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RESUMO

A producgao de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) esta em intenso crescimento no
Brasil e no mundo. Streptococcus agalactiae € considerado um sério problema
sanitario em sistemas intensivo de cultivo de tildpias, causando prejuizos
econdmicos a atividade. O objetivo do presente trabalho foi verificar a eficacia de
identificacdo de S. agalactiae pela técnica de amplificagcdo por PCR e isolamento
bacteriano de S. agalactiae em tilapia do Nilo com e sem sinais clinicos de doenca
bacteriana durante as quatro estagdes do ano de 2013. Foram coletados 200 peixes
em cinco propriedades de criagdo em tanques-rede, no norte do Parana, Brasil,
sendo 50 animais por estagdo. O verao foi a estacdo com maior ocorréncia de S.
agalacitae tanto pela técnica de amplificacdo por PCR quando pela técnica de
isolamento. Dentre os peixes coletados, 17 apresentavam sinais clinicos de doenca
bacteriana e 183 estavam aparentemente saudaveis. De cada peixe foram colhidas
amostras em duplicata de rim, encéfalo e figado, para isolamento bacteriano e
extragdo de DNA e posterior amplificagdo por PCR utilizando os iniciadores F1 e
IMOD especificos para regido do gene 16S rRNA de S. agalactiae. Em 56%
(112/200) dos peixes avaliados a PCR foi eficaz na deteccédo de positivos para S.
agalactiae e, somente, em 10% (20/200) dos peixes foi possivel o isolamento da
bactéria. Foi detectada por PCR em 100% (17/17) dos peixes com sinais clinicos e
destes 94,11% (16/17) por isolamento. Dos 183 peixes assintomaticos, 51,91%
foram positivos na PCR e somente 2,18% por isolamento. Esses dados sugerem
que o proprio peixe pode ser o reservatorio desta bactéria, podendo em condicoes
adversas, os animais assintomaticos tornarem-se sintomaticos e disseminar a
bactéria. Desta forma, a utilizagcao de técnicas de deteccdo mais sensiveis como a
PCR sao importantes para monitorar a presenga da bactéria nos tecidos de peixes
assintomaticos e intervir no manejo sanitario antes do agravamento dos sinais
clinicos e morte dos peixes.

Palavras-chave: PCR. Infecgdo subclinica. Sinais clinicos. Doenga bacteriana.



SCARPASSA, Josiane Aniele. Molecular detection and isolation of
Streptococcus agalactiae in Nile tilapia (Oreochromis niloticus) with and
without clinical signs of bacterial disease. 2014. 54p. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2014.

ABSTRACT

Production of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is in intensive growth in Brazil and
worldwide. Streptococcus agalactiae considered a serious health problem in tilapia
intensive culture systems, causing economic losses for this activity. The objective of
this current paper was to verify the effectiveness of PCR by means of amplification
technique and bacterial isolation of S. agalactiae in Nile tilapia with clinical signs and
asymptomatic during the four seasons of 2013. Two hundred fish were collected from
five farming properties of net tank fish, at the North region of Parana, Brazil, being 50
animals per season. Summer was the season with the greatest occurrence of S.
agalactiae not only due to the amplification technique by means of PCR, but also by
means of isolation technique. Among the collected fish, some presented clinical signs
of bacterial disease and others do not. From each fish samples were obtained in
duplicate from kidney, brain, liver for bacterial isolation and DNA extraction and
following up amplification, by means of PCR amplification with F1 and IMOD primers,
for the gene area 16 S sRNA specific for S. agalactiae. In 56% of evaluated fish, (112
out of 200) was detected positive for S. agalactiae by means of PCR and only in
10% (20 out of 200) of the fish the bacterium was detected by isolating. Were
detected the presence of S. agalactiae by PCR in 100% (17 out of 17) of fish with
clinical signs and, of these, 94.11% by isolation. Of the 183 asymptomatic fish,
51.91% was detected by PCR and only 2.18% by insulation. These data suggest that
fish itself can be the reservoir of this bacterium, and it may in adverse conditions, the
asymptomatic animals become symptomatic and disseminate the bacterium. Thus,
the usage of more sensitive detection techniques like PCR are important in order to
monitor the presence of the bacterium at the tissues of asymptomatic fish and
intervene at the sanitary handling before the aggravation of the clinical signals and
death of the fish.

Keywords: PCR. Subclinical infection. Clinical signs. Bacterial disease.
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FUNDAMENTAGAO TEORICA

1.1 CARACTERISTICAS GERAIS DA PRODUCAO

A Organizagcdo das Nacgdes Unidas (ONU) considera a pesca e a
aquicultura importantes atividades para a geracao de alimentos, visto que fornecem
alimento proteico de alta qualidade, além de contribuir para a geragdo de empregos
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (ARANA, 1999). A
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) recomenda o consumo anual de pescado de
pelo menos 12 quilos por habitante/ano. No Brasil entre os anos de 2009 e 2010 o
ritmo de crescimento da demanda por pescado foi de 7,9%. Em 2011 o pais
alcangou 11,17 quilos em média por habitante/ano chegando a ser 14,5% a mais do
que em relacdo ao ano anterior. Atualmente estima-se, pela primeira vez, que o
consumo interno de pescado deve alcancar a quantidade recomendada pela
Organizagdo das Nacdes Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) (BRASIL,
2013a). Segundo a FAO ha uma demanda crescente acelerada para a produgéo de
pescado no mundo e a previsao para 2030 € de um aumento de 100 milhdes de
toneladas por ano na producao mundial (BRASIL, 2011).

O Brasil tem sido visto como um dos paises com condi¢gdes de
atender a grande demanda de pescado mundial, podendo tornar-se um dos maiores
produtores mundiais, com possibilidade de chegar a produzir até 20 milhdes de
toneladas por ano (BRASIL, 2011). Essa previsdo € baseada no grande potencial
que o Brasil detém em relacao a piscicultura, visto que existe um vasto territério com
abundancia em recursos hidricos. Contabilizando as aguas continentais, ha no pais
mais de dez milhdes de hectares de lamina d’agua em reservatorios de usinas
hidrelétricas, acudes e propriedades particulares, o que representa
aproximadamente 13% da agua no mundo (SIDONIO et al., 2012). Em adic¢do a area
disponivel, o Brasil possui condi¢cdes climaticas que favorecem o cultivo de peixes
de agua doce, além de disponibilidade de graos para o processamento de ragdes
balanceadas (CASTAGNOLLI, 1995; BORGHETTI et al., 2003).

A produgdo aquicola nacional, de origem continental, aumentou
aproximadamente 40% no triénio 2008-2010, passando de 282.008,1 para 394.340,0
toneladas (BRASIL, 2010). A producao de 2011 foi de 544.490,0 toneladas, obtendo

um crescimento de 38,1% em relacdo a 2010. Em 2011, o Parana destacou-se na
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produgcao de pescado continental como o estado de maior produgao, com 73.831,1
toneladas. Um dos fatores para o crescimento significativo no setor da aquicultura
pode estar vinculado a ampliacdo de politicas publicas que facilitam o acesso aos
programas governamentais existentes, tal como o Plano Mais Pesca e Aquicultura

desenvolvido pelo Ministério da Pesca e Aquicultura (BRASIL, 2013b).

1.2 TILAPIA DO NILO (OREOCHROMIS NILOTICUS)

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pertence a Ordem
Perciformes, familia Cichlidae. A espécie & proveniente do continente Africano na
bacia do rio Nilo, no Leste da Africa e encontra-se amplamente disseminada nas
regides tropicais e subtropicais (CARVALHO, 2006). A introducédo da tilapia para
cultivo foi relatada em quase 100 paises diferentes, tanto para melhorar a
produtividade pesqueira como para auxiliar no desenvolvimento da aquicultura, pois
existem muitas informagdes detalhadas sobre as caracteristicas biologicas e
zootécnicas do cultivo da espécie (COWARD; BROMAGE, 2000; LEVEQUE, 2002;
BOSCARDIN, 2008). No Brasil, a tilapia do Nilo foi introduzida em 1971 em agudes
do nordeste e entdo difundiu-se para todo o pais (PROENCA; BITTENCOURT,
1994).

