desde a criagdo do género Aeromonas
em 1943 até meados da década de 1970, as Aeromonas eram divididas
grosseiramente em dois grandes agrupos, sendo o primeiro grupo mesdfilo, tipificado
por A. hydrophila, constituido de isolados méveis que crescem bem entre 35°C a 37°C
e associados a uma variedade de infecgdes humanas; o segundo grupo foi referido
como estirpes psicofilas, causadoras de doencas em peixes, imdveis e que
apresentam crescimento em temperaturas entre 22°C a 25 °C. Atualmente com base
em estudos filogenéticos do DNA, em especial dos genes 16S rRNA gyrB e rpoD foi
ampliado o numero de espécies e relagdes de parentesco (Amador, 2007; Janda &
Abbott, 2010)

Janda & Abbott (2010) e Holt et al. (1994) estabeleceram um protocolo de
cultivo onde primeiramente as amostras suspeitas de Aeromonas spp. sao inoculadas
em meio liquido BHI ou em agua peptonada, incubadas entre 28°C a 37°C por 24h.
Logo apds sdo semeadas meio sélido como o Agar Sangue com ampicilina para
verificar a resisténcia a este antimicrobiano e a hemodlise do tipo B neste meio,
caracteristicas que auxiliam na identificagdo do género.

Carnarhan et al. (1991) desenvolveram um sistema de classificagao de
bactérias do género Aeromonas, Aerokey Il, baseado na caracterizagao bioquimica e
resisténcia ao vibriostatico O/129. O Aerokey Il apresentou-se como um sistema
confiavel e preciso para a identificagdo das diversas espécies de Aeromonas, sejam

elas provenientes de isolados de espécimes clinicos ou até de cepas de referéncia
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(American Type Culture Collection) sendo utilizado até hoje como principal sistema
para caracterizagdo das principais espécies do género Aeromonas, como A.
hydrophila, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A. sobria e A. trota
(Tokajian & Hashwa, 2004; Hatha & Nifty, 2012; Chao et al., 2013) Juntamente com
essa chave, é possivel também identificar Aeromonas atipicas, imoveis e psicrofilas
através da caracterizagdo bioquimica de acordo com os critérios de Holt et al. (1994)
e Janda & Abbott (2010).

Os métodos convencionais para identificar estes organismos sdo muitas vezes
limitados pela quantidade de tempo necessario, mas nos ultimos anos, técnicas
moleculares como a PCR superaram os problemas associados as técnicas baseadas
em cultura, permitindo a detecgdo de microrganismos em amostras clinicas sem a
necessidade de cultura prévia (Gonzalez et al., 2004). A Reag¢do em Cadeia da
Polimerase (PCR) € uma ferramenta promissora que pode ser utilizada no diagndstico
de diversas doencas. A PCR tem como base um ou mais pares de iniciadores
(primers) que especificamente amplificam fragmentos alvo do ADN de interesse num
unico ensaio. Isto oferece a detecgao de diferentes agentes patogénicos em um curto
espaco de tempo quando comparado as técnicas tradicionais (Tsai et al., 2012).

Varios sdo os protocolos descritos para diagnostico empregando a PCR em
infeccdes por Aeromonas (Gonzalez et al., 2004; Carvalho-Castro et al., 2010; Oliveira
etal., 2012; Tsai et al., 2012). Como exemplo podem citar as metodologias decrita por
Trakhna et al. (2009) e Ye et al. (2013), que consideram n&o s6 a amplificacéo de
genes de viruléncia, mas também o sequenciamento da regidao 16S rDNA, a qual é
utilizada tanto na identificagdo de varias espécies do género como também na analise

de similaridade entre linhagens de Aeromonas (Tabela 5).
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Tabela 5. Genes e seus respectivos primers utilizados no diagndstico molecular de
Aeromonas spp.

Gene Primers (5’ — 3’) Tamanhos  Referéncia
(Pb)
16S rRNA' F-GGCCTTGCGCGATTGTATAT 103 Trakhna et
R-GTGGCGGATCATCTTCTCAGA al. (2009)
F-AGGAGGTGATCCAACCGCA _ Ye et al.
R-AGAGTTTGATCATGGCTCAG (2013)
16S rRNA' F-AGAGTTTGATYMTGGCTCAG 900 Carriera et
R-CCGTCAATTCMTTTRAGTTT al. (2016)
A. F-CAAGGCTGATATCTCCTATCCCTATG 67 Trakhna et
hydrophila R-GCCACTCAGGGTCAGGTCAT al. (2009)
(Aer)
A. F-TGACCCAGTCCTGGCACGGC 405 Ye et al.
hydrophila R-GGTGATCGATCACCACCAGC (2013)
(alt)
A. caviae F-GAGCCAGTCCTGGGCTCAG 381 Wang et al.
(cav1) R-GCATTCTTCATGGTGTCGGC (1996)
A. sébria F-TAAAGGGAAATAATGACGGCG 249 Wang Gehua
(asa1) R-GGCTGTAGGTATCGGTTTTCG et al. (2003)

1-Utilizados para sequenciamento e determinagao de similaridade na identificagdo de
Aeromonas spp.

