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TAKAHAMA, Juliana Delgado Monteiro. Caracterizagao gendmica e estudo de
patogenicidade de duas cepas de Streptococcus agalactiae sorotipo lll isoladas
de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). 2022. 91f. Dissertagcao (Mestrado em
Biologia Molecular e Genética) — Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

RESUMO

A piscicultura € um segmento da aquicultura em expansao mundial e a tilapia é o peixe
mais cultivado no mundo. Devido as caracteristicas do manejo, a tilapia pode ser
acometida pelo Streptococcus agalactiae - uma bactéria que induz sérios danos aos
peixes, pode ser transmitida aos seres humanos e levar a septicemia e morte. Este
trabalho tem como objetivo descrever a caracterizagao genética e a patogenicidade
de duas cepas de S. agalactiae sorotipo Il isoladas de tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) cultivadas no Brasil através de sequenciamento, montagem e comparacgéao
do genoma, identificando e relacionando a patogenicidade das duas cepas
apresentando a DL50. A recuperagdo das bactérias foi realizada através da
inoculagdo das cepas de S.agalactiae sorotipo Ib, S.agalactiae sorotipo Il cepas
Maranhao e Recife em juvenis de tilapia-do-Nilo. Apds sua recuperacgao, foi realizada
ainoculagao dessas cepas em juvenis de tilapias-do-Nilo em diferentes concentragdes
com repeticbes em ftriplicata para observagao dos sinais clinicos de estreptococose e
avaliagao do indice de mortalidade para determinar a dose letal 50. A inoculagdo nos
peixes com as cepas recuperadas de S. agalactiae sorotipo Ib causou 83,4% de morte
com a terceira concentragao bacteriana inoculada em quatorze dias de observacio. A
concentragdo da DL50 para esse estudo foi de 1,1x10® UFC/mL. A cepa de
S.agalactiae sorotipo |ll Maranhdo recuperada causou 56,7% de morte com a menor
concentracao bacteriana inoculada em quatorze dias de observacéo. A concentragao
da DL50 para esse estudo foi de 1,5x10° UFC/mL. A cepa de S.agalactiae sorotipo IlI
Recife recuperada causou 90% de morte no aquario com maior concentracao
bacteriana inoculada. A concentragdo da DL50 para esse estudo foi de 1,1x 108
UFC/mL. Os principais sinais de estreptococose encontrados foram: escurecimento
corporal, distensao abdominal, exoftalmia uni e bilateral, opacidade cérnea e natacao
erratica. O isolamento e detecgcdo do S. agalactiae foi realizado através da técnica
microbiolégica de swabs do encéfalo e rim, semeado em agar sangue e incubado a
30° C por 48h para observagcao da morfologia das col6nias e as caracteristicas
hemoliticas. A analise gendmica das duas cepas de S. agalactiae sototipo Il revelou
um perfil semelhante entre ambas. A busca dos genes de viruléncia revelou a
cobertura de 100% em dez genes presentes nas cepas de S. agalactiae Recife e
Maranhdao e em treze genes da cepa de S. agalactiae Ib. Diferentemente, em
comparagao com os genes alvo, o gene rib apontou 16% de cobertura e 74% de
similaridade na cepa Maranhdo, 15% de cobertura e 74% de similaridade na cepa
Recife. O gene bac apresentou 51% de cobertura e 98% de similaridade nas cepas
Maranhdo e Recife. A cepa Ib apresentou 19% de cobertura e 74% de similaridade
com o gene alvo do gene rib. Portanto, por ser uma cepa recentemente encontrada
em tilapiculturas no Brasil, sugerimos aprofundar os estudos do S. agalactiae sorotipo
Il para diminuir as perdas econémicas e aumentar a seguranga sanitaria.



Palavras-chave: Streptococcus agalactiae, tilapia, genoma, sequenciamento,
patogenicidade



TAKAHAMA, Juliana Delgado Monteiro. Genomic characterization and
pathogenicity study of two strains of Streptococcus agalactiae serotype Il
isolated from Nile Tilapia (Oreochromis niloticus). 2022. 91f. Dissertacéo
(Mestrado em Biologia Molecular e Genética) — Centro de Ciéncias Biologicas,
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

ABSTRACT

Fish farming is a growing segment of aquaculture worldwide and tilapia is the most
farmed fish in the world. Due to the management characteristics, tilapia can be affected
by Streptococcus agalactiae - a bacterium that induces serious damage to fish, can be
transmitted to humans and lead to septicemia and death. This work aims to describe
a genetic genetics and pathogenicity of strains of S. agalactiae serotype lll isolated
from Nile tilapia (Oreochromis niloticus) cultivated in Brazil through sequencing,
assembly and characterization, identification and comparison of the pathogenicity of
the two strains delivering a LD50. Bacteria recovery was performed by inoculation of
S.agalactiae serotype Ib, S.agalactiae serotype lll strains Maranhao and Recife strains
in Nile tilapia juveniles. After that, an inoculation of this recovery was performed in
juveniles of the observation strain, as a repetition in triplicate of different strains and
with repetition in triplicate of the strain of clinical signs, evaluation of the mortality rate
to determine a lethal dose 50. Inoculation in fish with recovered strains of S. agalactiae
serotype |Ib caused 83.4% of death with the third bacterial concentration inoculated in
fourteen days of observation. The LD50 concentration for this study was 1.1x106
CFU/mL. The recovered S.agalactiae serotype Ill Maranh&o strain caused 56.7% of
death with the lowest bacterial concentration inoculated in fourteen days of
observation. The LD50 concentration for this study was 1.5x10° CFU/mL. The
recovered strain of S.agalactiae serotype Il Recife caused 90% of death in the
aquarium with the highest bacterial concentration inoculated. The LD50 concentration
for this study was 1.1x10% CFU/mL. The main signs of streptococcosis found were:
body darkening, abdominal distension, uni and bilateral exophthalmos, corneal opacity
and erratic swimming. The isolation and detection of S. agalactiae was performed
using the microbiological technique of brain and kidney swabs, seeded on blood agar
and incubated at 30°C for 48 hours to observe the morphology of the colonies and the
hemolytic characteristics. The genomic analysis of the two strains of S. agalactiae
sototype Il revealed a similar profile between them. The search for virulence genes
revealed 100% coverage in ten genes present in S. agalactiae Recife and Maranhao
strains and in thirteen genes in the S. agalactiae |b strain. Differently, in comparison
with the target genes, the rib gene showed 16% coverage and 74% similarity in the
Maranhao strain, 15% coverage and 74% similarity in the Recife strain. The bac gene
showed 51% coverage and 98% similarity in the Maranhao and Recife strains. The Ib
strain showed 19% coverage and 74% similarity with the target gene of the rib gene.
Therefore, as it is a strain recently found in Brazilian tilapia farms, we suggest further
studies of S. agalactiae serotype Il to reduce economic losses and increase health
security.

Key-words: Streptococcus agalactiae, tilapia, genome, sequencing, pathogenicity.
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1 INTRODUGAO

A piscicultura € um segmento da aquicultura que tem apresentado um
crescimento mundial expressivo nos ultimos anos. Na producéo de pescado, a tilapia
€ 0 peixe mais cultivado no mundo e o Brasil ocupa o 4° lugar na produgdo mundial.
O cultivo nacional da tilapia é realizado em sua maioria em tanques-rede e neste
sistema de criagcéo, de acordo com Onaka (2009) e Pavanelli et al. (2008), devido as
caracteristicas do seu manejo (como densidade de animais, intensidade de
arragcoamento e local de cultivo), os peixes podem ter a sua homeostase alterada,
tornando-se propensos ao acometimento de micro-organismos patogénicos. Como
apontam Salvador et al. (2005) e Park et al. (2009) as doencas de origem bacteriana
Sao as responsaveis por provocar os maiores danos na piscicultura, onde destacam-
se as estreptococoses, mais comumente causada pelo Streptococcus agalactiae.

O Streptococcus agalactiae € uma bactéria que apresenta sorotipos
diversos que induz sérios danos aos peixes e que pode, inclusive, ser transmitida aos
seres humanos, ocasionando graves danos a saude, podendo levar a septicemia e
morte. No Brasil, de acordo com Mian et al. (2009) os sorotipos Ib e Il estdo presentes
nos cultivos intensivos de tilapia, sendo a espécie tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) a principal hospedeira desse patégeno (BARONY et al., 2017). Em surtos,
S. agalactiae é transmitido rapidamente a todos os peixes do local do cultivo,
resultando em consideraveis perdas econémicas. De acordo com Serrano (2005) e
Swain et al. (2002) para o controle dos patégenos sao utilizados diversos agentes
quimicos, incluindo antibiéticos, que muitas vezes s&o empregados de modo
indiscriminado. Este uso descontrolado pode causar danos severos ao meio ambiente
além de promover a selecado de cepas bacterianas resistentes, implicando em risco a
saude publica. Atualmente, o controle mais eficiente dessa doenca é realizado através
da vacinagao por via visceral dos juvenis, exclusiva para cada sorotipo do S.
agalactiae; portanto o desenvolvimento de vacinas com maior especificidade para
cada sorotipo que esteja acometendo o cultivo torna-se essencial.

Baseado na importancia comercial da tildpia e considerando o
interesse sanitario no controle desta bactéria é primordial que se qualifique e melhor
compreenda a patogenicidade, além de se caracterizar aspectos genéticos do S.
agalactiae sorotipo Il causador dessa patologia no cultivo. A caracterizagédo genémica

e o teste de patogenicidade sao essenciais para que, em breve, possam ser
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desenvolvidas vacinas especificas que apresentem maior efetividade e atuem frente
ao patogeno especifico, reduzindo as perdas comerciais e prevenindo a sua
disseminagao para os seres humanos.

Através desse estudo obtivemos a caracterizagdo genética de duas
cepas de S. agalactiae sorotipo Il isoladas de surtos no Brasil (cepa Recife e cepa
Maranhao) e caracterizamos perfil de patogenicidade destas cepas frente a juvenis de
tilapia-do-Nilo, permitindo a associagdo dos perfis gendmicos e de patogenicidade.
Estes resultados estabelecerédo as bases para uma melhor compreensao do processo
de patogenicidade frente a tilapia-do-Nilo nas condigdes estudadas, fornecendo bases
para o desenvolvimento de uma vacina anti-estreptococica especifica para o sorotipo

Il de S. agalactiae.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 AQUICULTURA

A aquicultura é definida como o cultivo de espécies cujo
desenvolvimento ocorre em agua salgada ou doce; abrange peixes, moluscos e
crustaceos. Iniciou-se na Asia e atualmente é praticada em todos os continentes nos
mais variados ambientes aquaticos. De acordo com a FAO (Organizagédo das Nagbes
Unidas para a Alimentagdo e a Agricultura, 2020) o pescado hoje representa 30%
do consumo mundial anual de proteina animal, contra 23% dos suinos, 23% dos
frangos, 13% dos bovinos e 11% de outras proteinas. Para Telles (2013) este setor
tem gerado um importante crescimento na economia global, pois proporciona a
geragcdo de empregos, diminuigcdo da pobreza além de maior oferta de alimentos
nutritivos e de relativo baixo custo para a populagcédo. Ressalta-se o significativo valor
nutricional do pescado, com quantidades expressivas de proteinas, vitaminas e
minerais, caracteristicas estas que o tornam uma alternativa saudavel em relacdo aos
outros tipos de carnes. A produ¢cdo mundial de peixes de criagdo ja superou a
producao de carne bovina. Em 2021, de acordo com a Sociedade Brasileira de
Piscicultura a produgao da piscicultura atingiu 179 milhdes toneladas, em comparagao
com a producao de carne bovina de 63 milhdes de toneladas.