A tildpia do Nilo esta entre os peixes mais consumidos no mundo
(SINDONIO et al., 2012). Além disso, é considerada como a espécie de maior
potencial aquicola pelas diversas caracteristicas favoraveis de producgao, tais como
rapida taxa de crescimento, adaptacédo a diversas condi¢cdes de criagao, filé de alta
qualidade, boa aceitacdo de mercado, elevado valor comercial, além de apresentar
importantes requisitos para a industria da filetagem (FITZSIMMONS, 2000;
SHELTON, 2002; ONO; KUBTIZA, 2003; MOREIRA et al., 2007; RIGHETTI et al.,
2011). Essa espécie € recomendada principalmente para produgdo em tanques-
rede, pois, uma vez controlada a intensidade de sua propagacgdo, adapta-se
facilmente as praticas de manejo alimentar. Isso € possivel, pois a espécie
apresenta habito alimentar onivoro, de amplo espectro, que possibilita a utilizagao
de ragcdes comerciais com baixas quantidades de proteinas quando comparados aos
peixes carnivoros, diminuindo assim o custo de producdo. Uma das principais

caracteristicas, da espécie é a capacidade de tolerar altas densidades de estocagem
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(BALARIN; HALLER, 1982; PHILIPPART; RUWET, 1982; KEENLEYSIDE, 1991;
BEVERIDGE, 1996; FITZSIMMONS, 2000).

No Brasil, a tilapia do Nilo € a espécie mais utilizada na piscicultura.
Sua producao apresenta padrdo de crescimento constante desde 1994. Entre os
anos de 2003 a 2009 a tilapicultura cresceu 105%, passando de 65.857,5 para 132.
957,8 toneladas. Em 2011, a producao foi de 253.824,1 que representa 46,6% do
total da producédo de pescado continental do Brasil e o Parana destaca-se entre os
estados de maior producao (BRASIL, 2013b).

1.3 TANQUES-REDE

Tanques-rede sao estruturas flutuantes, que permitem a livre
circulagdo de agua no seu interior, usados para o confinamento de elevadas
densidades de peixes. Geralmente sdo compostos por uma estrutura metalica,
madeira ou material plastico onde s&o fixadas as redes ou telas, com diferentes
formas geomeétricas (cilindrico, paralelepipedo, cubico) (COSTA, 2003; ONO, 2005).

A producdo de peixes em tanque-rede € uma das modalidades de
sistema intensivo de criacdo (SCHMITTOU, 1993) e em fungéo de suas vantagens,
vem sendo uma das formas de producdo mais utilizadas no Brasil, assim como em
diversos paises com praticas em aquicultura (ZANIBONI FILHO et al., 2005). O
sistema intensivo de producdo de peixes € caracterizado por utilizar tecnologias
sofisticadas e gestdo da produgao, gerando alta produtividade. Destaca-se entre os
aspectos mais relevantes dessa modalidade de produgdo a total dependéncia de
fornecimento da alimentagao, continua renovacgao de agua e alta taxa de estocagem
(BEVERIDGE, 2004).

As principais vantagens do sistema de produgdo em tanque-rede
sdo: facil manejo, aproveitamento de ambientes aquaticos ja existentes, menor custo
de implantagdo quando comparado com viveiros escavados, rapido retorno de
investimento aliados a alta produtividade, alta e continua renovagao de agua, menor
variagdo dos parametros fisico-quimicos visando manter a qualidade da agua,
tecnologia facilmente assimilavel, possibilidade de observagéo constante dos peixes,
movimentagéo das gaiolas e despesca rapida (CONTE, 2002; BARBOSA, 2009).

Dentre as desvantagens observa-se a dependéncia total do sistema

de arragcoamento com a necessidade de dietas nutricionalmente completas; altas
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densidades de estocagem podem causar estresse aos peixes, deterioragdo da
qualidade da agua e acumulo de fezes e metabdlitos embaixo dos tanques-rede
promovendo impacto ambiental. Possiveis doengas podem se dispersar rapidamente
pela piscicultura com o risco de haver a introdugdo destas no ambiente,
prejudicando a populacado natural. Necessidade de fluxo constante de agua através
das redes, risco de incrustamento e rompimento da tela das gaiolas com perda da
producdo, e confltos para o uso de aguas publicas sujeita a legislagao
(BEVERIDGE, 1986; SWANN et al., 1994; SCHMITTOU, 1993; CAMARGO, 2007;
AYROZA, 2009).

A piscicultura intensiva deve ser planejada, administrada com
critérios técnicos e cientificos, embasada por diretrizes legais que assegure o
desenvolvimento sustentavel da atividade e o uso multiplo do recurso hidrico
(AYROZA et al, 2006). Perrez (1999) relatou que o crescimento desordenado da
atividade e a auséncia de controle sanitario em uma piscicultura contribuem para a
producdo de pescado de qualidade duvidosa e alta taxa de mortalidade decorrente,

principalmente de doengas bacterianas.

1.4 ESTREPTOCOCOSE EM PEIXES

As bactérias no meio aquatico fazem parte da microbiota da agua,
sendo encontradas também na superficie e nas branquias dos peixes (PAVANELLI
et al.,, 2002). Muitas bactérias também podem ser consideradas como patdégenos
oportunistas, podendo manifestar-se causando infec¢gdes bacterianas quando os
animais estdo em condigdes adversas (SOUTHGATE, 1993; BOIJINK; BRANDAO,
2004).

Entre as espécies de bactérias patogénicas para peixes as principais
sdo: Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae, Pseudomonas fluorescenses,
Aeromonas hydrophila, Flavobacterium columnare, Edwardisiella tarda, Vibrio
vulnificus (ROBERTS; SOMMERVILLE, 1982; FIGUEIREDO; LEAL, 2008).

A estreptococose é considerada como o0 maior problema sanitario no
cultivo intensivo de tilapias (SURESH, 1999). E relatada como um conjunto de
doencgas similares que possuem como agentes diferentes géneros e espécies de
bactérias, capazes de lesar o sistema nervoso central além de causar sinais clinicos

tipicos de septicemia. Entre as bactérias que podem causar estreptococose se
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encontram Lactococcus garvieae, Lactococccus piscium, Lactococccus piscium,
Streptococcus parauberis, S. iniae, S. agalactiae, Vagococcus salmoninarum
(PLUMB, 1999; TORANZO et al., 2005) Streptococcus equi, Streptococcus
equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus zooepidemicus (UGAJIN, 1981),
Streptococcus dysgalactiae (NOMOTO et al., 2004).

A infeccdo de peixes por Streptococcus spp. foi primeiramente
descrita em 1958 por Hoshima et al. em truta arco iris (Oncorhynchus mykiss), no
Japao. O primeiro relato do isolamento de Streptococcus spp. em tilapia foi descrito
por Wu (1970) e a partir disso, este patégeno foi encontrado e responsabilizado por
grandes prejuizos, particularmente no Japao (KITAO et al., 1981), Taiwan (MING-
CHEN et al.,, 1985), Israel (HUBERT, 1989), Arabia Saudita (AL-HARB, 1994),
Estados Unidos da América e América Central (PLUMB, 1997). No Brasil este
microrganismo foi identificado como patégeno por Salvador et al. (2003; 2005)
(FIGUEIREDO et al., 2006).

De acordo com Evans et al. (2006) as espécies S. iniae e S.
agalactiae foram descritas acometendo mais de 50 espécies em 29 familias de
peixes de agua doce, estuarina e marinha, o que mostra a facilidade de adaptagao
desses agentes a diversos hospedeiros. Além disso, essas espécies destacam-se
como os principais agentes etiologicos responsaveis por elevados prejuizos
econdmicos na tilapicultura mundial (EVANS et al., 2000; AGNEW; BARNES, 2007;
MIAN et al. 2009). Embora as infecgdes por S. agalactiae tenham sido relatadas em
diversas espécies de peixes e em ampla variedade de ambientes aquaticos as
infeccbes por essa bactéria ocorrem principalmente em espécies de peixes de agua
quente, geralmente quando a temperatura das aguas estd, acima 15 °C (ELDAR et
al., 1994; KAWAMURA et al., 2005; SITI - ZAHRAH et al., 2008).

Abuseliana et al. (2010), Zamri - Saad et al. (2010) estimaram que
as perdas anuais por estreptococose causam elevados prejuizos mundialmente. A
estreptococose em tilapias é apontada como uma doengca comum, sendo uma das
mais sérias enfrentadas por paises produtores, incluindo o Brasil (FIGUEIREDO et
al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2009).

No norte do Parana o isolamento de Streptococcus sp. foi realizado
por Salvador et al. (2005), em tilapia do Nilo criadas em sistema intensivo, com
sinais neuroldgicos. Figueiredo et al. (2006) identificaram S. agalactiae de tilapia do

Nilo cultivadas em sistema intensivo em diversas regides do Brasil, inclusive no
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estado do Parana. Esta espécie € o agente mais comum e o principal patégeno no
que acomete criagdes de tilapia no Brasil (FIGUEIREDO, 2012).

As tilapias infectadas por Streptococcus spp. apresentam sinais
clinicos similares aos de outras infec¢cdes bacterianas, o que torna o diagndstico
laboratorial importante para determinar a etiologia da infecgdo (PLUMB, 1997).