Os sinais clinicos da infeccdo por Aeromonas podem variar de lesdes
superficiais ou profundas da pele até quadros tipicos de septicemia. As lesdes de pele
podem se apresentar como areas de hemorragia e necrose de extensao variada, que
podem progredir para ulceras que acometem geralmente o tecido muscular (Kubtiza,
2005; Lemos et al., 2006; Lacerda et al., 2015). Nos quadros sistémicos observa-se
anorexia, exoftalmia, abdémen distendido contendo liquido opaco ou
serosanguinolento (hidropisia ou ascite), presenca de petéquias nas visceras,
hepatomegalia, esplenomegalia, rins hiperplasicos e friaveis, pontos hemorragicos na
parede interna da cavidade abdominal e falta de equilibrio devido a infec¢do da janela

oval na bexiga natatéria (Pavanelli et al., 2002; Kubtiza, 2005; Lemos et al., 2006).
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Figura 1. Orgdos de duas tilapias de mesmo tamanho (A) — peixe sadio: observar a vesicula
biliar de tamanho normal e coloragdo verde claro, indicando que o peixe que esta se
alimentando. No peixe doente (B), a vesicula esta escura e repleta de fluido biliar, tipico de
peixe que deixou de se alimentar a dias. Observar que o peixe doente tinha o bago aumentado
e de coloracdo muito escura, quase negra. Também é perceptivel o aumento no tamanho do
figado e do coragao no peixe doente. Fonte: Kubtiza, (2005).

Figura 2. Tilapia a direita com ascite: infeccao por Aeromonas hydrophila. Fonte: Kubtiza
(2005).
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Segundo Kubitiza (2005), o figado de peixes doentes geralmente se apresenta
palido e hemorragico e o intestino também pode apresentar aspecto inflamado de cor
avermelhada e geralmente vazio pelo fato do peixe doente nédo se alimentar. Apesar
dessa descricdo detalhada, outras infeccdes bacterianas também podem apresentar
0S mesmos sinais clinicos, por isso sempre é necessario o diagnostico laboratorial,
seja por meio do isolamento e caracterizagdo bioquimica ou por meio de técnicas

moleculares.

3.6 Estreptococose

O género Streptococcus é formado por bactérias esféricas ou em forma ovdide,
ocorrendo em pares ou em cadeias quando cultivadas em meios liquidos; sdo imdveis,
nao formam esporos, Gram-positivas, anaerdbias facultativas, exigindo meios
nutricionalmente ricos de crescimento e geralmente rompem as células vermelhas do
sangue e produzem coloragao esverdeada (a-hemodlise) ou clara (B-hemolise) em agar
sangue (Holt et al., 1994; Wang et al., 2013).

Além disso, possuem metabolismo fermentativo, produzindo principalmente o
acido lactico, mas sem produgdo de gas e s&o catalase negativa (Holt et al., 1994).
Dentre as diferentes espécies, Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae sao as
que mais afetam a producgao de tilapias no mundo (Evans et al., 2006, Zhang et al.,
2012). Outros estreptococos patdégenos de peixes citados na literatura séo:
Streptococcus faecium (Minami, 1979); Streptococcus equi, Streptococcus equisimilis,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus zooepidemicus (Ugajin  1981) e
Streptococcus difficile (Eldar et al., 1994).

O primeiro relato de isolamento de Streptococcus em peixes no Brasil foi feito
por Canabarro et al. (1992) e as primeiras mortalidades causadas por este género
bacteriano na piscicultura foram relatadas por Salvador et al. (2003) e Figueiredo et
al. (2006), caracterizando principalmente S. agalactiae como principal espécie
envolvida (Tabela 6). No Brasil, existem relatos isolados da ocorréncia de S. iniae que
acomete diversas espécies de peixes e atualmente tem sido descrito com potencial
zoonotico. O primeiro isolamento de S. iniae ocorreu na década de 70, a partir de
amostras de pele de um golfinho (Pier & Madin 1976). Atualmente, esta bactéria é um
dos patdgenos de maior relevancia para a produgédo de peixes, principalmente na Asia
(Agnew & Barnes 2007).
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Tabela 6. Ocorréncia de Streptococcus spp. em tilapia no Brasil e seus respectivos

meétodos de diagndstico

Regido Estados Método de Diagndstico Referéncias

Sul Parana Convencional’ Salvador et al. (2003)
Parana Convencional Salvador et al. (2005)

Nordeste Bahia Convencional Almeida et al. (2013)

Bahia Convencional Lemos et al. (2006)

Sudeste Espirito Santo Convencional Suhet et al. (2011)

Séo Paulo Convencional Romera et al. (2013)
Minas Gerais Convencional Figueiredo et al. (2006)

1- Método de diagnéstico por isolamento microbiolégico e caracterizag&o bioquimica.