A piscicultura é o cultivo de peixes, especialmente em agua doce e é
considerada um importante segmento de produgcédo animal mundial. Atualmente o
fornecimento de produtos da pesca e aquicultura abastece mais de 4,3 bilhdes de
pessoas, 0 que equivale a 15% de toda proteina animal consumida no planeta. De
acordo com Larsen e Matthew (2012) a aquicultura tem apresentado um crescimento
expressivo devido a limitacdo dos estoques pesqueiros, causada pela pesca
extrativista. Segundo Conte (2004) desde o inicio dos anos 1990, a piscicultura tem
apresentado um crescente desenvolvimento no Brasil, sendo o pais, entao,
classificado mundialmente como uma importante industria de produgao aquicola.
Segundo a Sociedade Brasileira de Piscicultura (2021), o Brasil produziu 802.930
toneladas de peixes de cultivo em 2020 com crescimento de 5,93% sobre as 758.006
toneladas do ano anterior (2019). O desempenho da tilapia foi o melhor entre todas
as espécies de peixes de cultivo. A producao alcangou 486.155 toneladas em 2020,

representando um aumento de expressivos 12,5% em relagdo ao ano anterior
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(432.149 toneladas em 2019). Este crescimento ¢€ justificado, segundo Bozano (2002)
e Kubitza (2003), pelas condigdes propicias ao cultivo, como clima tropical favoravel,
profusdo de areas, além de favorecer outros segmentos da cadeia produtiva, entre
eles as safras de grédos abundantes fornecedoras de matérias primas para ragdes
animais que sdo empregadas no cultivo (como soja, milho, trigo, entre outros).

Ressalta-se ainda o potencial hidrico brasileiro, com a existéncia de
estuarios, rios, grandes reservatorios e lagos naturais, caracteristicas significativas
que favorecem o emprego da piscicultura no sistema de tanques-rede, além da
presenca de extensas areas de terra propicias para a constru¢ao de viveiros para o
sistema de cultivo em tanque escavado. Devido a todas as caracteristicas citadas, o
Brasil pode ser considerado um promissor produtor mundial de pescado (KUBITZA,
2003 e ROUBACH et al. 2003).

2.2 SISTEMAS DE CULTIVO

2.2.1 Tanque Escavado

A criagao de tilapias em tanque escavado € um sistema semi-intensivo
de producdo que apresenta caracteristicas especificas no que se refere a sua
implantagdo e manutengédo. A area a ser empregada deve possuir caracteristicas
especificas como ser preferencialmente plana e conter um teor ideal de argila no solo
para evitar a perda de agua (Sansuy, 2000).

A agua utilizada nos tanques escavados deve apresentar uma boa
qualidade, livre de contaminag¢des com produtos quimicos e ser renovada sempre que
necessario, repondo as perdas por evaporacgao e infiltracdo. A utilizagao de filtros no
mecanismo de abastecimento € essencial para evitar a entrada de outros peixes e
demais organismos prejudiciais a criagao. Outro ponto significativo a ser observado &
a temperatura da agua. As tilapias apresentam conforto térmico entre 26 e 28°C e em
temperaturas fora desse limite os peixes apresentam redugdo no metabolismo,
diminui¢cao do apetite e do crescimento e queda na resposta imunoldgica. Apesar de
possuirem uma certa tolerdncia a limitagdo de oxigénio na agua, € necessario que
seus niveis sejam mantidos constantes para evitar situagdes que provoquem estresse
nos animais, fato que aumenta as chances de desenvolverem doencas devido a

depressédo do seu sistema imunologico (Sansuy, 2000).
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Os tanques-escavados devem possuir um solo com alcalinidade ideal
para melhorar a produtividade do viveiro. O processo de colocagao de calcario ou cal
nos viveiros € denominada de calagem e pode ser feita com os tanques secos ou
aplicado diretamente na agua. A calagem tem a funcdo de efeito tamp&o nas
oscilagbes do pH da agua causada pela atividade fotossintética excessiva do
fitoplancton (Sansuy, 2000). Segundo Kubitza (2009) a correta manutencdo do
pléancton e a presencga de outros alimentos naturais contribuem com o ganho de peso
das tilapias, além de promover a oxigenagéo a agua dos tanques, remove a aménia e
impede o desenvolvimento de plantas aquaticas submersas.

A concentracdo de amébnia no viveiro deve ser verificada
constantemente pois ela € um fator determinante da mortalidade dos peixes.
(KUBITZA, 2009). A amobnia é um composto resultante da excre¢ao nitrogenada dos
peixes e da decomposi¢cao do material organico presente no viveiro. Sua forma nao
ionizada é toxica para as tilapias, uma vez que ela é responsavel pelo aumento do pH
da agua, portanto deve ser rigorosamente controlada. Esse controle é realizado
através do equilibrio do arragoamento, troca de agua constante e monitoramento do
pH. Por fim, o povoamento ideal do tanque escavado é feito com dois a trés alevinos
por metro quadrado de lamina d"agua, considerando as caracteristicas desse sistema
de criacdo (EMBRAPA, 2009).

Em comparagdo aos demais sistemas intensivos de criagdo, os
tanques escavados apresentam de maneira geral um menor custo de produgéo, além
de apresentar diversas vantagens como maior durabilidade, resisténcia a variagdes
térmicas, € um sistema de facil manutencédo pois além de conseguir reproduzir o
ambiente natural dos peixes, € muito semelhante a um lago artificial (Sansuy 2020).
Kubitza (2009) enfatiza que a produtividade do cultivo é aumentada com a utilizagéao
de racbes de alta qualidade, pois esta traz inumeros beneficios tanto para a saude
dos peixes como para a manutenc¢ao da qualidade da agua.

Como desvantagens esse sistema de cultivo demanda um maior
investimento inicial para construcdo dos tanques escavados, além de necessitar de
uma manutengdo constante para verificar as condi¢des de cultivo (niveis de
compostos toxicos). Destaca-se também o alto custo para o fornecimento de uma
alimentacao de boa qualidade, com nutrientes balanceados visto que os peixes do
viveiro dependem exclusivamente desse meio de subsisténcia. Os peixes cultivados

em tanques escavados podem apresentar uma complicagdo denominada off-flavor,
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que é caracterizada como um desagradavel sabor de terra adquirido em decorréncia
da agcdo de microrganismos que se desenvolvem devido ao alto arragoamento e
estocagens inadequadas ou prolongadas no cultivo, além da eutrofizagdo da agua,
causando essa piora da sua da qualidade (KUBITZA, 2009).

Outra adversidade encontrada no cultivo em tanques escavados € a
infeccao dos peixes por microrganismos patogénicos. Segundo Kubitza (2009) um dos
fatores que podem favorecem essa infec¢ao € o procedimento de despesca realizado
de modo incorreto ou repetidas vezes, pois o movimento da agua promove a
suspensado da argila e dos materiais organicos presentes no viveiro, causando
inflamagdes nas branquias dos peixes, situacdo que facilita o acometimento por

patogenos.

2.2.2 Tanques-Rede

De acordo com Ono e Kubitza (1999) os tanques-rede sao estruturas
flutuantes desenvolvidas para o cultivo intensivo de peixes; produzidas com metal,
madeira ou plastico onde sao fixadas redes ou telas que permitem a circulacdo de
agua no seu interior e comportam uma grande densidade de peixes. O cultivo de
peixes em tanques-rede é classificado como intensivo, pois aplica-se tecnologia
avangada, utiliza-se uma alta densidade de peixes e o manejo alimentar é
rigorosamente controlado de forma a suprir as necessidades nutricionais das espécies
cultivadas (EMBRAPA, 2009) alcangando, dessa maneira, uma alta produtividade
(BEVERIDGE et al., 2004). No sistema de cultivo em tanques-rede a qualidade da
agua se mantém pois € continuamente renovada e ha uma menor variacdo dos
parametros fisico-quimicos; os peixes confinados ficam protegidos do ataque de
animais predadores e competidores, além de receberem a quantidade ideal de
alimento e facilitando o manejo e os procedimentos de despesca (EMBRAPA, 2009).

Para Zamboni Filho et al. (2005) a producgao intensiva de peixes em
tanques-rede é atualmente uma das formas de cultivo mais utilizadas no Brasil e
demais paises praticantes da aquicultura, visto que apresentam vantagens em
comparagao aos demais sistemas de produgdo como baixo custo de implantagao e
manutengdo. O aproveitamento de aguas de represas, rios e lagos reduzem
investimento inicial em torno de 70 % em comparacgao aos tanques escavados, evitam

o0 desmatamento e movimentacdo de terra, reprimindo problemas de erosao e
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assoreamento de lagos e rios. O manejo dos peixes é facilitado, sendo uma excelente
alternativa para a produgdo em corpos d'agua onde a pratica da piscicultura
convencional ndo € viavel (SCHMITTOU, 1993). Como resultado, obtém-se um
produto de qualidade, com baixa incidéncia de off-flavor, além de possibilitar a
producao durante todos os meses do ano (EMBRAPA, 2009).

A selecao do local para instalagao dos tanques-rede é fundamental
para o sucesso da produtividade. A qualidade da agua é um fator importante para
garantir um ambiente saudavel para o crescimento e desenvolvimento dos peixes do
cultivo. Agentes poluidores como detergentes, subprodutos agricolas, esgotos
domeésticos, residuos industriais, gases, metais, 6leos dispersantes e restos toxicos
organicos podem influenciar negativamente no cultivo. Desse modo é importante que
a instalacdo dos tanques-rede em locais passiveis de poluicdo seja evitada
(EMBRAPA, 2009).

No cultivo em tanques-rede os peixes sao totalmente dependentes do
sistema, por isso, algumas desvantagens a serem consideradas sdo: risco de
rompimento das redes e consequente perda dos animais e a alimentacao dos peixes
depende exclusivamente de ragao de qualidade e adequada as exigéncias nutricionais
da espécie cultivada. Como é um sistema implantado em aguas livres, pode ser dificil
a correcao da sua qualidade, como indices de salinidade e pH. O fluxo constante de
aguas através das redes pode causar a incrustagao de organismos nas malhas e telas
dos tanques-rede, fendmeno conhecido como colmatagcdo. Esse processo constitui
um dos maiores problemas nesse sistema de cultivo, pois a obstrugdo das telas
diminui a passagem de agua e a sua renovagao, reduz sua qualidade e permite o
aumento de microrganismos patogénicos que podem atacar os peixes do cultivo. Por
isso a manutencgao e limpeza dos tanques é fundamental (EMBRAPA, 2009).