A estreptococose pode ser observada em peixes que apresentam
massa corporal variando de 50 a 1000 gramas. No entanto, € mais predominante na
fase da engorda, quando os individuos apresentam de 400 a 600 gramas. Em
alevinos e juvenis de tilapias, a enfermidade parece ndo se manifestar. Entretanto a
possibilidade destes serem portadores assintomaticos e levarem a bactéria para a
producao ndo é descartada (FIGUEIREDO et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2009).

Os sinais clinicos mais frequentemente relatados em peixes
infectados por S. agalactiae foram: natacido erratica, letargia, anorexia, ascite,
exoftalmia uni ou bilateral, opacidade da cérnea, hemorragias no olho, na base das
barbatanas e no opérculo e escurecimento de pele (PLUMB, 1999; SALVADOR et
al., 2005; SUANYUK et al., 2005; AUSTIN; AUSTIN, 2007; SITI - ZAHRAH et al.,
2008; PRETTO - GIORDANO et al., 2010 ABUSELIANA et al., 2010, 2011 ).

Nem todos os sinais clinicos descritos ocorrem nos peixes afetados,
de tal maneira que peixes doentes podem nao apresentar estes sinais clinicos
evidentes, ocorrendo morte subita (ELDAR et al.,1995; MUSA et al., 2009; PRETTO
- GIORDANO et al., 2010; RODKHUM et al., 2011; YE et al., 2011).

Em peixes infectados por S. agalactiae, o baco e figado geralmente
apresentam-se hipertrofiado, observa-se congestdo difusa cerebral com liquido
cefaloraquideano hemorragico e acumulo de liquido na cavidade visceral (ELDAR et
al.,, 1994; PLUMB, 1999 , 1995; SALVADOR et al., 2005; SUANYUK et al., 2005;
PRETTO - GIORDANO et al., 2010).

As bactérias que levam a necrose de tecidos, entram e se
multiplicam no interior dos macréfagos e subsequentemente invadem a corrente
sanguinea (ELDAR et al., 1994; EVAN et al., 2002; MUSA et al., 2009). Com isso os
macrofagos podem atuar como disseminadores de S. agalactiae permitindo a
travessia da barreira hematoencefalica causando a entrada da bactéria no sistema
nervoso. (EVANS et al., 2001; NGUYEN et al., 2001; BOWATER et al., 2012).

Shoemaker e Klesius (1997) descreveram dificuldades no tratamento

de infecgcdes por esse patdogeno com antimicrobianos, em parte devido a
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sobrevivéncia de Streptococcus spp. no interior de macrofagos, pois muitos
antibidticos ndao penetram nestas células. Segundo os autores, os antibidticos
podem minimizar os sinais clinicos, mas n&o eliminar o agente e os peixes doentes,
devido a anorexia, nao se alimentam da ragao medicada, dificultando o tratamento e
ainda predispondo a selegado de cepas mais resistentes do microrganismos.

Shoemaker e Klesius (1997) e Nakanishi et al. (2002) relataram que
apenas o uso de antibioticos ndo € eficaz para eliminar a bactéria. Esta estratégia
deve estar associada as praticas de manejo, como a adequacéo das densidades de
estocagem, rapida retirada das fontes de infecgdo como peixes mortos, com sinais
clinicos, fornecimento de quantidades balanceadas de racao e realizagao de testes
laboratoriais com frequéncia para certificar que a produgdo esta isenta do agente
bacteriano.

S. agalactiae isolado de peixes infectados naturalmente apresentam
resisténcia a gentamicina e estreptomicina e apresentam sensibilidade em ordem
decrescente aos antibioticos oxitretraciclina, ampicilina, ciprofloxacina, amoxacilina
com acido clavulénico, cloranfenicol, rifampicina e sulfa com trimetoprim (EVANS et
al.,, 2002). Cepas isoladas no Brasil apresentaram sensibilidade a amoxacilina,
cloranfenicol, eritromicina, norfloxacina, tetraciclina e sulfonamida (FIGUEIREDO,
2006).

O Aquaflor® nome comercial da formulagdo com florfenicol (FFC), é
0 Unico antibidtico com utilizagado autorizada para uso na aquicultura no Brasil. Este
€ indicado pela Food and Drug Administration (FDA), registrado no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), recomendado para o tratamento de
espécies de tilapia e seus hibridos com septicemias hemorragicas causadas por S.
agalactiae entre outros. O uso indiscriminado de antibioticos pode implicar em riscos
a saude publica, visto que existe a probabilidade dos genes de resisténcia serem
disseminados por plasmideos entre as diferentes bactérias, o que possivelmente
acarretara na selegdo de cepas bacterianas mais resistentes (CHELOSSI et al.,
2003; AKINBOWALE et al., 2006; CABELLO, 2006; SCHERING-PLOUGH, 2009) .

Uma alternativa ao uso de antimicrobianos é a imunizagcdo dos
peixes (SACCHETINI et al., 2010). No Brasil, Pretto-Giordano et al. (2010) avaliaram
experimentalmente a eficacia de uma vacina autéctone com uma e duas doses
intraperitoneal e obtiveram 83,6 e 96,6% de eficacia, respectivamente. Em 2011, foi

aprovada a primeira vacina comercial, (Aquavac®Strep, SA MSD Saude Animal),



19

inativada, administrada via intraperitoneal em tilapias para a prevencdo de S.
agalactiae (MSD SAUDE ANIMAL, 2012). Salvador et al. (2011) obtiveram 84% de
eficacia da vacina (Aquavac®Strep) em peixes vacinados e desafiados com S.

agalactiae experimentalmente.

1.5 CARACTERISTICAS DE S. AGALACTIAE

S. agalactiae é pertencente ao grupo B de Lancefield (GBS),
classificagdo sorolégica baseada nas caracteristicas antigénicas de um
polissacarideo de composigao variavel chamado carboidrato C, localizado na parede
celular. As bactérias, do género Streptococcus, sao identificadas pelos grupos
soroldgicos denominados grupos de Lancefield (A-H e K-V) (LANCEFIELD, 1933;
TRABULSI; ALTERTHUM, 2005).

Esta espécie de bactéria possui células esféricas ou ovoides com
0,5 a 2,0 ym de diametro apresentando-se aos pares ou em cadeias, Gram-positiva,
nao formadora de esporos, imovel, catalase negativa, esculina negativa, anaerodbia
facultativa. A espécie obtém energia por meio da fermentagéo de carboidratos como
a glicose, que resulta na maior parte em acido latico, € nutricionalmente exigente
requerendo meios enriquecidos, geralmente pela adicdo de sangue, para
desenvolvimento a temperaturas de 25 a 45 °C, com temperatura 6tima de 37 °C.
(HARDIE; WHILEY, 1997; KILLIAN, 1998; TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Suas
colbnias apresentam a coloragdo cinza, sao circulares e levemente brilhantes em
meio de cultivo contendo sangue. Os isolados de GBS podem apresentar alfa-
hemolise, beta-hemodlise e gama-hemolise (SPELLERBERG; BRANDT, 2007). As
cepas de GBS possuem nove sorotipos diferentes de polissacarideo capsular (CPS)
designados la, Ib, I, I, IV, V, VI, VII, VIII e sdo antigenicamente diferentes (JOHRI
et al., 2006).

S. agalactiae é capaz de infectar naturalmente uma ampla gama de
hospedeiros como animais terrestres e aquaticos, incluindo humanos. Esta
frequentemente associada com meningoencefalite em peixes com alta mortalidade,
mastite em bovinos, em recém-nascidos pode causar pneumonia septicemia e
meningites (EVANS et al., 2002; MITCHELL, 2003; JOHRI et al., 2006; OLIVEIRA et
al., 2006; MIAN et al., 2009).
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1.6 IDENTIFICAGCAO DE MICRORGANISMOS

Apesar de um histérico clinico e sinais da doenga proporcionarem
informagdes importantes sobre os possiveis agentes etioldgicos, a caracterizagao
taxondbmica é frequentemente necessaria para identificar com seguranga um
patogeno especifico (FRERICHS; MILLAR, 2003). Em peixes, os sinais clinicos nao
sdo patognoménicos, ou seja, ndo sdo especificos para uma doenga, além disso, as
infeccbes podem ocorrer como infecgdes subclinicas, sendo os animais portadores
assintomaticos do patégeno. Assim, uma abordagem confiavel para o diagnéstico de
doencgas em peixes encontra-se na identificagcao especifica dos agentes patogénicos
usando métodos laboratoriais. Os métodos de diagnodsticos descritos para triagem
ou diagnostico de doengas em peixes sao baseados tanto no isolamento do
patdgeno seguido por sua identificacdo especifica, ou na demonstracdo de
antigenos especificos dos agentes patogénicos através de um método de deteccao
imunoldgica. No entanto, nos ultimos anos, técnicas de biologia molecular, como a
reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), sondas de DNA para hibridagéo in situ tem
sido constantemente avaliados para esses fins (OIE, 2012).