3.7 Diagnostico clinico e laboratorial da estreptococose

Para o isolamento de Streptococcus € necessario a colheita de amostras de
cérebro, figado, rim, olho e bago de peixes enfermos que devem ser semeadas em
agar BHI suplementado com 1% de extrato de levedura e 5% de sangue ovino
desfibrinado e incubadas a 37°C or até 48h (Wang et al., 2013). A caracterizagéo
bioquimica pode ser feita a partir da prova da catalase, crescimento em azul de
metileno, NaCl a 6,5%, bile a 40% e esculina de acordo com os critérios de Holt et al.
(1994). Uma caracteristica importante na identificacdo de Streptococcus é que por se
tratarem de bactérias Gram-positivas, o diagnostico diferencial pode ser facilitado ja
gue a maioria das bacterioses em peixes sao causadas por bactérias Gram-negativas
(Yanong e Floyd, 2002).

Como as espécies Streptococcus iniae e Streptococcus agalactiae sao as
principais espécies responsaveis pela estreptococose, o diagnostico por PCR pode
ser exemplificado a partir das metodologias de Mata et al. (2004) e Li et al. (2010),
com seus respectivos primers (Tabela 7). Além do diagndéstico por meio da PCR,
também é possivel a caracterizacdo molecular da viruléncia através de comparacgdes
das sequéncias genOmicas entre as linhagens. O sequenciamento completo de S.
agalactiae virulento isolado de um surto de mortalidade de tilapias feito por Pridgeon
e Zhang (2014), serve como base para possivel comparagao e caracterizagdo com

outras linhagens encontradas em surtos da doenga no Brasil.
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Tabela 7. Genes e seus respectivos primers utilizados em Streptococcus spp.

Gene Primers — Iniciadores (5’ — 3’) Tamanhos Referéncia
(pb)
S. agalactiae F-AAGCGTGTATTCCAGATTTCCT 474 Li et al. (2010)
(cfb) R-CAGTAATCAAGCCCAGCAA
S. iniae F-AAGGGGAAATCGCAAGTGCC 870 Mata et al.
(Ict0) R-ATATCTGATTGGGCCGTCTAA (2004)
S. difficilis F-AGGAAACCTGCCATTTGCG 192 Mata et al.
16S-23S R-CAATCTATTTCTAGATCGTGG (2004)
rDNA'

1- Pode ser utilizado para sequenciamento e determinacgao de similaridade em Streptococcus
spp.

A estreptococose é uma doenca caracterizada por quadros de septicémica e
meningoencefalite. Acomete peixes de agua doce, de ambiente estuarino e marinho.
As caracteristicas relevantes observadas em animais com estreptococose séo o
escurecimento dos peixes, exoftalmia bilateral ou unilateral, pequenas lesdes de pele
com perda de escamas e areas de petéquias na base das nadadeiras ventrais,
natacao erratica e em movimentos circulares, alta mortalidade e evolugao rapida, com
morte entre dois a trés dias apds os primeiros sinais clinicos (Figueiredo et al., 2006).

De acordo com Agnew & Barnes (2007), apos alta mortalidade inicial, a doenga
atinge um quadro endémico no plantel ja que as cepas bacterianas podem persistir no
ambiente por sucessivos ciclos de produgdo. O sinal clinico mais marcante dessa
doenca € a natagdo em circulos que pode ser evidenciada rapidamente pelo criador,
seja em cultivos em tanques-rede ou criagdes livres em pequenos agudes ou lagos.
Essa caracteristica ocorre devido a infec¢gao das meninges, comprometendo o sistema

nervoso do peixe e ocasionando a natagao unilateral (Figueiredo et al., 2006).