De acordo com Barcellos (2004) é importante ressaltar o surgimento
de doencas devido ao maior estresse a que sao submetidos os animais e que podem
se dispersar rapidamente em alto adensamento de cultivo. Ressalta-se também a
possibilidade de haver a introducéo destes microrganismos patogénicos no ambiente,
causando danos a populagdo natural. Portanto, apesar dos tanques rede
apresentarem algumas desvantagens, este demostra ser mais vantajoso
comparando-se com os demais sistemas de criagao e é preferencialmente escolhido

pelos produtores de pescado em territério nacional (EMBRAPA, 2009).
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2.3 Tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) € uma espécie pertencente a
familia Cichlidae, nativa da bacia do rio Nilo no Leste do continente africano e
atualmente esta presente em regides tropicais e subtropicais (CARVALHO, 2006).
Segundo a Sociedade Nacional de Agricultura (2019) ha registros histéricos que
demonstram que a tilapia era cultivada pelos egipcios desde 4000 a.C., era uma
espécie de facil manejo, resistente a doencgas e alimento de sabor agradavel, muito
apreciado em festas egipcias e romanas.

De acordo com Coward e Bromage (2000), Léveque (2002) e
Boscardin (2008) a tilapia para cultivo esta presente todos os continentes do planeta,
em mais de 100 paises diferentes. Em comparagao aos peixes de agua doce, a tilapia
foi a espécie que apresentou uma maior migracao entre os continentes, tendo de se
adaptar aos diversos habitats com temperaturas, altitudes e longitudes variadas,
superar ambientes aquaticos poluidos, contaminados e de diferentes salinidades
(Sociedade Nacional de Agricultura, 2019).

De acordo com Kubitza (2000) a tilapia-do-Nilo € uma espécie tropical
adaptada a viver em aguas rasas (rios, lagos, lagoas, lagunas, represas, acudes e
reservatorios) com temperatura ideal entre 27 e 32°C, alimenta-se de fitoplancton,
perifiton, plantas aquaticas, pequenos invertebrados, organismos bentdnicos, detritos
e filmes bacterianos. A tilapia € um peixe oviparo, prolifico, reproduz-se até 6 vezes
ao ano e sua expectativa de vida € de aproximadamente 10 anos. A maturidade sexual
ocorre entre 06 e 12 meses, variando entre espécies e fatores ambientais. Os machos
apresentam caracteristicas anatébmicas fenotipicas visiveis e sdo maiores do que as
fémeas. A reprodugao ocorre em periodos de temperatura mais elevada, onde a
fémea incuba os ovos na boca até a completa absor¢cdo do saco vitelinico. Sendo
assim, o numero de ovos por desova é pequeno. Neste periodo, a fémea alimenta-se
pouco. Em temperaturas mais frias, a reprodugao é diminuida (Sociedade Nacional
de Agricultura, 2019).

Atualmente existem aproximadamente cem espécies e subespécies
de tilapias no Brasil. As espécies mais estudadas em raz&o de suas caracteristicas
genéticas e zootécnicas desejaveis para o sistema de cultivo intensivo séao: tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus), tilapia de Mogambique (Oreochromis mossambicus),

tilapia Azul (Oreochromis aureus), tilapia Rendalli (Coptodon rendallie) e tilapia de
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Zanzibar (Sarotherodon hornorum) (Sociedade Nacional de Agricultura, 2019). De
acordo com Fitzsimmons (2000) a tilapia-do-Nilo possui caracteristicas que a torna
uma espécie ideal para o cultivo em tanques, como ser facilmente adaptavel, tolera
altas densidades de estocagem, adapta-se a utilizagdo de ragdes comerciais com
baixas quantidades de proteinas (comparando-se com a alimentagdo ofertada a
peixes carnivoros) reduzindo, deste modo, os custos da produgéo. A tilapia € um peixe
de alto potencial de aceitagdo mercadoldgica e consequentemente sua produgéo tem

aumentado gradativamente com o passar dos anos.
2.4 CULTIVO DE TILAPIA NO BRASIL E NO MUNDO

O principal peixe de cultivo no mundo é a tilapia. De acordo com
Oliveira et al. (2007) a introducdo dessa espécie no Brasil ocorreu em 1971 com
exemplares vindos da Costa do Marfim, pais da Africa Ocidental, através do
Departamento Nacional de Obras Contra a Seca (DNOCS) na regiao Nordeste com a
finalidade de povoar os acudes e assim promover a producdo de alimentos,
principalmente para essa regido. Em 1996, o Brasil importou da Tailandia, a tilapia
tailandesa (Oreochromis niloticus), que se adaptou muito bem a regido tropical, devido
as suas caracteristicas bioldgicas. A expanséo do cultivo ocorreu a partir de 2000,
com a implantagcdo dos tanques-rede em aguas dos reservatorios de hidrelétricas;
alcancando assim um crescimento inigualavel em relagdo a outros pescados
(Sociedade Nacional de Agricultura, 2019).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Piscicultura (2021), em
2020 foram produzidos aproximadamente 6,2 milhdes de toneladas de tilapia. Seu
maior produtor € a China, que produziu 1,95 milhdo de toneladas em 2020, seguida
pela Indonésia e Egito. O Brasil ocupa a 42 posi¢ao, tendo produzido cerca de 486.000
toneladas, o que representa 6,67% do total global. Ressalta-se também o seu
potencial de exportagao, sendo o principal peixe de cultivo exportado no ano de 2020.
Segundo o Censo Agropecuario IBGE, a tilapia esta presente em todos os estados
brasileiros.

No estado do Parana, de acordo com Kubitza, (2003), a criagdo de
tilapia para fins comerciais iniciou-se na década de 1990 e devido apoio
governamental, cooperativismo, melhoramento genético das espécies e

industrializacdo dos produtos o estado alcangou um expressivo sucesso. O
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investimento em tecnologia e o apoio na cadeia produtiva em todas as suas etapas
(insumos, producao, beneficiamento e comercializagao foi decisivo para que o estado
apresentasse um continuo crescimento na producao até os dias de hoje. Segundo a
Sociedade Brasileira de Piscicultura (2021) a produgao de tilapias no Parana cresceu
11,5% em 2020, produzindo 172.000 toneladas, fazendo com que o estado mantenha
0 posto de maior produtor de peixes de cultivo dos ultimos trés anos.

Kubitza (2000) aponta que, no sistema de criagdo em tanques-rede,
ha uma preferéncia pelo cultivo da espécie tilapia-do-Nilo (O. niloticus) pois observa-
se nessa espécie uma alta tolerancia a condi¢gdes adversas devido as suas
caracteristicas bioldgicas e ecologicas, além de ser uma espécie com alto potencial
mercadoldgico. Porém, o cultivo de tilapias em tanques-rede apresentam algumas
adversidades, evidenciadas por Thatcher e Brites Neto (1994), como a falta de
controladores bioldgicos naturais e a limitagcdo do espaco fisico e por consequéncia
uma maior proximidade aos focos de contaminacao.

Evans et al. (2002) e Oba et al. (2002) descrevem que a baixa
qualidade da agua empregada no cultivo (com pouco oxigénio e niveis elevados de
amoénia toxica e nitrito), manejo inadequado e nutricdo insuficiente dos peixes
provocam uma situagao de estresse nos animais em razao da liberagaéo de cortisol,
onde os peixes exibem sinais de anorexia, além de esgotamento de reservas de
glicogénio e imunossupressao, que ocasionam a diminuicdo da resisténcia aos
patdgenos. Para Kubitza (2009), o alto adensamento no cultivo e a despesca realizada
de maneira incorreta causam atritos entre os animais com consequente perda de
muco e escamas, produzindo lesdes na pele que facilitam a entrada dos patdgenos.

Balcazar et al. (2006) ressaltam também que a condigdo de estresse
dos animais e a deterioracdo das condicbes ambientais podem contribuir para o
insucesso do cultivo, pois dificultam o controle de doencas e levam a um aumento
expressivo da utilizagcdo de medicamentos de uso veterinario. Outro fator importante
que predispde os peixes as doengas, determinados por Kubitza (2005), inclui a
presenca de residuos organicos na agua que se tornam substrato para a multiplicagéao
bacteriana. Devido a esses problemas citados, os autores reforcam a necessidade
dos piscicultores em controlar os patégenos para obter sucesso em suas criagoes.

Cabello (2006) e Defoirdt et al. (2007) apontam que a
antibioticoterapia € o método de tratamento e profilaxia de enfermidades bacterianas

na aquicultura. Telles (2013) ressalta que o uso descontrolado de antimicrobianos
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pode levar ao surgimento de cepas bacterianas resistentes e isto eleva o risco
associado a exposigao a altos niveis de residuos pelos consumidores. Portanto se faz
necessario que se regulamente o uso desses farmacos, além de difundir as
informagdes sobre o seu uso incorreto, a fim de evitar prejuizos a saude dos
consumidores.

De acordo com Suresh (1998), nos sistemas de criagao intensiva de
tilapia, a septicemia por estreptococos € a maior causa de mortalidade dos peixes em
todo o mundo. Chang e Plumb (1996) consideram que a intensidade da doencga esta
associada com a estirpe do Streptococcus agalactiae e a dose infectante. Bunch e
Bejerano (1997) destacam que o Streptococcus spp sado bactérias oportunistas
amplamente distribuidas no ambiente aquatico e, segundo Pilarsky e Sakabe (2009),
o0 aumento da susceptibilidade dos peixes a doencas infecciosas ocorre pelo aumento
da concentragcdo plasmatica de cortisol e depressdo dos mecanismos de defesa
organica dos peixes, além das condi¢cbes de criagao intensiva, como variagao de
temperatura e niveis de oxigénio da agua.

A maior incidéncia de doencas em tilapias ocorre em periodos de
temperatura mais fria pois, de acordo com Kubitza (2000), temperaturas em torno de
16 a 18°C diminuem a sua resposta imune. Em temperaturas maiores, os peixes
conservam seu sistema imunolégico e conseguem uma melhor resposta frente a acao
das bactérias, que por sua vez, em temperaturas mais altas, apresentam seu

mecanismo 6timo de atuacao.

2.5 DOENGCAS NO CULTIVO DA TILAPIA

O atual sistema superintensivo de cultivo de tilapias predispde o
aparecimento de diversas enfermidades nos peixes. Em virtude das caracteristicas de
manejo, como por exemplo a alta estocagem, a rapida disseminagcao dos patégenos
para todos os peixes do cultivo é favorecida, além da dificuldade dos produtores em
identificar os patégenos para uma rapida intervengdo, ocasionando grandes perdas
econdmicas na producgao (LEIRA et al., 2017). Portanto € necessario que se conhega
as principais doengas que possam acometer o cultivo a fim de se criar estratégias
efetivas para o seu controle. Dentre as parasitoses destacam-se:

Protozoarios parasitos, organismos unicelulares presentes na agua

do cultivo com as espécies Ichthyophthirius multifiliis, Chilodonella, Trichodina
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Epistylis sp, Ambiphrya (Scyphidia sp), Apiosoma sp, Ichthyobodo Piscinoodinium
pillulare e Amyloodinium. Os esporozoarios, endoparasitas do filo Myxozoa, familia
Myxobolidae (Myxobolus e Henneguya), encontrados em tilapias em condi¢cdes de
cultivo intensivo: Myxobolus cerebralis e Henneguya. Os Trematodos monogenéticos,
ectoparasitas platelmintos: Girodactilus e Dactylogyrus espécies que ocorrem em
viveiros de tilapias com alto adensamento e niveis elevados de matéria organica. Os
Crustaceos parasitos, que sdo responsaveis por uma alta mortalidade em tilapias de
cultivo no Brasil quando em temperaturas mais baixas: Lernaea sp, Ergasilus sp,
Argulus sp e Dolops sp (KUBIZTA,2000). A Saprolegniose doenga causada por
fungos da familia Saprolegniaceae e, de acordo com Kubitza (2000), atinge ovos,
larvas, alevinos e peixes adultos. Os géneros mais encontrados sdo Saprolegnia,
Achlya e Dictyuchus. Saprolegnia parasitica € 0 género mais comum em peixes e
acomete a tilapia nos periodos de inverno e inicio da primavera, quando a temperatura
da agua esta entre 18 e 26° C, condigdo em que 0s peixes apresentam uma resposta

imunoldgica diminuida.