As técnicas fenotipicas para identificacdo de microrganismos exigem
diversos testes bioquimicos, entre eles verificacdo de reagdes metabdlicas,
caracterizagao de colénias e morfologia celular em esfregagos corados pelo método
de Gram. Além disso, essas técnicas podem determinar até 1 a 10% de resultados
falso-negativos, devido a interferéncia de fatores ambientais sobre a expresséao
génica (ZSCHOCK et al., 2005; BANDO, 2008).

O cultivo de microrganismos € considerado a técnica ouro do
diagndstico, pois € possivel a visualizagdo dos mesmos para a sua identificagdo. No
entanto, muitas vezes surgem dificuldades para coletar o material clinico a campo,
além da necessidade desse material estar em boas condi¢gdes, podendo levar a
contaminagdo por bactérias oportunistas impossibilitando o isolamento dos
microrganismos e, assim, a sua identificagdo (CARDOSO et al., 2006). Em adigao,
quando existe similaridade fisiolégica, nutricional e sorolégica entre os isolados os
métodos de avaliagao fenotipica, muitas vezes sédo incapazes de distinguir espécies
e linhagens diferentes. Devido a estas limitagbes, muitos pesquisadores preferem
utilizar métodos moleculares, como a PCR (JAFAR et al., 2009). Tecnologias

baseadas nos aspectos genéticos possibilitam a detecgdo do patdogeno diretamente
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no material biolégico, complementando ou até podendo substituir o cultivo
microbiolégico e as técnicas sorolégicas e histolégicas (CUNNINGHAM, 2002). No
entanto, as provas bioquimicas sdo de elevada importancia para a verificacido da
sensibilidade dos microrganismos a diferentes compostos, além de auxiliarem na
investigacdo de enzimas estruturais, estudo de metabdlitos e catabdlitos
(MARTINEZ; TADDEI, 2008). Kampfer e Glaeser, (2011, 2012) relataram que a
interagdo entre o conjunto de dados genéticos e fenotipicos fornecem uma base
so6lida para a descricao da diversidade em procariotos.

O método de PCR, quando comparado com métodos tradicionais de
diagnostico, apresenta maior capacidade de discriminacdo e tipificagdo, maior
seletividade, especificidade, rapidez, apresenta bom limite de detecg¢ao e possibilita
trabalhar com material preservado inadequadamente para detec¢cao de bactérias
(MARTINEZ et al., 2001; PHUERKTES et al., 2001).

Os oligonucleotideos utilizados na PCR influenciam diretamente na
especificidade e sensibilidade da reacdo, por isso € necessario a utilizacdo de
sequéncias especificas, direcionadas para o patdégeno alvo (TAMAPARU, 2001).
Martinez et al. (2001) propuseram um conjunto de iniciadores denominados F1 e
IMOD que permite a amplificacdo apenas para as amostras de DNA gendémico de S.
agalactiae de isolados humanos e bovinos, além do diagnostico desta bactéria em
leite. Jafar et al. (2009) realizaram a identificacdo espécie-especifica de S.
agalactiae com os iniciadores F1 e IMOD em isolados de diversos 6rgaos de peixes.
Os resultados obtidos por estes autores foram comparados com testes
microbiolégicos e bioquimicos e obtiveram resultados similares, comprovando a
robustez e confiabilidade da técnica de PCR com esses iniciadores. Os iniciadores
F1 e IMOD permitem a amplificacdo de sequéncias de DNA especificas para a
espécie S. agalactiae com o tamanho de 220 pares de bases (pb). Essas
sequéncias especificas estao localizadas dentro de sequéncias de nucleotideos que
codificam para o rRNA 16S (MARTINEZ et al., 2001).

O gene 16S rRNA é utilizado como uma regido gendémica padrao
para a identificagdo de espécies, géneros e familias de bactérias (WOESE,
1987;GURTLER; STANISICH, 1996). Os ribossomos possuem sua estrutura
altamente conservada em todas as espécies, essenciais para a sobrevivéncia de
todos os organismos, pois sdo moléculas que compdem a maquinaria de sintese de

proteinas. Nas bactérias os ribossomos sdao compostos por duas subunidades, uma
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€ denominada subunidade maior 50S formada pelo rRNA 23S, RNA 5S e mais 30
proteinas e uma outra subunidade menor 30S que é formada pelo rRNA 16S e mais
20 proteinas (PEl et al., 2009).

Os genes ribossomais rRNA 23S e rRNA 5S e rRNA 16S estédo
organizados em um operon onde sao sintetizados como um unico RNA, podendo
estar presente em multiplas cépias no genoma (WOESE, 1987; PEI et al., 2010).
Composto por um conjunto de aproximadamente 1550 nucleotideos, o gene 16S
rRNA possui sequéncias conservadas (regides universais) e regides variaveis. Em
geral o 16S rRNA apresenta nove "regides hipervariaveis". Essas regides
apresentam diversidade de sequéncias entre as diferentes espécies bacterianas,
sendo por isso usadas para o enquadramento taxondmico, além de ser geralmente
um das regides preferidas na selegdo de iniciadores para amplificagcdo por PCR e
construcdo de relagbes filogenéticas entre as espécies (CHAKRAVORTY et al.,
2007; PEI et al., 2009).

As técnicas de biologia molecular tém propiciado melhora
significativa na eficiéncia e qualidade do diagndstico de enfermidades de peixes
(FIGUEIREDO; LAEL, 2008). A identificagao, classificagao e caracterizagdo genética
de muitos patégenos de peixes, incluindo agentes bacterianos, parasitas, fungos e
virus, tem sido realizadas por técnicas como a PCR, Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP), hibridizacdo e sequenciamento (CUNNINGHAM, 2002;
EAST, 2008). Muitas das técnicas moleculares foram incorporadas a legislagcao de
sanidade de peixes como uma ferramenta para controlar a disseminagdao de
enfermidades, como descritas pela Organizacao Mundial de Saude Animal (OIE,
2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a eficacia da amplificacdo por PCR e isolamento bacteriano
de Streptococcus agalactiae em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) com sinais

clinicos e assintomaticos durante as quatro estagdes do ano de 2013.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a ocorréncia de Streptococcus agalactiae em peixes
durante o verao, outono, inverno e primavera do ano de 2013 em propriedades de
criacdo do norte do Parana.

Identificar cepas de S. agalactiae isoladas de érgaos de tilapias.

Verificar a presenca de S. agalactiae em peixes com e sem sinais
clinicos de doenca bacteriana.

Verificar a eficacia da detecgao de S. agalactiae por PCR em relagéo

ao isolamento bacteriano de 6rgaos de tilapias sem sinais clinicos.
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3 ARTIGO CIENTIFICO

DETECCAO MOLECULAR E ISOLAMENTO DE Streptococcus agalactiae EM
TILAPIA DO NILO (Oreochromis niloticus) COM E SEM SINAIS CLINICOS DE
DOENGCA BACTERIANA

RESUMO

A producao de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) esta em intenso crescimento no
Brasil e no mundo. Streptococcus agalactiae é considerado um sério problema
sanitario em sistemas intensivo de cultivo de tilapias, causando prejuizos
econdmicos a atividade. O objetivo do presente trabalho foi verificar a eficacia de
identificacdo de S. agalactiae pela técnica de amplificagdo por PCR e isolamento
bacteriano de S. agalactiae em tilapia do Nilo com e sem sinais clinicos de doenga
bacteriana durante as quatro estagdes do ano de 2013. Foram coletados 200 peixes
em cinco propriedades de criacdo em tanques-rede, no norte do Parana, Brasil,
sendo 50 animais por estacdo. O verao foi a estacdo com maior ocorréncia de S.
agalacitae tanto pela técnica de amplificagdo por PCR quando pela técnica de
isolamento. Dentre os peixes coletados, 17 apresentavam sinais clinicos de doenca
bacteriana e 183 estavam aparentemente saudaveis. De cada peixe foram colhidas
amostras em duplicata de rim, encéfalo e figado, para isolamento bacteriano e
extracdo de DNA e posterior amplificacdo por PCR utilizando os iniciadores F1 e
IMOD especificos para regido do gene 16S rRNA de S. agalactiae. Em 56%
(112/200) dos peixes avaliados a PCR foi eficaz na deteccédo de positivos para S.
agalactiae e, somente, em 10% (20/200) dos peixes foi possivel o isolamento da
bactéria. Foi detectada por PCR em 100% (17/17) dos peixes com sinais clinicos e
destes 94,11% (16/17) por isolamento. Dos 183 peixes assintomaticos, 51,91%
foram positivos na PCR e somente 2,18% por isolamento. Esses dados sugerem
que o proprio peixe pode ser o reservatorio desta bactéria, podendo em condicoes
adversas, os animais assintomaticos tornarem-se sintomaticos e disseminar a
bactéria. Desta forma, a utilizagdo de técnicas de detecgcao mais sensiveis como a
PCR sao importantes para monitorar a presenga da bactéria nos tecidos de peixes
assintomaticos e intervir no manejo sanitario antes do agravamento dos sinais
clinicos e morte dos peixes.