3.8 Controle e Prevencgao

De acordo com Figueiredo et al. (2008), o tratamento das bacterioses na
piscicultura pode ser realizado por administragdo de antibidticos aos peixes, via
injecao intraperitoneal, banho de imersdo ou misturados a racdao. A injegao
intraperitoneal € o melhor método de garantir que a dose de antibidtico seja
assimilada, mas esta via geralmente é utilizada para tratamento de peixes
reprodutores devido ao trabalho de utiliza-la em todo o plantel. O banho de imersao
necessita de doses maiores de antibiotico para alcangar o efeito desejado, ja que é

assimilado pela mucosa branquial, sendo realizado geralmente em alevinos. A via de
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administracdo mais utilizada é a incorporacédo dos antibiéticos a racdo, podendo ser
incorporada na fabrica de ragao ou na propriedade (Figueiredo et al., 2008).

Atualmente existem poucas opcdes autorizadas oficialmente e disponiveis para
uma intervencao terapéutica em situacdes de surtos em pisciculturas. Em busca
realizada no Compéndio de Produtos Veterinarios (SINDAN), pode-se verificar o
registro de trés moléculas de antibioticos autorizadas pelo MAPA (Florfenicol,
Oxitetraciclina e Neomicina (embora este ultimo seja destinado a peixes ornamentais),
além de outros produtos a base de vitaminas, minerais e agentes biocidas para
desinfeccdo (Padua et al., 2012). No entanto, na pratica s&o utilizados muitos outros
antimicrobianos de forma indiscriminada e sem conhecimento dos potenciais riscos a
saude humana, dos peixes e de toda a biota aquatica (Padua et al., 2012).

De acordo com Tavares et al. (2014), a maioria das ragdes comerciais para
peixes sdo extrusadas e como o processo de extrusao requer uma alta temperatura e
presséo, o antibiotico pode sofrer degradacéao parcial ou total se incorporado durante
o processo de fabricagdo. A incorporacao do antibidtico a racido pode ser feita
manualmente, misturando-se o antibidtico solubilizado a racdo, e apods
homogeneizagao, adiciona-se oleo de soja com o intuito de diminuir a diluicdo do
antibiotico na agua durante o arragoamento. A dose final do antibidtico devera ser
calculada em mg/kg de peso vivo (pv) e administrada por 10 dias, considerando a taxa
de arragoamento de cada tanque.

O profissional responsavel pelo tratamento com antibiéticos em peixes deve ser
o Médico Veterinario, e de acordo com as orientagcbes do Conselho Regional de
Medicina Veterinaria de Minas Gerais, o profissional ndo deve fazer uso de
antibidticos, horménios, drogas, biocidas ou qualquer produto sem licenciamento no
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para utilizagdo em
animais aquaticos (CRMVMG, 2014).

Gaunt et al. (2010) em estudo com O. niloticus infectadas artificialmente por S.
iniae conseguiram otimos resultados, reduzindo a mortalidade para 2,5% com a
utilizagcado do florfenicol na ragdo com concentracdo de 15 mg/Kg/. Ja nos dados
revsados por Tavares et al. (2014) sobre antibioticoterapia em peixes, indicam o uso
na ragéo de 10 mg/Kg/pv de florfenicol ou 50 a 100 mg/Kg/pv de oxitetraciclina. Apesar
da resisténcia encontrada em Streptococcus spp. ao antibiético amoxilina, Darwish &
Hobbs (2005) testaram diversas doses desse antibidtico diluidas na ragéo, contra S.
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iniae em Tilapia azul (Oreochromis aureus) infectadas experimentalmente e obtveram
uma alta taxa de sobrevivéncia com a ingestao diaria na proporgédo de 80 mg/Kg/pv.
Darwish et al. (2002) também testaram a oxitetraciclina em O. aureus infectadas por
S. iniae, conseguindo uma elevada taxa de sobrevivéncia com a ingestdo diaria na
dose de 100 mg/Kg/pv.

O uso topico dos antibidticos oxitetraciclina e florfenicol nas concentracdes
recomendadas por Tavares et al. (2014) é indicado para Aeromonas spp. apesar dos
varios relatos de resisténcia e multirresisténcia de diversas linhagens dessas bactérias
as tetraciclinas e anfenicdis (Belém-Costa e Cyrino, 2006; Hirsch et al., 2006; Suhet
etal., 2011; Janda e Abbott, 2013; Ye et al., 2013). Shoemaker et al. (2000) verificaram
que tratamentos com antibidticos ndo foram eficazes na eliminacdo dos problemas
com bactérias em sistemas de re-utilizagao de agua. Destacaram que uma parte do
problema com o uso de antibiéticos foi a de que no momento da intervengao, os peixes
estavam tdo debilitados que ndo comiam a ragcdoa ou ainda, os tratamentos nao
duravam tempo suficiente.