2.5.1 Bacterioses

Leira et al. (2017) aponta que as bacterioses sao responsaveis por
ocasionar uma alta mortalidade em peixes de cultivo resultando em consideraveis
prejuizos econdémicos na piscicultura. Estdo presentes naturalmente na agua do
cultivo e na microbiota dos peixes. Desenvolvem-se quando encontram um ambiente
propicio, como alteragdes na qualidade da agua ou mesmo nos peixes debilitados
devido ao estresse causado por intensificacdo e alto adensamento do cultivo. Na
criacdo de tildpias, segundo Kubitza (2005), a queda brusca de temperatura,
infestacbes por parasitos, manejo inadequado que causa perda de muco e de
escamas (que provocam lesGes na pele) e a alta salinidade combinada com
temperaturas extremas sao fatores que favorecem a ocorréncia de doencgas
bacterianas em tilapia.

Segundo Kubitza (2005) os sinais clinicos que evidenciam a
contaminagao bacteriana dos peixes incluem a presenca de areas despigmentadas,
lesdes ulcerativas no corpo, nadadeiras erodidas ou com lesdes hemorragicas (lesao
conhecida como podridao das nadadeiras), hemorragia em diversas partes do corpo,

exoftalmia, olhos com aspecto opaco e/ou hemorragico, bréanquias necrosadas,
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acumulo de fluidos na cavidade abdominal que provocam distensdo abdominal,
hiperplasia nos 6rgaos internos (figado, rim, bago e coragao), vesicula biliar
escurecida e repleta. Os peixes acometidos por bacterioses exibem um escurecimento
do corpo, dificuldade respiratéria, diminuicdo do apetite e alteracbes comportamentais
como letargia e natacao erratica. Segundo Leira et al. (2017) os principais agentes
causadores das bacterioses em peixes de cultivo sdo: Aeromonas spp, Yersinia

ruckeri, Edwardsella spp, Flavobacterium columnare, Francisella spp e Streptococcus

Spp.

2.5.1.1 Estreptococose

Estreptococose é o nome dado a doencgas septicémicas de etiologia
bacteriana originadas por cocos gram-positivos, incluindo os géneros Streptococcus,
Lactococcus, Vagococcus e Carnobacterium (MATA et al., 2004) e primeiramente
descrita no Japdo, em 1956, em surto de septicemia em truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) (HOSHINA et al., 1958). No Brasil, a doenca foi relatada pela primeira vez no
ano de 2003 em tilapiculturas no Norte do Parana (SALVADOR, 2008). O género
Streptococcus pertence a familia Streptococcaceae e sao descritas 67 espécies e 12
subespécies, dentre elas, bactérias que sdo associadas a processos etioldégicos em
seres humanos e animais além de microrganismos saprofiticos e ndo patogénicos
(GLAZUNOVA et al., 2009). De acordo com Plumb (1999), Toranzo et al. (2005) e
Nomoto et al. (2004) as bactérias causadoras de estreptococose sao: Lactococcus
garvieae, Lactococccus piscium, Lactococccus piscium, Streptococcus parauberis,
Stretococcus iniae, Streptococcus agalactiae, Vagococcus, Streptococcus equi,
Streptococcus equisimilis, Streptococcus pyogenes, Streptococcus zooepidemicus e
Streptococcus dysgalactiae.

O género Streptococcus é caracterizado por um conjunto de cocos
gram-positivos, de 0,5 a 2um que se agrupam em pares ou em cadeias de tamanhos
diversos, ndo moéveis, ndo formadores de esporos, catalase-negativos, anaerébios
facultativos ou desenvolvem-se em anaerobiose. Apresentam o metabolismo
fermentativo sendo o acido lactico o produto predominante da fermentacgao da glicose.
S&o microrganismos que podem ser encontrados em diversos ambientes; integram a
microbiota normal dos seres humanos, principalmente as vias aéreas e ftrato

gastrointestinal. Algumas espécies de estreptococos sao patdogenos reconhecidos,
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outras sao oportunistas e consideradas agentes infecciosos de relevancia clinica. A
caracterizagdo dos estreptococos € fundamentada em suas caracteristicas
hemoliticas (segundo o tipo de hemodlise em meios contendo sangue), fisioldgicas
(segundo o comportamento em testes fisiologicos) e antigénicas (conforme sua
composi¢cao antigénica), além da analise das propriedades fenotipicas (TRABULSI-
ALTERTHUN, 2017).

Em seres humanos o Streptococcus agalactiae causa pneumonia,
septicemia e meningite em neonatos, elevadas taxas de morbidade em gestantes e
mortalidade em adultos imunocomprometidos (JOHRI et al., 2006). De acordo com
Hernandez et al. (2009) as espécies causadoras de septicemia e meningoencefalite
em peixes sao: Streptococcus iniae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
parauberis, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus phocae e Streptococcus
ictaluri. Para Garcia et al. (2008) as principais espécies patogénicas para peixes sédo
o S. iniae e S. agalactiae, responsaveis por grandes perdas econbmicas na
aquicultura mundial, incluindo o Brasil. De acordo com Evans et al. (2002) o S.
agalactiae é responsavel por septicemia e meningoencefalite em peixes de agua doce,
marinhos e estuarinos, com altas taxas de morbidade e mortalidade, além de ser
associado a outras doengas em diversos animais como aves, camelos, caes, equinos,
gatos, ras, hamsters, camundongos, macacos e demais espécies (GARCIA, et al.,
2008).

O primeiro surto de estreptococose foi descrito em 2003 em cultivo de
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) no norte do Parana. Posteriormente outros
episodios foram relatados em tilapiculturas nos estados de Sao Paulo, Espirito Santo,
Minas Gerais, Bahia e Ceara. Surtos provocados por S. agalactiae sao considerados
de elevado risco sanitario para a tilapicultura no Brasil e sdo potencialmente
desencadeados pelo manejo intensivo, altas densidades de estocagem e temperatura
da agua superior a 27°C (MIAN et al., 2009). Os sinais clinicos observados em peixes
infectados sdo melanose, taquipneia, anorexia, excitabilidade, natacdo erratica,
rigidez dorsal, exoftalmia unilateral ou bilateral, ascite e morte subita. Em tilapias, as
principais altera¢des sao pericardite, epicardite, miocardite, endocardite, meningite e
septicemia (CHEN et al., 2007).
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2.5.1.1.1 Streptococcus inae

Streptococcus inae € uma das principais espécies bacterianas do
género Streptococcus. A doenga causada pelo S. inae, denominada estreptococose,
acomete varias espécies de peixes de agua doce e marinhos. De acordo com Pier e
Madin (1976) o S. inae foi isolado e identificado primeiramente no Brasil na espécie
Inia geoffrensis, um golfinho de agua doce presente na regido amazénica. Figueiredo
et al. (2012) apontam que esse microrganismo foi associado pela primeira vez a um
surto em cultivos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) em 2012. Atualmente o S.
inae é encontrado em todos os continentes e a infecgdo por ele provocada se
manifesta como septicemia, meningoencefalite, ocasionando altos indices de
mortalidade nos peixes e perdas econémicas significativas. Nos ultimos anos, através
do controlo sanitario, esse patdégeno tem diminuido e o S. agalactiae tem ocupado seu
lugar de destaque na infecgao da tilapicultura.

A infeccdo por S. inae ja foi caracterizada em seres humanos (EL
AAMRI et al. 2014), em golfinhos (PIER e MADIN, 1976), em morcegos (NAWAWI et
al., 2008) e em peixes. Nos cultivos intensivos o S. inae pode ser transmitido por
contato direto entre peixes contaminados e sadios ou por contato indireto, onde o
patdgeno se encontra no ambiente aquatico, no biofilme que se forma nos tanques,
filtros e tubulagdes desse sistema de cultivo (MILLARD et al., 2016). Esse contato é
facilitado, de acordo com Figueiredo et al. (2012), através do sistema de criagao
intensivo em tanques-rede, onde ha um excesso de estocagem dos peixes, causando
estresse nos animais, além de lesbes por contato nas escamas. A temperatura
elevada da agua do cultivo é outro fator importante a ser destacado pois facilita a
reproducao bacteriana (FIGUEIREDO et al., 2009). Zhou et al. (2011) relatam que
casos de contaminacdo por S. inae em seres humanos ocorrem por meio da
manipulagdo de peixes de cultivos vivos infectados, promovendo pneumonia,
septicemia e meningite em pessoas imunossuprimidas.

O controle da doenca causada pelo S. inae nos peixes de cultivo &
realizado através de antibioticoterapia. Segundo Padua et al. (2012) apenas
antibidticos a base de florfenicol e oxitetraciclina sédo liberados para utilizagado em
surtos em pisciculturas comerciais no Brasil; sendo que o florfenicol se mostrou
eficiente para o controle da doenca em tilapias-do-Nilo (GAUNT et al. 2010). Uma

alternativa para o controle sanitario € a vacinagao. Entretanto, de acordo com Millard
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et al. (2012) as vacinas nao oferecem protecéo aos peixes durante longos periodos
devido a mutagao no polissacarideo capsular do S. inae, sendo entdo necessario o
desenvolvimento de novas vacinas que possam abranger todos os sorotipos
existentes.

Portanto, o manejo adequado da piscicultura é imprescindivel para o
controle da infecgao por S. inae. Por isso € necessario, de acordo com Figueiredo et
al. (2009) a manutencao correta dos viveiros com boas praticas de manejo, obtencéo
alevinos saudaveis e previamente livres de patdégenos, retirar do viveiro animais
mortos ou com sinais clinicos de doencga, realizar tratamento com antibi6ticos e
vacinagao. Através dessas praticas € possivel reduzir a incidéncia de infecgao e
perdas significativas no cultivo (SHOEMAKER et al., 2010).

2.5.1.1.2 Streptococcus agalactiae

O Streptococcus agalactiae € um coco gram-positivo, ndo formador
de esporos, ndo acido resistente, ndo movel, anaerobio- facultativo, oxidase-negativo,
catalase-negativo e beta hemolitico: “A beta-hemolise (R) é caracterizada pela lise
completa das hemacias que rodeiam a colbnia, ocorrendo uma zona transparente
(zona de lise total) ao redor da colénia. Os estreptococos com esta caracteristica sao
denominados beta-hemoliticos” (ANVISA, 2008). Apresenta-se com um didametro de
cerca de 2 um, em pares ou cadeias curtas.