Palavras-chave: PCR, infeccdo subclinica, sinais clinicos, doenga bacteriana.
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MOLECULAR DETECTION AND ISOLATION OF Streptococcus agalactiae IN
NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) WITH AND WITHOUT CLINICAL SIGNS
OF BACTERIAL DISEASE.

ABSTRACT

Production of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is in intensive growth in Brazil and
worldwide. Streptococcus agalactiae considered a serious health problem in tilapia
intensive culture systems, causing economic losses for this activity. The objective of
this current paper was to verify the effectiveness of PCR by means of amplification
technique and bacterial isolation of S. agalactiae in Nile tilapia with clinical signs and
asymptomatic during the four seasons of 2013. Two hundred fish were collected from
five farming properties of net tank fish, at the North region of Parana, Brazil, being 50
animals per season. Summer was the season with the greatest occurrence of S.
agalactiae not only due to the amplification technique by means of PCR, but also by
means of isolation technique. Among the collected fish, some presented clinical signs
of bacterial disease and others do not. From each fish samples were obtained in
duplicate from kidney, brain, liver for bacterial isolation and DNA extraction and
following up amplification, by means of PCR amplification with F1 and IMOD primers,
for the gene area 16 S sRNA specific for S. agalactiae. In 56% of evaluated fish, (112
out of 200) was detected positive for S. agalactiae by means of PCR and only in
10% (20 out of 200) of the fish the bacterium was detected by isolating. Were
detected the presence of S. agalactiae by PCR in 100% (17 out of 17) of fish with
clinical signs and, of these, 94.11% by isolation. Of the 183 asymptomatic fish,
51.91% was detected by PCR and only 2.18% by insulation. These data suggest that
fish itself can be the reservoir of this bacterium, and it may in adverse conditions, the
asymptomatic animals become symptomatic and disseminate the bacterium. Thus,
the usage of more sensitive detection techniques like PCR are important in order to
monitor the presence of the bacterium at the tissues of asymptomatic fish and
intervene at the sanitary handling before the aggravation of the clinical signals and
death of the fish.

Keywords: PCR, subclinical infection, clinical signs, bacterial disease.
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4 INTRODUCAO

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies de
peixe mais produzidas no mundo e no Brasil (SIDONIO, 2012). O mercado mundial
registrou a produgéo de 3.497.391 toneladas de tilapia em 2010, totalizando US$ 14
bilhdes ao ano, de acordo com dados da FAO (BRASIL, 2013a). Mundialmente, na
ultima década houve um acréscimo medio na producao de 10,4% ao ano. No Brasil
o0 padrao de crescimento foi constante desde 1994, sendo que entre os anos de
2003 a 2009 a tilapicultura cresceu 105%, passando de 65.857,5 para 132. 957,8
toneladas. Em 2011, a produgao foi de 253.824,1 o que representa 46,6% do total
producao de pescado continental do Brasil (BRASIL, 2013b).

Esta espécie tem destaque na producao por diversas caracteristicas
como a adaptacdo a diferentes ambientes, rusticidade, facilidade de criacao,
excelente conversao alimentar, custos de producédo relativamente baixos e boa
aceitagdo no mercado consumidor (BEVERIDGE; BAIRD, 1998; NANDLAL,;
PICKERING, 2004).

No Brasil, o sistema intensivo de producédo mais utilizado é o tanque-
rede, que tem como caracteristica a alta densidade de estocagem e o arragoamento
intensivo. Essas caracteristicas podem levar ao acumulo local de matéria organica
que fornece substrato para a multiplicagdo de microrganismos patogénicos,
deteriorioragdo da qualidade da agua, promovendo uma situagcéo de estresse aos
peixes que os torna susceptiveis as enfermidades. Em adi¢ao, o estado nutricional e
a temperatura da agua podem atuar diretamente no sistema imune dos peixes,
tornando-os susceptiveis a doengas (PLUMB, 1997; SHOEMAKER et al., 2000).

Perez (1999) relatou que o crescimento desordenado da atividade,
seguido de um descontrole sanitario, favorece elevada mortalidade principalmente
por doengas bacterianas, além da producédo de pescado com qualidade duvidosa.
Com o intuito de diminuir os problemas sanitarios, os produtores utilizam antibiéticos
de forma indiscriminada, que prejudicam o ambiente e qualidade do pescado
(KLESIUS et al., 2004).

A estreptococose é considerada como um conjunto de doengas
similares, causada por diferentes géneros e espécies bacterianas que atingem o
sistema nervoso central e determinam septicemia em peixes (TORANZO et al.,

2005). Esta doencga tornou-se um dos maiores problemas no cultivo intensivo de
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tilapias, contribuindo para grandes perdas econdémicas (SHOEMAKER; KLESIUS,
1997). A espécie Streptococcus agalactiae € uma das principais espécies
bacterianas do complexo que afetam a producéo de tilapias no mundo e no Brasil
(EVANS et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 2006; FIGUEIREDO; LEAL, 2008).

Um dos mecanismos de manutencdo da doencga ocorre devido
portadores aparentemente saudaveis, que foi demonstrado em salmao, truta
prateada, robalo e tilapia (TORANZO et al, 1993; . ELDAR et al.1995; AKHLAGHI et
al, 1996; ROMALDE et al, 1996). Outros potenciais reservatérios das bactérias
incluem os peixes que sobrevivem a surtos de doencga, a agua e a prépia lama dos
locais onde estéo instaladas as propriedades de criacao intensiva (TORANZO et al.,
1993 , AKHLAGHI et al., 1996; SHOEMAKER; KLESIUS,1997; BROMAGE et al . ,
1999).

A transmissao do patdégeno por sua vez, pode ser por contato direto
entre peixes doentes com peixes saudaveis ou por contato indireto, por meio da
agua contaminada (SHOEMAKER et al.,, 2000; FIGUEIREDO et al.,, 2007). A
infeccdo pode ocorrer quando peixes infectados mortos, vivos, moribundos ou
aparentemente saudaveis liberam a bactéria na agua, permitindo-lhe colonizar
outros peixes, e ainda, por ingestdo de olhos e visceras (MINAMI, 1979; SURESH,
1999; SHOEMAKER et al., 2000).

Isolamentos bacterianos em peixes sem sinais clinicos de bacteriose
tém sido descritos, no entanto, em baixas quantidades, como relatados por
Abuseliana et al. (2010), na Malasia, que isolaram 100% de S. agalactiae de peixes
com sinais clinicos e somente 5% dos peixes sem sinais clinicos de bacteriose. O
uso de métodos moleculares de diagndstico tem possibilitado aumentar a
sensibilidade e a especificidade no processo de detecgao de patégenos, reduzindo
erros na interpretacdo de dados bioldgicos, morfologicos, pois os métodos
moleculares utilizam sequéncias especificas do genoma de um dado organismo
(MARTINS, 2006). Por estas caracteristicas, diagnosticar infeccbes com base em
PCR tem sido efetivamente aplicado para uma ampla gama de microrganismos
(YANG; ROTHMAN, 2004; TORANZO et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi verificar a eficacia da amplificagdo por
PCR e isolamento bacteriano de Streptococcus agalactiae em tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus) com sinais clinicos e assintomaticos durante as quatro

estagdes do ano de 2013.
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S MATERIAL E METODOS

5.1 COMITE DE ETICA

Projeto aprovado pela comissao de ética da Universidade Estadual
de Londrina OF.CIRC.CEUA n° 249/12.

5.2 COLETAS

Foram estudadas cinco propriedades, denominadas A, B, C, D e E,
de criagdo intensiva em tanque-rede, de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
localizadas no rio Paranapanema, regidao norte do Parana, Brasil. As pisciculturas
continham 780, 375, 120, 80, 130 tanques-rede de 6m?®, respectivamente, e todas
com densidade de estocagem com 800 peixes em meédia por gaiolas. Realizou-se
uma coleta em cada propriedade durante o verdo, outono, inverno e primavera, no
periodo de janeiro a dezembro do ano de 2013. Em cada coleta foi selecionado
aleatoriamente um tanque-rede e coletados 10 peixes com massa média de 300
gramas. No total foram coletados 200 peixes, sendo 50 em cada estacao do ano.