O contato intimo existente entre a agua e o peixe no ambiente aquatico
potencializa o risco de patologias causadas por bactérias, virus e parasitas, no entanto
o grau de infeccdo dependera do estado fisiologico dos peixes. As alteragdes dos
parametros fisico-quimicos da agua além dos limites aceitaveis também podem
predispor os peixes as enfermidades. Esses parametros sao: altas temperaturas e
densidades de estocagem, mudangas bruscas de temperatura, traumatismos
decorrentes de manejo, transferéncia de peixes, baixos niveis de oxigénio dissolvido,
condigdes nutricionais deficientes e infecgbes por fungos ou parasitas (Moraes e
Martins 2004, Pilarski e Sakabe 2009). O controle das infec¢gdes causadas por
Aeromonas e Streptococcus esta intimamente ligado aos fatores que facilitam a
invasao e proliferacdo dessas bactérias no hospedeiro. Geralmente ndo é possivel
determinar o principal fator estressante ou as fontes de infecgdo primarias nem
tampouco modificar o fluxo de agua ou a densidade do estoque (Pilarski & Sakabe,
2009).

Kubitiza (2005) cita algumas formas de prevengao das doengas em tilapias:
realizar quarentena antes da introducdo de novos exemplares; manter um setor de
bercario isolado dos outros setores da piscicultura; efetuar um continuo

monitoramento e corre¢cdo da qualidade da agua; prover adequada nutricdo e
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alimentag¢ao dos animais; remover diariamente peixes mortos e doentes dos tanques
de cultivo e disponibilizar local adequado para o descarte; realizar inspecéo sanitaria
de rotina mesmo em lotes de peixes aparentemente saudaveis; ficar atento a qualquer
alteracdo no comportamento dos peixes; fazer a desinfeccdo de equipamentos e
utensilios de uso rotineiro.

Uma das opcdes de prevencao das doengas na piscicultura € a imunoprofilaxia
que consiste no estimulo da imunidade do peixe em contato com patdgenos
atenuados e/ou inativados. Sua administragdo na forma de vacinas pode levar a
diminuicdo da dependéncia do uso de antibibticos, proporcionando um cultivo mais
sustentavel na piscicultura atual. Os testes com vacinas tém demonstrado resultados
satisfatorios, destacando-se as formulagdes injetaveis, as administradas por imerséo
e via oral (Sacchetin et al. 2010). Como a diversidade de agentes potencialmente
patogénicos é muito elevada na producdo de tilapia, as estratégias de vacinagao
incluem a pesquisa e desenvolvimento de vacinas polivalentes (Biering et al., 2016).
A vantagem da vacina polivalente é a protegao do peixe contra uma vasta variedade
de bactérias Gram-positivas e Gram-Negativas (Nikoskelainen et al., 2007). No Brasil
ainda nao existe o uso difundido de vacinas na piscicultura comercial, apesar desta
ser a acao mais eficaz para reduzir a mortalidade nos cultivos intensivos de tilapia e
mesmo de outras espécies de peixe (Kubitza, 2005). Vacinas contra S. agalactiae e
A. hydrophila estdo sendo usadas pontualmente no Brasil, principalmente em estudos
cientificos, mas ainda nao se tornou pratica comum nas tilapiculturas (Silva et al.,
2009; Marcusso et al., 2013).

Outro método que pode ajudar tanto no controle como na prevengao das
bacterioses e outras doencgas € o uso de probidticos na alimentagao dos peixes. Os
probidticos podem ser definidos como um suplemento alimentar microbiano vivo que
atua beneficamente no hospedeiro, melhorando o equilibrio intestinal (Fuller, 1989).
De acordo com Welker e Lim (2011), as evidéncias sugerem que os probidticos
suplementados individualmente ou em combinagdo, podem aumentar a imunidade
intestinal e levar a uma resisténcia sistémica e local contra as doencas em tilapias. Na
maioria dos estudos, parece haver algum efeito positivo sobre a fungdo imunolodgica,
resisténcia a doencas ou ambas.

Os estudos geralmente variam quanto a escolha dos diferentes probidticos,

concentragao, espécies, idades, tamanho dos peixes, manejo alimentar e duragao e
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viruléncia do patdégeno causador da doenca (Welker e Lim, 2011). Saccharomyces
cerevisiae € um bom exemplo de probidticos na dieta de tilapias desafiadas contra
Aeromonas e Streptococcus (Abdel-Tawwab et al., 2008; Reque et al., 2010; Salvador
et al., 2013). Os peixes que receberam as leveduras ou os suplementos da parede
celular, apresentavam aumento da resposta inflamatoria aguda inespecifica,

sugerindo um efeito benéfico sobre o sistema imunologico de defesa.
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