Marcadores sorolégicos e imunoldgicos sao utilizados para a
caracterizagao desses microrganismos. O S. agalactiae € denominado Streptococcus

do Grupo B (SGB) pois esta presente o antigeno Lancefield do Grupo B:

A classificagao dos estreptococos em grupos soroldgicos baseia-se nas
caracteristicas antigénicas de um polissacarideo, de composigéo variavel,
chamado carboidrato C, localizado na parede celular, que pode ser detectado
por diferentes técnicas imunolégicas, destacando-se, entre elas, a
precipitagdo em tubo capilar e a aglutinagdo pelo latex. Tomando por base
este polissacarideo, os estreptococos foram divididos em 20 grupos
soroldgicos (grupos de Lancefield), designados por letras mailusculas do
alfabeto (A, B,C,D,E,F,G,H,K,L, M,N,O,P,Q,R,S, T, Ue V). (...)O
método de sorogrupagem desenvolvido por Lancefield é conveniente, sendo
amplamente aceito para a identificagdo dos estreptococos [-hemoliticos.

(TRABULSI-ALTERTHUN, 2015, p. 195).

De acordo com Murray et al. (2009) na avaliagdo do antigeno
polissacaridico presente da parede celular, o S. agalactiae apresenta o antigeno do

grupo B; na observagédo de existéncia de proteinas de superficie, o S. agalactiae
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apresenta mais comumente o antigeno C além de apresentar polissacarideos
capsulares especificos: la, Ib, II, lll, IV, V, VI, VII, VIII e IX. Os sorotipos de SGB sao
caracterizados por métodos moleculares ou baseadas nos antigenos capilares através
da precipitagdo capilar (LANCEFIELD, 1934), coaglutinacdo (HAKASSON, 1992),
imunodifusdo dupla (JOHNSON; FERRIERI, 1984), métodos de ensaio
imunoenzimatico (ARAKERE et al., 1999), e aglutinacdo em latex (PARK, 2001).
Estéo especificados dez sorotipos capsulares distintos (la, Ib, II, llI, IV, V, VI, VII, VIII),
incluindo o mais novo, IX, descrito em 2007 por Slotvet e colaboradores (SLOTVET et
al., 2007). De acordo com Kong et al. (2002) a variabilidade sorotipica capsular esta
relacionada com a organizacdo dos compostos Glucose, Galactose, N-Acetil-
glucosamida e Acido Neuro— Acetil-Neuramicina (Acido Sialico) presentes capsula do
microrganismo e suas diversas combinag¢des formam tipos capsulares distintos em
SGB. A capsula possibilita a aderéncia do microrganismo as superficies epiteliais para
posterior invasao do tecido além se inibir a fagocitose realizada pelos macréfagos e
neutrofilos do hospedeiro, sendo esse seu papel mais importante como fator de
viruléncia. (NIZET & RUBENS, 2008). Na capsula do SGB sorotipo Ill € encontrada
uma alta concentragao de acido sialico, caracteristica intimamente ligada ao fator de
patogenicidade pois este impede a deposicdo do componente C3b do sistema
complemento e a fagocitose, portanto o SGB é considerado o mais virulento (JARVA
et al., 2003).

Os estudos de Yildirim et al. (2002) apontam que linhagens isoladas
de seres humanos sao hemoliticas e ndo usam a lactose como fonte de energia e
linhagens isoladas de animais (bovinos) nao produzem hemdlise em agar sangue e
utilizam a lactose como fonte de energia. Em peixes, as linhagens isoladas foram
descritas como nao hemoliticas por Figueiredo et al. (2006). De acordo com Stevens
(2000) os sorotipos la, Ib, Il, Il e V tem maior potencial infectante em seres humanos.
No Brasil ha prevaléncia dos sorotipos la e Il (Dutra et al., 2014). Para Keefe et al.
(1997) o SGB é um patégeno de relevancia para mamiferos terrestres; coloniza
naturalmente o trato gastrointestinal e geniturinario de aproximadamente 50% dos
adultos saudaveis (HANSEN et al. (2004) e 18% das mulheres gravidas em nivel
mundial (RUSSEL et al., 2017). Em condigbes especificas, SGB pode levar a um sério
comprometimento em adultos (BROCHET et al., 2006), recém-nascidos (ARMISTEAD
et al., 2019), mulheres gravidas, idosos e adultos imunocomprometidos (FARLEY,

2001). Para Seale et al., (2017) estudos apontam que possivelmente existem fatores
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especificos do hospedeiro que determinam a sensibilidade de um individuo a doenca
invasiva, como sepse, meningite, infecgbes do trato urinario, pele e tecidos moles
(LYHS et al., 2016).

Para Madri et al., (2017) o SGB é responsavel pela maior morbidade
e mortalidade neonatal no mundo, causando sepse, pneumonia, meningite e
encefalopatia. A bacteremia causada por SGB do neonato pode ocorrer intrautero ou
durante o parto vaginal, onde ha o contato do bebé com o trato geniturinario materno
e sua prevengao é feita com a profilaxia antibidtica intraparto (IAP) na parturiente
(ARMISTEAD et al., 2019). De acordo com Bianchi-Jassir et al. (2017) e Seale et al.
(2017) ha uma relacdo entre colonizagcdo materna por SGB parto prematuro e
natimortos. Aos neonatos podem ocorrer sequelas relevantes como displasia bronco
pulmonar. De acordo com Hall et al. (2017) uma das principais causas de mortalidade
materna, em nivel mundial, € a sepse provocada pelo SGB, que pode ocorrer no
periodo peri ou pos-parto. Segundo seus estudos, a vacinagdo materna no final do
segundo ou inicio do terceiro trimestre pode contribuir para a prevengao da bacteremia
por SGB materna e em neonatos. Nos demais mamiferos, como ruminantes, o SGB
pode colonizar as glandulas mamarias e permanecer neste local por longos periodos,
sendo responsavel por desenvolver a mastite clinica e subclinica, prejudicando a
qualidade do leite (DERMER et al. 2004).

De acordo com Johri et al. (2006) o SGB é a principal bactéria
causadora de estreptococose em peixes. Os estudos de Evans et al. (2002),
Duremdez et al. (2004) e Mian et al. (2009) demonstram que a infeccao por SGB causa
septicemia e meningoencefalite, principalmente em espécies de peixes de agua
quente e doce, marinhos ou estuarinos. No Brasil, de acordo com Mian et al. (2009),
os sorotipos Ib e Il estdo presentes nos cultivos intensivos de tilapia, sendo a espécie
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) a principal hospedeira desse patégeno
(BARONY et al., 2017). Os principais sinais clinicos descritos pela FAO (2020) e por
Marcusso (2015) foram pigmentagao escura da pele, diminui¢ao do apetite, desvio de
coluna vertebral, exoftalmia uni ou bilateral, com opacidade e hemorragia, distensao
abdominal, hemorragia difusa no opérculo e natagao erratica e circular. Na necropsia
foram observadas petéquias na pele, ascite aquosa de coloracdo amarelada,
hepatomegalia leve, vesicula biliar repleta, esplenomegalia moderada, congestao
renal, encefalomalacia e congestéo cerebral.

Lim e Webster (2006) relatam que a principal via de transmiss&o do
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SGB é a horizontal, onde ha o contato com peixes infectados, por canibalismo ou
contato indireto mediado pela agua dos sistemas de criacdo e pela ingestao de
alimentos contaminados. Outra via importante de transmisséo, evidenciada por Clark,
Paller e Smith (2000), é a cutanea, através de abrasdes na pele dos peixes devido ao
aumento da densidade populacional do local de cultivo.

Surtos provocados por essa bactéria, segundo os estudos de Zamri-
Saad et al. (2010) resultam em altas taxas de morbidade e mortalidade dos peixes,
acarretando sérios prejuizos econdmicos na tilapicultura, com uma incidéncia de
aproximadamente 20% a 30% e taxa de mortalidade de peixes doentes superior a
95% (SU et al., 2017). De acordo com Ye et al. (2011) ocorreram surtos de
estreptococose em 95% das fazendas de tilapia na China entre 2009 e 2011,
resultando em uma alta mortalidade. As cepas prevalentes de doencga estreptocdcica
de tilapia na China que ocorreram até 2008 foram classificadas como Streptococcus
iniae e as cepas dominantes atuais (2009-2011) foram classificadas como S.
agalactiae (SGB) (CHEN et al., 2012).

A antibioticoterapia € o método de tratamento e profilaxia de
enfermidades bacterianas na aquicultura, entretanto, de acordo com Cabello (2006) e
Defoirdt et al. (2007) o uso frequente de antibidticos contra bacterioses promove a
selecao de cepas resistentes e essa resisténcia pode ser transferida para bactérias
patogénicas ambientais e humanas (ABUTBUL et al. 2004, SMITH et al. 1994).
Portanto, o acumulo de antibiéticos em peixes, segundo Romano e Mejia (2003),
produz efeitos nocivos para o meio ambiente e seres humanos e a vacinacgao revela-
se uma alternativa ao uso de antibiéticos e demais farmacos na prevengao de
infecgcdes nas pisciculturas. De acordo com Li et al., (2020) a vacinagao é um método
alternativo para o controle das doencas estreptocdcicas, apesar de atualmente existir
poucas vacinas comerciais (CHEN et al., 2012) e escassas terapéuticas quimicas,
como alimentos medicamentosos com antibiéticos (DARWISH, 2007) para o controle

da bacteremia causada por SGB.
2.6 CONTROLE DA DOENCA
De acordo com Munang'andu et al. (2016) a aquicultura intensiva tem

causado danos para a tilapicultura, pois este sistema de criacdo possui caracteristicas

que provocam a inibicdo do sistema imunoldgico dos peixes, principalmente o alto
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adensamento do cultivo, tornando-os mais susceptiveis a diversas infecgbes. Uma
importante doenga que acomete a producgao de tilapia é a estreptococose causada
pelo Streptococcus agalactiae, que pode induzir a doenga em peixes adultos e juvenis.
Até o momento ja foram isolados trés sorotipos de S. agalactiae (la, Ib e lll) em
tilapiculturas ao redor do mundo e observaram-se mudangas no gendétipo PFGE
destas cepas (YE et al. 2011) (OLIVARES-FUSTER et al. 2008). Na China, a principal
cepa de SGB identificada foi a cepa la, ST7 (ZHANG et al., 2017).

Segundo Kubitza (2008a) as boas praticas de manejo irdo garantir
que o cultivo de tilapia seja realizado de forma otimizada, onde o produto oferecido
seja seguro para o consumo. O manejo adequado minimiza os prejuizos ambientais
com o uso consciente dos recursos hidricos, energéticos, bem como a alimentagao e
demais insumos, manutencao das condi¢cdes sanitarias e de saude, promovendo um
melhor desenvolvimento dos peixes.

O preparo dos viveiros € indispensavel para garantir a saude dos
peixes que ali se desenvolverao, pois evitam a presenca de predadores e fornecem
quantidades suficientes de alimentos naturais necessarios para os alevinos. Os
alimentos naturais sao produzidos através da adubagao dos viveiros com fertilizantes
quimicos e organicos. O nitrogénio é primordial para o desenvolvimento do
fitoplancton e os fertilizantes organicos promovem o crescimento de bactérias,
protozoarios, rotiferos, claddceros, copépodos que sao alimentos naturais para as
pos-larvas e alevinos. A adubagédo em excesso pode provocar deficiéncia de oxigénio,
desenvolvimento excessivo de fitoplancton que leva ao aumento de pH e torna o
ambiente nocivo para os alevinos do viveiro. Ao final de um ciclo de cultivo, o tanque
deve ser esvaziado, adicionar cal virgem para eliminar microrganismos
remanescentes e expostos ao ar livre por 3 a 5 dias para decomposi¢cao de matéria
organica presente no fundo do viveiro (KUBITZA, 2008c).