No momento da coleta, foi avaliada a temperatura da agua e
observado a presenca de animais com sinais clinicos como escurecimento de pele
lesdes, letargia, natacdo erratica, exoftalmia, distensédo visceral. Os peixes foram
transportados vivos em sacos plasticos, contendo agua do proprio local e oxigénio
sob pressao, para o Laboratorio de Microbiologia Veterinaria e Doengas Infecciosas
do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), da Universidade
Estadual de Londrina — UEL.

Os peixes foram anestesiados com Benzocaina, na proporgcao de 1 g
de Benzocaina para 10 mL de alcool 96°GL em 10 L de agua, segundo Stoskopf
(1993) e submetidos ao exame externo fisico e a necropsia.

Foram coletadas amostras em duplicata, individualmente e
assepticamente de rim, figado e encéfalo de cada um dos 200 peixes. As amostras
para o isolamento bacteriano foram semeadas imediatamente apds a coleta e para
as extracdo de DNA armazenadas em microtubos, esterilizados, a - 20 °C até o

processamento de extracdo de DNA para a realizagao das reagdes de PCR.
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5.3  ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA DAS CEPAS BACTERIANAS

Para o isolamento bacteriano foram utilizadas um total de 600
amostras, sendo 150 por periodo. Estas foram semeadas em agar Columbia (Difco
Laboratories, Sparks, MD) suplementado com 5% de sangue ovino desfibrinado
(ACS) e incubadas a 30 °C, em aerofilia, por 48 horas. Apds incubacao, foi
observado o crescimento bacteriano e das colbnias obtidas observou-se
caracteristicas como a morfologia e a presenga de hemdlise. As colbnias
consideradas tipicas foram submetidas a coloragdo de Gram, prova da catalase,
esculina e realizada a classificagdo no grupo de Lancifield pelo Slidex Strepto kit
(BioMerrieux — Franca) (EVANS et al., 2002). As cepas previamente caracterizadas
por esses testes foram submetidos a extragdo de DNA e amplificagdo por PCR com
iniciadores especificos para a espécie S. agalactiae F1 e IMOD, descritos por
Martinez et al. (2001). As cepas caracterizadas como S. agalactiae foram
armazenadas em microtubos contendo 2 mL do caldo com crescimento bacteriano
com 100 pyL de glicerina estéril, e estocadas a, - 20 °C no Banco de cepas do

Laboratério de Microbiologia Veterinaria e Doengas Infecciosas — DMVP-UEL.

5.4  EXTRACAO DE DNA DE CEPAS BACTERIANAS ISOLADAS DOS TECIDOS DE PEIXES

Para a extracdo do DNA gendmico dos isolados previamente
identificadas por testes bacteriologicos, trés coldnias isoladas foram coletadas e
adicionadas a 200 yL de tamp&o TE (10 mM Tris HCL e, 1 mM EDTA) pH 8,0,
homogeneizadas por 10 segundos em Vortex e submetido a fervura (100 °C) em
banho-maria modelo EVLAB EV: 015-T, por 10 minutos, seguido de centrifugagao a
12.000 rpm por trés minutos. O sobrenadante foi coletado e estocado a -20 °C até o
momento de uso. Para reagbes de PCR com DNA gendmico foram utilizados 2uL

desta solucéo.

5.5  IDENTIFICACAO MOLECULAR POR PCR

Para identificacdo molecular foi utilizada a técnica de amplificacédo

por PCR, utilizando iniciadores F1 e IMOD descritos por Martinez et al. (2001) que
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amplificam especificamente individuos da espécies S. agalactiae, a partir da regiao
ribossomal 16S.

A reacdo de PCR para os iniciadores F1 e IMOD apresentou um
volume final de 20 pL contendo 2,0 pL de tampé&o (10x); 1,0 yL de MgCl, (50 mM);
0,4 uL da solucédo de trifosfatos de desoxinucleotideos (25 mM); 1,5 yL de cada
iniciador (10 uM); 0,2 uL de Taq DNA polimerase (5u/uL), 2,0 yL da amostra de DNA
bacteriano e 11,4 uL de H,O ultra pura. Cada reacao foi submetida a 32 ciclos de
amplificagdo no termociclador (TECHNE — TC 512). O primeiro ciclo foi precedido de
uma fase de desnaturacgao inicial de 4 minutos, a 94 °C. Cada ciclo de amplificacao
consistia em uma desnaturagao a 94 °C, durante 30", pareamento dos iniciadores a
55 °C, durante 30", nos primeiros 10 ciclos e a 51 °C, nos 22 ciclos restantes, e
extensao a 72 °C, por 30”. O ultimo ciclo foi sucedido por passo de extensao final
por 4 minutos, a 72 °C.

Apos amplificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1,2% corado com Sybr Safe® (Invitrogen) e registrado com foto
documentador L PIX Loccus Biotecnologia. Os géis foram analisados quanto a
presenga ou auséncia de amplicons e foram consideradas amostras positivas as que
obtiveram um amplicon com tamanho de 220 pb, os quais s&o os previstos para os

iniciadores utilizados.

5.6 ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DOS INICIADORES F1 E IMOD

O DNA da linhagem de referéncia S. agalactiae (ATCC 13813) foi
extraido e amplificado por meio dos iniciadores F1 e IMOD. Em seguida, utilizando o
kit para purificacdo de produto de PCR, E.Z.N.A Cycle-Pure Kit (OMEGA bio-tek),
conforme as instrugdes do fabricante, os amplicons foram purificados, quantificados
e sequenciados. A sequéncia obtida foi comparada com o banco de dados visando a
confirmacdo da amplificacdo especifica utilizando os iniciadores F1 e IMOD. A
sensibilidade dos iniciadores foi de 5,84 X 10" UFC.
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5.7  EXTRACAO DE DNA DOS TECIDOS

A extragdo de DNA das 600 amostras dos 6rgéos foi pelo método de
extracdo por fenol-cloroférmio com lise enzimatica por proteinase K descrito por
Sambrook et al. (1989) com adaptacdes.

Foram macerados individualmente 25 mg de rim, figado e encéfalo.
Cada amostra foi resuspendida e homogeneizada com 300 pL de solugdo de lise
(1,8 uL NaCl 5M; 450 pL TrisHCI 1M, pH 8, 90 uL SDS 10%; 36 uL EDTA 0,5M pH 8;
322,2 uL de agua ultra pura) e 12 uL de Proteinase K 20 mg/mL. As amostras foram
incubadas a 70 °C em banho-maria durante uma hora e 30 minutos, com
homogeneizagédo a cada 15 minutos.

Em seguida as amostras passaram por trés etapas para a
purificacdo do DNA, sendo adicionado na etapa inicial um volume de fenol (300 pL),
na etapa intermediaria um volume (180 uL) de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico na
propor¢ao de 25:24:1 e na etapa final um volume (80 pL) de cloroférmio/alcool
isoamilico na proporcao de 24:1. A cada etapa as amostras foram centrifugadas a
15.000 (x g) por 10 minutos e a fase aquosa coletada. Apds a ultima etapa de
purificacdo, foi adicionado alcool absoluto, gelado, na proporcdo de duas vezes o
volume obtido (60 yL) e NaCl 1M na proporgao de 0,1 volume (3 pL). Em seguida, as
amostras foram armazenadas a - 20 °C por 24 horas.

Apods a precipitacdo do DNA, as amostras foram centrifugadas por
10 minutos a 18.000 (x g) a 4 °C, o sobrenadante foi desprezado e o "pellet" foi
lavado com 200 pL de etanol 70%. A solugao foi novamente centrifugada por 10 min
a 14.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado e o "pellet" foi resuspendido
em 30 uL de agua ultra pura esterilizada e armazenado a - 20 °C. Dessa solugao, 2
ML foram utilizados como DNA molde para as reagdes de PCR.

As extracbes de DNA ocorreram em grupos de 30 amostras. Em
cada grupo de extragao foi utilizado como controle positivo, um 6rgdo do qual foi
isolado de S. agalactiae, e um controle negativo contendo, agua ultra pura

esterilizada.
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5.8  IDENTIFICACAO MOLECULAR DE S. AGALACTIAE POR PCR NOS TECIDOS

As 600 amostras de DNA dos 6rgédos, foram submetidas a
amplificagdo por PCR para identificagdo molecular de S. agalactiae. Essas reagdes
de PCR foram realizadas nas mesmas condi¢gdes descritas anteriormente para as
coloénias no item 5.5, exceto pela adicdo de albumina de soro bovino (BSA) 2,5
mg/uL, purificada 100x, na quantidade de 1uL por reac&o. As condigbes de analise

dos amplicons foram as mesmas realizadas para identificacdo dos isolados.