Em viveiros com baixa taxa de renovagao de agua, o fitoplancton é
responsavel pela manutengéao niveis de oxigénio, além de remover a amdnia e nitrato,
pois utiliza esses compostos para seu desenvolvimento. Pequenos organismos
aquaticos alimentam-se desse fitoplancton e servem de complemento alimentar para
os peixes do viveiro, uma vez que fornecem aminoacidos, vitaminas e minerais,
reduzindo possiveis deficiéncias nutricionais. O fitoplancton também atua no processo
de decantacgao das particulas de argila e silte que estejam suspensas na agua devido

a movimentacgao dos peixes nos procedimentos de despesca e da agao de aeradores,



659
660
661
662
663
664
665
666
667
668
669
670
671
672
673
674
675
676
677
678
679
680
681
682
683
684
685
686
687
688
689
690
691
692

38

diminuindo a turbidez da agua. Por fim, o fitoplancton impede que algas filamentosas
e demais plantas se desenvolvam nos viveiros pois formam uma barreira impedindo a
entrada de luz (KUBITZA, 2008b).

O fornecimento de aeragéo constante na agua dos viveiros mostra-se
benéfico para a saude dos peixes porque, segundo Kubitza (2008b), reduz a
incidéncia de déficits de oxigénio. A melhor qualidade da agua promove uma nutrigao
adequada, pois oferece aos peixes condigdes ambientais ideais para seu crescimento
e desenvolvimento. Ao final do ciclo de produc¢ao, a restauragao da qualidade da agua
€ realizada com a aeracgao, promovendo a normalizagao dos niveis de oxigénio, a
degradacao do material organico e oxidagdo da amoénia. Desse modo, a agua pode
ser utilizada novamente no cultivo ou devolvida para o meio ambiente sem riscos de
causar danos ambientais.

Condi¢gdes ambientais inadequadas, alto adensamento do cultivo,
procedimentos incorretos de despesca que geram atritos entre os peixes e demais
condigdes estressantes podem aumentar a susceptibilidade dos peixes ao surgimento
de doengas, principalmente doengas bacterianas (KUBITZA, 2009). De acordo com
Cabello (2006) e Defoirdt et al. (2007), a antibioticoterapia oral € um método de
tratamento e profilaxia de enfermidades bacterianas que atingem os peixes de cultivo
e tem sido amplamente utilizada como medida profilatica na aquicultura (SERRANO,
2005). Atualmente, no Brasil, o unico antibiético aprovado para uso em pisciculturas é
o florfenicol, que é fornecido aos peixes juntamente com a ragao, sendo estavel na
agua e com amplo espectro de atuagao (FIGUEIREDO et al., 2007). Entretanto, como
aponta Heuer et al. (2009), esse tipo de tratamento pode nao ser eficaz devido a
anorexia presente nos peixes diante do quadro infeccioso. Como aponta Serrano
(2005), o uso indiscriminado de antimicrobianos pode levar a poluicao e degradagao
do meio ambiente, além de promover o surgimento de cepas bacterianas resistentes,
elevando o risco associado a exposi¢ao a altos niveis de residuos pelos consumidores
(TELLES, 2013).

A vacinagao pode ser considerada uma estratégia para o controle das
doencas que acometem o cultivo e pode reduzir ou substituir a utilizacdo de
antibioticos (SKOV et al., 2018) promovendo uma reposta imune especifica de longa
duragéo visto que, atualmente, a maioria das vacinas sao formuladas com patégenos
inativados e inoculados por inje¢do nos peixes dos viveiros (ADAMS e SUBASINGHE,

2019). Para imunizagdo em massa, a vacinagao por imersdo é um método a ser
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considerado, pois reduz o estresse sobre os peixes (MUNANG ANDU et al., 2015).
Portanto, de acordo com Figueiredo et al. (2007) a manutengcdo das condigcbdes
ambientais e controle sanitario dos peixes (promovendo a remog¢&o de animais mortos
ou que apresentem sinais de doenca no cultivo) além da realizacdo de exames
laboratoriais frequentes para andlise da presengca de agentes bacterianos e
administracdo de vacinas sdo medidas fundamentais para o controle da

estreptococose em tilapias (LIU et al., 2016).

2.7 ESTUDO DO GENOMA DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Os primeiros métodos de sequenciamento genémico, de acordo com
Franga, Carrilho e Kist (2002), surgiram no inicio da década de 70, mas somente em
1995 foi realizado o primeiro sequenciamento completo de um genoma — da bactéria
Haemophilus influenzae, através do método de Sanger (FLEISCHMANN et al., 1995).
De acordo com Meldrum (2001) o sequenciamento genético permite demonstrar as
sequéncias de bases nucléicas para compreender o complexo funcionamento dos
organismos através do estudo estrutural e funcional do genoma. As reagdes de
sequenciamento, a reacdo em cadeia da polimerase e sequenciadores de DNA
fluorescentes automatizados permitiram que o0s processos para a analise da
sequéncia de DNA fossem automatizados e realizados mais rapidamente. De acordo
com Olson (2001) a analise da sequéncia de DNA é um processo que envolve
variadas etapas, como a preparacao, fragmentacao e analise de bases do DNA e a
interpretacéo da sequéncia resultante.

O surgimento das tecnologias de sequenciamento de proxima
geracao “Next- Generation Sequencing - NGS” ocorrido apés a finalizagdo do projeto
genoma, em 2005 (SHENDURE e HANLEE (2008), EL-METWALLY et al. (2013)),
permitiu a obtencdo dos dados genbmicos de maneira mais eficaz, visto que
comparadas com o método de Sanger, possuem melhores caracteristicas como leitura
aprimorada do DNA em menor tempo de execucdo, além de reduzirem
significativamente o custo de cada sequenciamento, possibilitando, inclusive, a sua
aplicagdo para demais organismos procariotos. Segundo Tettelin et al. (2008) o
desenvolvimento de métodos de sequenciamento de genomas eficientes e de custo
reduzido possibilitou a analise aprofundada da diversidade intraespecifica dos

patégenos bacterianos. As plataformas 454 FLX (Roche, Bélgica), lllumina (Genome
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Analyzer), SOLID e lon Torrent (Applied Biosystems, EUA) viabilizam o
sequenciamento de milhdes de fragmentos de DNA simultaneamente, além de uma
acurada analise de genomas e transcriptomas de modo rapido e de custo reduzido
(LOMAN et al., 2012; MARDIS, 2008; SHENDURE; JI, 2008). Para realizar o
sequenciamento de genomas em grande escala pode ser utilizado o método de
sequenciamento shotgun hierarquico, também denominado "clone por clone" usado
pelo International Human Genome Sequencing Consortium ou a abordagem shotgun
do genoma completo usado pela Celera Genomics. De acordo com Monnet et al.
(2010) e Richards et al. (2011) a gendmica comparativa pode ser um recurso relevante
para esclarecer processos evolutivos, dado que caracteriza os elementos do genoma
ligados a viruléncia e adaptagédo hospedeiros.

De acordo com banco de dados do NCBI, atualmente existem 1538
genomas totais e parciais sequenciados de S. agalactiae. Segundo Glaser et al.
(2002) o primeiro genoma completo de S. agalactiae sequenciado pelo método de
Sanger corresponde a cepa NEM316 do sorotipo Ill. Este genoma possui o tamanho
de 2.211.485 pb e 2118 genes anotados e esta depositado no banco de dados do
GenBank desde 2002. As linhagens de Streptococcus agalactiae possuem o genoma
entre 1,8Mb a 2,2 Mb, numero de tRNA variando de 63 a 81, numero de rRNA de 18
a 21 e conteudo GC de 35,3% a 35,9%. As linhagens de S. agalactiae isoladas a partir
de peixes no Brasil apresentam diversidade genética especifica, possuem sequéncias
genbmicas heterogéneas e estao distribuidas em diferentes regides do pais de acordo
com seu gendtipo (GODOY et al., 2013; BARONY et al., 2017).

2.8 ESTUDOS DE PATOGENICIDADE DO STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Os peixes de cultivo podem ser acometidos por patdgenos diversos
quando expostos a ambientes de baixa qualidade de agua, com baixo teor de oxigénio
e elevados niveis de amébnia e nitrito, deficiéncia nutricional, acimulo de material
organico, mudangas de temperatura, manejo e transporte incorreto. Esses fatores
provocam estresse nos animais e consequente diminuicdo de sua resposta
imunoldgica frente a microrganismos patogénicos (FRANCESCHINI, 2012).

A disseminagado de S. agalactiae para os peixes do cultivo pode
ocorrer por via horizontal, através das fezes de peixes previamente contaminados

(EVANS et al., 2002) ou pela coabitagdo com peixes mortos, resultando na infecgao
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de peixes saudaveis (IREGUI et al., 2016), onde os microrganismos patogénicos
podem entrar através das guelras (MIAN et al., 2009) e pele, transpondo o muco lumial
e epitélio, onde atingem o trato gastrointestinal, promovendo a disseminagéo
sistémica acometendo principalmente cérebro, rim e intestino (PRETTO-GIORDANO
et al., 2010).

2.8.1 Fatores de viruléncia

De acordo com Casadevall e Pirofski (2001) a viruléncia pode ser
definida como a capacidade de um patégeno em lesar um hospedeiro evadindo suas
defesas imunes. Os mecanismos de infecgdo ocorrem a partir de uma série de
interagdes entre patdégenos e hospedeiro e pode ser expressa como a toxicidade do
patdogeno, invasividade, colonizagdo e capacidade de ser transmitido para outro
organismo. Dutra et al. (2014) e Barnett et al. (2015) referem os fatores de viruléncia
como os principais agentes mediadores dessa correlagédo entre o patdégeno e a célula
do hospedeiro, promovendo a disseminagdo bacteriana através da alteracdo dos
mecanismos da resposta imune. Assim como diversos patégenos, o S. agalactiae
adere-se as células do organismo hospedeiro através das suas proteinas de superficie
e estas sao responsaveis pelas interagdées com a matriz extracelular, bem como com
0 escape da resposta imunologica do hospedeiro (TENENBAUM, T.B. et al., 2007).
Os principais fatores de viruléncia do S. agalactiae ja descritos estao representados
na tabela 1.

A céapsula bacteriana é o principal fator de viruléncia do S. agalactiae
pois € responsavel pela fagocitose e reconhecimento pelo sistema imunolégico, assim
permitindo a sua multiplicacdo e disseminagao para varios 6rgaos (ANVISA). De
acordo com Gody (2011) a partir do momento em que o S. agalactiae adentra no
organismo, ele se adere as barreiras endoteliais, liberando os fatores de viruléncia,
como fator CAMP, responsavel por produzir poros na membrana do hospedeiro,
liberacdo da proteina C, responsavel por facilitar a aderéncia nas células epiteliais,
liberacao de B-hemolisina que provoca a lise das células do hospedeiro, induzindo a
resposta inflamatéria e apoptose. A presencga do acido sialico na capsula bacteriana
€ similar ao acido sialico presente na célula do hospedeiro e impede que o

microrganismo patogénico seja reconhecido pelo sistema imune.
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Tabela 1. Principais fatores de viruléncia descritos para Streptococcus agalactiae

Categoria Gene Fator de Viruléncia
Adeséo e colonizagao gap GAPDH - Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase
ditA Proteina de alanilagao do acido
lipoteicoico
fbsA Proteina A de ligagao ao fibrinogénio
fbsB Proteina B de ligagao ao fibrinogénio
Imb Proteina de ligagéo a laminina
pavA Proteina de ligagao ao fibrinogénio
PI-1 Pili-1
Pl-2a Pili-2a
Pl-2b Pili-2b
alpha C Proteina da familia alpha
Evaséo imune bca Proteina da familia C
epsilon Proteina da familia alpha

gbs0470 Proteina da familia alpha
gbs1195 Proteina da familia alpha

CSPA Serine protease

Invaséo bac Proteina C-
cfb Fator cAMP
cylA B - hemolisina / citolisina
cylB B - hemolisina / citolisina
cylE B - hemolisina / citolisina
ditR Proteina reguladora
gbs2018-6  Gene associado a invasao
hylB Hialuronato liase
iagA Proteina reguladora de invasao
pbp1A/ponA Proteina 1A de ligagao a penicilina
rib Proteina rib

Fonte: Elaborada por Lima, S. C. (2020) com base em Brochet et al., 2006; Corréa et al.,
2009; Creti et al., 2004; Delannoy et al., 2016; Dutra et al., 2014; Kayansamruaj et al., 2014;
Godoy et al., 2013; Kannika et al., 2017; Morach et al., 2018; Springman et al., 2009; Sun et
al., 2016.

Para o isolamento e deteccdo de S. agalactiae em juvenis de tilapia-
do-Nilo utiliza-se mais comumente a técnica microbiolégica (padrdo ouro) de swabs
do encéfalo, rim, figado, coracdo, liquido visceral e olhos. Encéfalo e rim sao
conhecidamente érgéaos de predilegdo do S. agalactiae. O meio de crescimento das
culturas bacterianas mais usado € o agar sangue e incubacgéo realizada a 37°C por 24
a 48h para observacao da morfologia das colbnias e as caracteristicas hemoliticas
(LONGHI, PRETTO-GIORDANNO, MULLER; 2013).

Segundo Figueiredo et al. (2012) existe ainda uma insuficiente
compreensao acerca dos mecanismos moleculares envolvidos na patogenicidade do

S. agalactiae em peixes portanto torna-se imprescindivel a analise e comparagao
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genbmica das possiveis diferengcas que possam estar ligadas aos perfis de
patogenicidade de cada cepa para assim desenvolver estratégias para o controle da

estreptococose provocada pelo S. agalactiae sorotipo .

2.8.1.1 Fatores de viruléncia descritos para S. agalactiae

Fatores de viruléncia sdo considerados vantagens evolutivas para
inumeras espécies de patdgenos, pois proporcionam a colonizagdo do hospedeiro
através de mecanismos variados, como melhor adesao aos tecidos do hospedeiro ou
maior capacidade invasiva. Fatores de viruléncia podem atuar inclusive suprimindo a
resposta do sistema imunologico do hospedeiro e desativando mecanismos

citoprotetores (SEIDLER, 2013). Os principais fatores de viruléncia descritos sao:

Fibrinogen-binding protein

A patogenicidade de um organismo esta intimamente ligada a sua
capacidade de se ligar ao fibrinogénio. As proteinas ligantes de fibrinogénio, durante
a infecgdo, ligam-se ao fibrinogénio e leva a agregacao plaquetaria, sendo
responsavel por complicagbes meédicas graves, podendo levar o hospedeiro a morte
(COLLINS et al., 2012).

C5a peptidase
A peptidase C5a em S. agalactiae € uma serina protease associada a
superficie que atua clivando o componente quimiotatico do complemento C5a, onde

liga-se a fibronectina permitindo a invasao celular (CHENG et al., 2002) .

Laminin-binding protein

Proteina de ligagdo a laminina (Lmb) € uma lipoproteina que
desempenha um papel na colonizagao e invasao do epitélio danificado, atuando como
mediadora da ligagao do S. agalactiae a laminina do hospedeiro, além de atuar como
uma invasina, favorecendo a invasao do S. agalactiae em celulas endoteliais
microvasculares do cérebro (TENENBAUM et al., 2007)

B-hemolysin

Formadas por proteinas e lipideos, as hemolisinas do tipo beta séo
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responsaveis pelo rompimento da membrana celular ao promover a lise dos globulos
vermelhos. (MAHESWARAN et al., 1967).

cAMP factor

O fator cAMP foi descoberto pela primeira vez em S. agalactiae, mas
genes homodlogos ja foram descritos em outros patégenos Gram-positivos. Séo
responsaveis pela formacdo de poros na membrana e possibilitam a entrada do
patdogeno na célula hospedeira, dando suporte a sobrevivéncia do patégenos bem

como a sua disseminacgao pelo hospedeiro (CHUZEVILLE et al., 2012).

Pili-2b protein

Os pilli sdo apéndices produzidos pelo GBS e sdo considerados um
dos mais importantes fatores de viruléncia. Contribuem para a adesividade do GBS e
promovem a adesao bacteriana a matriz extracelular ou aos receptores do hospedeiro
(PEZZICOLI et al., 2008), além de serem responsaveis pela formacgado do biofilmes
bacterianos (KONTO-GHIORGHI et al., 2009).

Hyaluronato lyase

A Hyaluronato liase € uma proteina codificada pelo gene hy/B
responsavel pela degradagdo da da N-acetilglicosamina, que compde o acido
hialurénico. Sua degradacgéo altera a viscosidade da matriz extracelular do hospedeiro
e facilita a invasado bacteriana. O acido hialurénico € um glicosaminoglicano linear
presente em tecidos de mamiferos compondo grande parte da matriz extracelular.
Sintetizado por uma grande variedade de bactérias, apresenta-se como um
componente importante da capsula bacteriana de patdégenos Gram-positivos como
Streptococcus, Staphylococcus, Peptostreptococcus, Propionibacterium,
Streptomyces e Clostridium, sendo um (HYNES & WALTON, 2000). Em
estreptococos, as hialuronato liases foram identificadas em bactérias dos grupos A,
B, C e G de Lancefield, (GRANLUND et al.,1998).

Surface protein rib
Proteina de superficie celular presente em estreptococos do grupo B
(GBS), designada proteina Rib (resisténcia a proteases, imunidade, grupo B), que

concede imunidade protetora e é expresso pela maioria das cepas do tipo lll
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(STALHAMMAR-CARLEMALM et al., 1993)

C alpha protein

A proteina alfa C (ACP) na superficie do GBS contribui para o
processo de infecgdo e colonizagdo do hospedeiro, permitindo a transposigcéo das
barreiras epiteliais e invasdao das camadas celulares, através da ligagdo dessa
proteina ao glicosaminoglicano da superficie da célula hospedeira (GAG). Portanto
considera-se a proteina alfa C (ACP) como um fator de viruléncia do GBS que interage
com as células epiteliais e pode ser expresso em diversas cepas dos sorotipos la, Ib

e Il e além de outros organismos gram-positivos (MADOFF et al., 1991)

C-beta protein

Os antigenos da proteina C-beta sdo componentes imunodominantes
da superficie do Streptococcus agalactiae, sendo principalmente expressas pelos
sorotipos la, Ib e Il. Seu mecanismo de atuagao ocorre com a sua ligagao a porgao Fc
da IgA humana e é responsavel pela resisténcia bacteriana aos mecanismos de
defesa imunoldgica da mucosa (SCHALEN, 1993).

Serine Protease

As proteases de serina bacterianas atuam em diversas etapas do
processo de infecgdo bacteriana, desde burlar os sistemas de defesa do organismo
hospedeiro, atuando na modulagédo do sistema imunoldégico bem como na destruicao
dos tecidos infectados. Essa etapa ocorre com a introdugdo de um conjunto adicional
de proteases na célula hospedeira; esse excesso de enzimas e leva a um desequilibrio
entre as proteases e seus inibidores, que ficam incapacitados de realizar sua funcao
regulatéria e ocasiona a degradagdo dos tecidos infectados (BURCHACKA &
WITKOWSKA, 2016).

Penicilim binding protein

As proteinas de ligagao a penicilina (PBPs) sao proteinas sintetizadas
por bactérias que se ligam a penicilina e a outros antibidticos da classe dos B-
lactdmicos e sao responsaveis pela sintese de peptideoglicanos, componente
essencial da parede celular bacteriana, promovendo a sua adesdo na célula
hospedeira (LECLERCQ et al., 2017)
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Immunogenic bacterial adhesion

BibA foi encontrado covalentemente associado a parede celular
bacteriana e sua expressdo é regulada pelo sistema que codificam fatores de
viruléncia conhecidos, como [(-hemolisinas, responsaveis pela degradacdo de

esfingomielina da membrana celular das células hospedeiras (SANTI et al., 2009).

GAPDH

GADPH é uma enzima encontrada em todas as células vivas e atua
principalmente nos processos de glicolise, além de participar da organizagao
estrutural da célula, transmissédo de informacédo genética e redes de transducao de
sinal celular onde forma complexos funcionais com diversos componentes
celulares. Em estreptococos, o GAPDH encontra-se no citoplasma e é a principal
proteina de superficie desse patdégeno, onde se liga a fibronectina dérmica do
hospedeiro, colaborando para sua colonizagdo (PANCHOLI & FISCHETTI, 1992),
(BERGMANN et al., 2004)

Beta hemolisina
As hemolisinas tém o papel de lise dos eritrocitos, onde a beta
hemolisina € responsavel por degradar a esfingomielina presente na membrana

celular da célula do organismo hospedeiro. (LINEHAN et al., 2003)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Caracterizagdo genética e comparacédo de patogenicidade de duas
cepas de Streptococcus agalactiae sorotipo Ill isoladas em tilapias-do-Nilo

(Oreochromis niloticus) cultivadas no Brasil.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Inocular as cepas estocadas de S. agalactiae em tilapia-do-Nilo
para reativar a sua patogenicidade;
e Determinar a DL 50 de S. agalactiae sorotipo Ill em juvenis de
tilapia-do-Nilo, promovendo o desafio dessas duas cepas pelo método
de injegao intra visceral,
e Promover a caracterizagdo genética de duas cepas de S.
agalactiae sorotipo Ill através de sequenciamento e montagem do
genoma;
e Comparar parcialmente os genomas das duas cepas de S.
agalactiae sorotipo lll entre si;
e Identificar e relacionar a patogenicidade e fatores de viruléncia
das duas cepas de S. agalactiae sorotipo Il entre si e entre a cepa de

S. agalactiae sorotipo Ib.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 RECUPERAGAO DA PATOGENICIDADE BACTERIANA

4.1.1 Inoculagéo das cepas para recuperagao de patogenicidade

Para a recuperacao da patogenicidade bacteriana foram utilizadas as
duas linhagens de Streptococcus agalactiae sorotipo Il isoladas apos surto de
estreptococose em tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil: cepas de S.
agalactiae sorotipo Ill Maranhao (proveniente do estado do Maranhao), S. agalactiae
sorotipo Ill Recife (proveniente da cidade de Recife, PE) além da cepa de S. agalactiae
sorotipo Ib E8 (proveniente da cidade de Londrina, PR). Todas as cepas estavam
armazenadas no laboratério de Microbiologia de Medicina Veterinaria da UEL. Foram
semeadas 30ul do estoque em agar columbia (semeadura por esgotamento) e
incubadas a 30°C por 48 horas. A partir das coldnias isoladas, sua identificacao foi
realizada por coloracdo de Gram. Duas a trés coldnias foram cultivadas em tubos de
ensaio contendo 10mL de TSB (Caldo de Triptona Soja) e incubadas a 30°C por 24 a
48 horas.