6 RESULTADOS

Dos 600 orgéos avaliados foram obtidos 36 isolados, com coldnias
translucidas, pequenas, com aproximadamente 1 mm de didmetro, superficie lisa
brilhante e contorno circular em meio sélido. Estas foram caracterizadas como cocos
Gram positivos, catalase e esculina negativos, ndo hemoliticas, classificadas no
grupo B de Lancefield. Na PCR, estas cepas apresentaram amplicons de 220 pares

de bases e foram confirmadas como S. agalactiae (Figura 1).

Figura 1 - Gel de agarose 1,2%, corado com Sybr Safe® (Invitrogen), com a
presenca de amplicons, contendo o tamanho esperado de 220pb para
os iniciadores F1 e IMOD. Marcador de peso molecular de 100 pb DNA
(Invitrogen, Inglaterra). Canaletas: 1 - controle positivo, cepa referéncia
S. agalactiae (ATCC 13813), 2 - controle negativo (agua Milli-Q
esterilizada), 3 a 11 amostras de DNA genémico dos isolados

200 pb

Fonte: SCARPASSA (2013)
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O encéfalo foi o 6rgdo com o maior numero de isolamento de S.
agalactiae, 15/36 (41,67%) seguido de rim 12/36 (33,33%) e figado 9/36 (25%).

No periodo do verdo e da primavera foram observados o maior
numero de isolados 17/150 e 10/150, respectivamente. No outono 7/150 e no
inverno e 2/150.

A amplificacdo especifica foi confirmada por sequenciamento do
fragmento amplificado. O produto do sequenciamento foi comparado com
sequéncias depositadas no banco de dados do Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov),
indicando 100 % de identidade com a mesma regido do genoma do isolado de S.
agalactiae da sequéncia, JN907341.1.

Das 600 amostras de o6rgéos avaliadas, 207 apresentaram
amplificagdo por PCR (Figura 2). O encéfalo foi o 6rgdo que apresentou maior
numero de amplificagées 85/207 (41,06%), o figado menor numero 52/207 (25,12%)
e o rim apresentou o numero de 70/207 (33.82%). Em todas as amostras de érgaos
que apresentaram isolamento de S. agalactiae obteve-se amplificagdo positiva com

os iniciadores utilizados indicando correlagado de 100%.

Figura 2 - Gel de agarose 1,2%, corado com Sybr Safe® (Invitrogen), evidenciando
amplicons com tamanho esperado de 220pb para os iniciadores F1 e
IMOD em amostras de tecidos de tilapia do Nilo (O. niloticus) Marcador de
tamanho molecular de 100 pb DNA (Invitrogen, Inglaterra). Canaletas: 1
controle positivo reacdo de PCR, cepa referéncia S. agalactiae (ATCC
13813), 2 controle negativo reagdo de PCR (agua Milli-Q esterilizada), 3
controle negativo extracdo de DNA (agua Milli-Q esterilizada), 4 controle
positivo extracdo de DNA (tecido positivo para isolamento de S.
agalactiae), 5 a 31 amostras de DNA genémico dos de 6rgaos de tilapia
do Nilo. De 5 a 13 amostras de DNA de figado, 14 a 22, amostras de DNA
de rim e de 23 a 31 amostras de DNA de encéfalo

234 5 6 78 91011 12 13141516 1718 19 20212223 2425 262728 2930 N

Fonte: SCARPASSA (2013)
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Foram obtidas amplificacbes a partir de amostras de peixes
coletados nas quatro estagdes do ano. O maior niumero de amplificagdo ocorreu no
verdo 96/150 e outono 58/150 e os menores numeros ocorreram no inverno 26/150
€ na primavera 27/150.

Dos 200 peixes avaliados, 20 foram considerados como peixes
positivos pela técnica de isolamento, pois em pelo menos um dos 6rgaos coletados
apresentou isolamento de S. agalactiae. Dos peixes positivos que apresentavam
sinais clinicos de doencga bacteriana, em 16/17 (94,11%) foi isolado S. agalactiae.
Dos 183 peixes sem sinais clinicos foi isolado S. agalactiae de 4 (2,18%) (Tabela 1).

O maior numero de peixes positivos ocorreu no periodo do verao
08/50, e destes, 7 apresentavam sinais clinicos. No outono e primavera 5/50 em
cada estacao, e destes, 3 e 4 peixes apresentavam sinais clinicos, respectivamente.
No inverno, dos 50 peixes avaliados foi isolado S. agalactiae somente em 2 peixes

com sinais clinicos (Tabela 1).

Tabela 1 - Peixes positivos para S. agalactiae por isolamento e amplificagdo com e
sem sinais clinicos de doencga bacteriana nas cinco propriedades de
criacdo intensiva estudas, nos diferentes periodos do ano de 2013

A B C D E Total

Veréo T-SS/CS 10/0 9/1 7/3 10/0 6/4 42/8
A - SS/CS 9/0 9/1 7/3 5/0 4/4 34/8
| - SS/CS 0/0 0/1 0/3 0/0 1/3 1/7
N-Al 1 0 0 5 2 8

Outono T-SS/CS 10/0 9/1 10/0 10/0 8/2 47/3
A - SS/CS 4/0 8/1 9/0 2/0 7/2 30/3
| - SS/CS 0/0 1/1 0/0 0/0 1/2 2/3
N-Al 6 1 1 8 1 17

Inverno T-SS/CS 10/0 10/0 10/0 10/0 8/2 48/2
A - SS/CS 1/0 7/0 2/0 2/0 6/2 18/2
| - SS/CS 0/0 0/0 0/0 0/0 0/2 0/2
N-Al 9 3 8 8 2 30

Primavera T -SS/CS 10/0 10/0 10/0 10/0 6/4 46/4
A - SS/CS 1/0 5/0 2/0 1/0 4/4 13/4
| - SS/CS 0/0 0/0 0/0 0/0 1/4 1/4
N-Al 9 5 8 9 2 33

A,B,C,D,E Propriedades de criag&o intensiva de tilapia do Nilo.

T-S8S/CS Total de peixes: sem sinal clinico/ com sinal clinico.

A - SS/CS Amplificagdo em peixes: sem sinal/com sinal.

|- SS/ICS Isolamento em peixes: sem sinal/ com sinal.

N-Al Peixes negativos (sem amplificacdo e sem isolamento)
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Na amplificagado por PCR, 112/200 (56%) peixes foram considerados
como peixes positivos, pois apresentaram pelo menos uma amplificagdo em um dos
orgaos coletados. Todos os 17 peixes com sinais clinicos, inclusive o que foi
negativo pela técnica de isolamento, foram positivos na PCR. Dos peixes sem sinais
clinicos 95/183 (51,91%) apresentaram amplificagao.

O maior numero de peixes positivos por PCR ocorreram no periodo
do verdo 42/50 e destes 7 apresentavam sinais clinicos. No outono 33/50
amplificaram e no inverno 20/50, e destes, 3 e 2 apresentavam sinais clinicos
respectivamente. O menor niumero de peixes positivos foi na primavera 17/50 sendo
4 os que apresentavam sinais clinicos (Tabela 1).

A maior temperatura média da agua foi registrada no verdo e a

menor no inverno (Tabela 2).

Tabela2 - Temperatura da agua aferida a partir dos tanques no momento das
coletas de tilapia do Nilo nas cinco propriedades de criacdo intensiva
(A,B,C,D e E) estudadas nas quatro estagdes do ano de 2013

A B C D E Média
Verao 26 25 25 28 28 264
Outono 25 24,5 24 24,5 23 25.2
Inverno 20 20 21 20,5 20 20.3
Primavera 26 26 26 26 25 25.8

Temperatura em grau Celsius (°C)

7 DISCUSSAO

O presente estudo foi o primeiro no Brasil a detectar S. agalactiae
por PCR de tilapias assintomaticas, evidenciando a importancia da detecgao
precoce do patdogeno. A maioria dos trabalhos de estreptococose no Brasil
descreveram isolamento de S. agalactiae de tilapia a partir de surtos com alta taxa
de mortalidade, de peixes com sinais clinicos ou infectados experimentalmente
(SALVADOR et al., 2005; FIGUEIREDO et al., 2006; MIAN et al., 2009; PRETTO-
GIORDANO et al., 2010).

Tecnologias baseadas em DNA tém sido cada vez mais utilizadas
para auxiliar o diagnostico de doengas de peixes (HINEY; SMITH, 1998). A reagao
de amplificacdo por PCR foi ja utilizada por Suanyuk et al. (2008), Jafar et al. (2009)
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e Itsaro, Suanyuk e Tantikitti (2012) com iniciadores F1 e IMOD, a fim de identificar
cepas de S. agalactiae provenientes de tilapias, permitindo a detecgdo em tecidos
de diferentes 6rg&os.

A relagao de isolamento e amplificacdo de DNA de S. agalactiae dos
orgaos foi de 100%. Isso comprova que os orgaos utilizados e os métodos
empregados foram eficientes para o diagndstico molecular de S. agalactiae em
tilapia do Nilo (O. niloticus).

Dos peixes avaliados, em 56% (112/200) a PCR foi eficaz na
deteccdo de peixes positivos para S. agalactiae, entretanto, em somente 10%
(20/200) dos peixes foi detectado a bactéria por isolamento.

O encéfalo foi o 6rgdo em que foi observado o maior numero de
resultados positivos, seja por isolamento ou por amplificagdo para S. agalactiae.
Figueiredo et al. (2007, 2009) afirmaram que o encéfalo é o 6rgao de predilegao do
estreptococos, causando encefalite, natacdo erratica e perda de equilibrio nos
peixes acometidos. Salvador et al. (2003) isolaram 70,6 % dos Streptococcus spp. a
partir de encéfalo.

A taxa de isolamento de S. agalactiae em encéfalo, rim e figado foi
de 7,5%, 6,% e 4,5% e amplificagao por PCR, 42,5%, 35% e 26%, respectivamente.
Shoemaker et al. (2001) relataram baixo numero de isolamento de S. iniae em
encéfalo, rim e pele de tilapias cultivadas em propriedades comerciais nos EUA.
Esses autores sugeriram o uso de técnicas mais sensiveis para detecgao de
patdogenos em peixes, pois permitiriam a detec¢ao precoce da bactéria.

Na amplificacdo por PCR, em 51,91% dos peixes sem sinais clinicos
e em 100% dos peixes com sinal clinico foi detectada a presenca de S. agalactiae.
Por isolamento, somente em 2,18% dos peixes sem sinais e em 94,11% dos peixes
com sinal clinico, foram positivos (Tabela 1). Isto indica que a amplificagdo por PCR
foi mais eficiente em detectar S. agalactiae tanto de peixes com sinais clinicos como
sem sinais de doenga bacteriana quando comparado ao isolamento microbioldgico.
Da mesma maneira, Zlotkin et al. (1998) identificaram Lactococcus garvieae por
técnica molecular usando a amplificagao por PCR em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) sem sinais clinicos.

Os resultados demonstraram maior sensibilidade e especificidade da
técnica de PCR em relagcdo a técnica de isolamento bacteriano em detectar

patdgenos. A avaliacdo da especificidade dos iniciadores F1 e IMOD foi realizada
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por Martinez (2001) e Souza (2012), a partir de cultura bacteriana e encontraram
auséncia de reagao cruzada com outras bactérias. O presente estudo confirmou a
especificidade por sequenciamento e a alta sensibilidade por diluicdo para a
deteccdo de S. agalactiae.

Os dados sugerem que em tilapia do Nilo, o proprio peixe pode
manter populacdes viaveis desta bactéria em peixes assintomaticos, sendo que
estes reservatorios podem ser fonte de infecgcdo, onde em condi¢gbes adversas que
levem a reducdo de imunidade dos peixes, os tornam mais suscetiveis a
estreptococose. Li et al. (2013) relataram estreptococose cronica em tilapias do Nilo
causada por S. agalactiae. Os autores descreveram a mortalidade de peixes, tanto
em surtos como em experimentos de inoculagdo, sem sinais classicos de
estreptococose e sem isolamento nos tecidos como encéfalo, figado, baco e rim
pos-infecgdo. No entanto, S. agalactiae foi detectado nesses animais por meio de
testes soroldgicos e em ndédulos nos musculos.

As condi¢des de infecgdo subclinica demonstraram a importancia da
utilizacdo de técnicas de diagndstico mais sensiveis, 0 que permite detectar a
bactéria nos tecidos de peixes assintomaticos. Segundo Martins (2006) as técnicas
de biologia molecular sdo uteis para a deteccdo do patdégeno antes que se
desenvolvam enfermidades. Essas técnicas podem contribuir para o manejo de
doencas em criagdes pela deteccao precoce da bactéria. Este controle auxilia no
tratamento precoce com antibiéticos, quando necessario, permitindo um uso mais
racional, contribuindo ainda para a diminuigdo da mortalidade e desenvolvimento de
cepas resistentes. No entanto, a presenga do patégeno n&o significa que o animal
esteja doente, pois de maneira geral as doengas resultam em uma complexa
interacédo entre o hospedeiro, 0 meio ambiente e o patégeno (LIGHTNER; REDMAN,
1998).

Foi detectado S. agalactiae por PCR em peixes de todas as
propriedades, durante as quatro estagdes do ano, o que n&o ocorreu para a técnica
de isolamento. Entretanto, nos diversos locais de coleta pode ser observada uma
diferente taxa de isolamento e de amplificagcdo por PCR de S. agalactiae entre as
propriedades estudadas (Tabela 1). Estas diferengcas podem ter ocorrido pelos
diferentes manejos adotados em cada propriedade, que contribuem para o aumento
dos niveis de infecgbes bacterianas (PLUMB, 1997; PASNIK et al., 2005 MIAN et al.,
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2009). No entanto, densidade de estocagem, qualidade da agua, estado nutricional,
imunoldgico dos peixes entre outros ndo foram avaliados neste estudo.

Durante o verao foi verificado mais peixes coletados com sinais
clinicos, maior numero de isolamentos, amplificacdes e peixes positivos para S.
agalactiae tanto com sinal e sem sinal clinico de doenga bacteriana. Fatores
ambientais tem sido associados a mortalidade de tilapias por Streptococcus spp.
(SHOEMAKER et al., 2000) e entre esses fatores esta a temperatura (MCGEACHIN
et al., 1987). Pesquisadores relacionaram temperaturas mais elevadas com maior
ocorréncia de infecgdes por estreptococos em peixes (ROBERTS; SOMERVILLE,
1982; KITAO, 1993), sendo que o periodo do verao é considerado o de maior risco
para surtos de estreptococose causados por S. agalactiae. Segundo Chang e Plumb
(1996), tilapia do Nilo foram mais susceptiveis a infec¢do por estreptococos em
temperaturas que oscilaram de 25 °C e 30 °C. No presente estudo, apenas no
inverno essas temperaturas nao foram atingidas (Tabela 2). No entanto, a
temperatura ndo € o unico fator ambiental que pode ter influenciado, visto que
isolou-se S. agalactiae de peixes doentes e detectou-se por PCR em peixes
aparentemente saudaveis no inverno.

Alguns autores relataram que S. agalactiae esta no ambiente e
sofrem sua influéncia. Kitao et al. (1979) descreveram elevado numero de
estreptococos na agua e em sedimentos de piscicultura nos meses de veréo
diminuindo durante o outono e inverno. Perera et al. (1997) observaram padrdes de
mortalidade em pisciculturas do Texas, e sugeriram que no meio aquatico ocorre
uma fonte permanente de Streptococcus e em condi¢gdes favoraveis, com grande
quantidade de matéria organica, as bactérias presentes na agua multiplicam-se e
provocam surtos nos peixes.

O presente estudo indicou que a bactéria S. agalactiae esta presente
em peixes com e sem sinais clinicos, em todas as estacbes do ano e nas
propriedades de criagao intensiva de tilapias estudas. Ainda mostrou a importancia
do diagndstico molecular para identificacdo de peixes assintomaticos, pois os
mesmos podem ser reservatorios naturais da bactéria nas propriedades contribuindo

para a manutencao da doencga e para o risco de surtos.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

S. agalactiae foi detectado durante as quatro estagdes e nas cinco
propriedades estudadas. Demonstrando que essa bactéria permanece nos peixes ao
longo do ano. No entanto houve diferencas de ocorréncia entre as diferentes
propriedades utilizadas, o que remete a um estudo dos fatores de risco particulares
de cada local de coleta, para uma melhor compreensao da doenca.

Foram avaliados peixes positivos, tanto com e sem sinais clinicos de
doenca bacteriana utilizando tanto a técnica de isolamento bacteriano como a de
amplificacdo por PCR. A PCR foi a técnica mais eficiente na identificagcao de peixes
infectados, com e sem sinais clinicos. Isto demonstra que essa técnica foi a mais
sensivel na deteccdo de S. agalactiae em tecidos de peixes ndo so6 para o
diagndstico de casos clinicos, mas de grande importancia na identificagcdo de
infecgdes subclinicas, onde ira auxiliar na deteccdo precoce da doenca nas
propriedades e monitoramento sanitario.

A técnica da PCR pode auxiliar no monitoramento da
estreptococose, auxiliando no manejo da doenga nas criagbes, bem como no
controle dos surtos otimizando a utilizacdo de antibiéticos e reduzindo a perda por

mortalidade.
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