Os peixes utilizados em todos os estudos desse trabalho foram
provenientes de uma piscicultura da cidade de Londrina — PR, onde ficaram
armazenados para aclimatag¢ao durante dez dias em tanque de fibra com capacidade
para 500L, aquecimento a 28°C e renovacdo de agua constante (Figura 1- A). A
alimentacao foi oferecida duas vezes ao dia, com ragao especifica na proporgcéao de
2% do peso de cada juvenil de tilapia-do-Nilo. Para a inoculagdo das bactérias nos
peixes foram utilizados trés aquarios d"agua, um para cada cepa, com dez peixes
cada um, de peso semelhante e ndo foram alimentados no dia do experimento. Os
aquarios continham aeragao constante e temperatura média de 28°C (Figura 4). Cada
peixe foi inoculado com 0,1mL de solugdo de uma das cepas bacterianas a ser
recuperada. Os peixes foram acompanhados duas vezes ao dia, durante dez dias para
observacao dos sinais clinicos como: nivel de atividade, apetite, padrdo de natacéao,
cor e formato dos olhos e distensao ventral. A alimentacgao foi oferecida duas vezes
ao dia com quantidade de ragao equivalente de 2 a 3% de seu peso. Animais com
sinais clinicos evidentes de doenga (como exoftalmia uni ou bilateral e opacidade

cérnea uni ou bilateral) foram usados para isolamento de cepas. Amostras de rim e
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encéfalo foram coletadas assepticamente através da técnica de swab, semeadas em
placas contendo agar columbia sangue 5% (Acumedia®), incubadas a 30°C por 48

horas, protocolo adaptado de Pretto-Giordano et al. (2010).

Figura 1 — Aclimatacao dos juvenis de tilapia-do-Nilo. A — Tanque de aclimatagao; B
— Piscicultura de Londrina-PR; C — Sistema de criacdo em tanque-escavado.

iy B
h Ll

Fonte: do proprio autor

4.1.2 Coabitagdo com peixes previamente inoculados

Peixes previamente inoculados com as cepas Streptococcus
agalactiae sorotipo Ill Maranhdo, S. agalactiae sorotipo Il Recife e S. agalactiae
sorotipo Ib E8 foram utilizados para recuperacdo das bactérias pelo método de
coabitacdo. Dois peixes com sinais clinicos de estreptococose de cada cepa foram
transferidos para novos aquarios contendo cinco peixes saudaveis nao inoculados.
Os aquarios continham aeracdo constante e temperatura média de 28°C. O
acompanhamento foi feito durante quatorze dias para observacgao dos sinais clinicos
como: nivel de atividade, apetite, padrao de natacdo, cor e formato dos olhos e
distensao ventral. A alimentagao foi oferecida uma vez ao dia, com ragéo na proporgao

de 1,5% do peso de cada peixe.
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Figura 2 — Abertura dos peixes para coleta de S. agalactiae através da técnica de
swab. A — Peixe com sinal clinico de estreptococose; B — Incisdo realizada
sagitalmente na regido anterior da nadadeira dorsal; C — Exposi¢cdo do rim (seta
vermelha); D — Exposi¢cao do encéfalo (seta vermelha) apds corte realizado na regido
da cabeca do peixe.

Fonte: do préprio autor

4.2 TESTES DE PATOGENICIDADE

4.2.1 Linhagens e Condi¢des de Cultivo

Para os experimentos de patogenicidade foram utilizadas duas
linhagens de S. agalactiae sorotipo Il isoladas apds surto de estreptococose em
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) no Brasil: cepas de S. agalactiae sorotipo Il
Maranhao e S. agalactiae sorotipo Ill Recife, além da cepa de S. agalactiae sorotipo
Ib E8 recuperadas previamente. Para os testes de patogenicidade, as linhagens foram
cultivadas em caldo triptona de soja (Acumedia®) a 30°C sem agitagao por 48 horas.

A quantidade de células para cada linhagem foi estimada por contagem de UFC/mL.
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4.2.2 Detecgao de S. agalactiae nos Testes de Patogenicidade

Para confirmagao da presenca de S. agalactiae nos juvenis de tilapia-
do-Nilo utilizados no presente estudo, amostras de rim e encéfalo foram coletadas
assepticamente através da técnica de swab dos peixes mortos e com sinais de
estreptococose e semeadas em placas contendo agar columbia sangue 5%
(Acumedia®) e incubadas a 30°C por 48 horas, protocolo adaptado de Pretto-
Giordano et al. (2010).

4.2.3 Infecgao de Juvenis de Tilapia-do-Nilo

Juvenis de tilapia-do-Nilo provenientes de uma estacéo de piscicultura
da regido de Londrina - PR com peso médio de 20g foram aclimatados por dez dias
em tanque com capacidade para 500L, aeragdo constante, sistema para renovagao
de agua, temperatura média de 28°C (Figura 1 - A) e alimentados com ragdo numa
proporcdo de 2% do peso vivo, duas vezes ao dia. Peixes com sinais clinicos
evidentes de doenga como manchas corporais, alteragdes orbiculares ou mortos
foram retirados do tanque durante todo o periodo de aclimatacdo para evitar a
contaminagao dos demais juvenis por possiveis patégenos.

Os ensaios foram realizados em triplicata em aquarios d’agua
contendo 10 juvenis cada um, com sistema de renovagéo de agua, aeragao constante
e temperatura média de 28°C. Em cada peixe foi aplicado por via visceral, um volume
de 0,1 mL de cultura bacteriana. Os indculos da cepa Ib continham 1,4x108 UFC/mL,
1,4x107 UFC/mL, 1,4x10% UFC/mL e 1,4x10° UFC/mL de S. agalactiae sorotipo Ib, os
indculos da cepa Maranhdo continham 1,2x107 UFC/mL, 1,2x10® UFC/mL, 1,2x10°
UFC/mL e 1,2x10* UFC/mL de S. agalactiae sorotipo Ill Maranh&o e os indculos da
cepa Recife continham 1,0x107, 1,0x108, 1,0x10% e 1,0x10* UFC/mL de S. agalactiae
sorotipo Il Recife. A contagem das colénias bacterianas utilizadas na inoculacgéao foi
realizada logo ap6s a diluicdo em solugéo salina através do gotejamento do in6culo
em suas diferentes concentragbes em placa contendo meio TSA (Figura 3). Um
aquario d’agua foi utilizado como controle, ao qual foram adicionados dez juvenis
saudaveis, afincados com agulha, mas sem inoculagao. Apoés a inoculagéo, os peixes
foram alimentados com ragdo numa proporc¢ao de 2% do peso vivo, duas vezes ao dia

e observados durante quatorze dias para verificagao de sinais clinicos e mortalidade.
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A partir de cada diluicdo de cada uma das linhagens, os animais mortos foram
submetidos a coleta de amostras por swab de rim e encéfalo (Figura 2) e semeadura
em placa contendo agar columbia sangue 5% (Acumedia®) e incubadas a 30°C por
48 horas, protocolo adaptado de Pretto-Giordano et al. (2010) para visualizagao das
colénias bacterianas e confirmagcdo da presenga de S. agalactiae nos o6rgaos

analisados.

Figura 3 - Contagem de colbnias de S. agalactiae sorotipo lll cepa Recife através da
técnica de gotejamento

Fonte: o proprio autor.

Figura 4 — Experimentos. A — Peixes no aquario de experimento logo apds a
inoculagdo; B - Aquario com renovagdo de agua, aquecimento e aeragao; C —
Aquarios com experimentos em andamento

Fonte: do proprio autor
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4.3 CARACTERIZACAO GENETICA DO STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Para o sequenciamento do genoma, as culturas foram cultivadas
como descrito previamente. O DNA foi extraido usando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification kit (Promega). Posteriormente foi avaliado em gel de agarose 0,85%
corado com SyberSafe (Promega) e quantificado em NanoDrop. O sequenciamento
foi realizado em plataforma lllumina Hiseg/Miseq. A qualidade foi avaliada pelo
programa FAstQC onde leituras com qualidade inferior a 30 (PhredScore) foram
removidas. A montagem do genoma foi realizada através do programa Spades
V.3.9.0. O genoma montado foi usado para busca e anotagao dos genes através do
programa RAST. Os dados de anotagéo foram utilizados para caracterizagao do perfil
gendémico de cada linhagem, na busca de semelhangas nos perfis génicos entre as
cepas de S. agalactiae sorotipo Ib e lll e cepas de S. agalactiae 11l Recife e Maranhao
entre si. Foi realizada a busca de fatores de viruléncia presentes em cada cepa para
posterior comparagao desses perfis de viruléncia das cepas de S. agalactiae b e lll e

cepas de S. agalactiae |ll Recife e Maranh&o entre si.
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5 RESULTADOS

5.1 REATIVACAO DA PATOGENICIDADE BACTERIANA

ApOs a inoculagéo para reativagdo da patogenicidade das bactérias
obtivemos os seguintes resultados apds dez dias de observagao: para a cepa Recife,
dos dez peixes inoculados, trés morreram na primeira semana e nenhum na segunda
semana. A mortalidade nesse experimento foi de 30%. Dos peixes sobreviventes, dois
juvenis com sinais clinicos de estreptococose foram passados, na primeira semana,
para o aquario da coabitacdo, com cinco peixes saudaveis. Um (1) peixe com sinal
clinico de estreptococose foi passado para a coabitacdo na segunda semana. Os
sobreviventes (quatro peixes) apresentaram leve exoftalmia e leve distenséo
abdominal. Todos os peixes deste aquario apresentaram sinais de estreptococose.

A cepa Maranhao, dos dez peixes inoculados, cinco morreram na
primeira semana e nenhum na segunda semana. A mortalidade nesse experimento
foi de 50%. Dois peixes com sinais clinicos de estreptococose foram passados na
primeira semana para o0 aquario da coabitacdo com cinco peixes saudaveis.
Sobreviveram trés peixes que apresentaram leve exoftalmia, leve natagao erratica e
coloragao corporal escurecida. Todos os peixes deste aquario apresentaram sinais de
estreptococose.

A cepa Ib, dos dez peixes inoculados, trés morreram na primeira
semana e nenhum morreu na segunda semana. A mortalidade nesse experimento foi
de 30%. Dois peixes com sinais clinicos de estreptococose foram passados na
primeira semana para o aquario da coabitagao. Ao final do experimento, cinco peixes
sobreviveram e apresentaram leve exoftalmia, manchas corporais e leve distensao
abdominal. Todos os peixes deste aquario apresentaram sinais de estreptococose.

Antes de iniciar esse experimento, durante a aclimatagao dos juvenis,
um (1) peixe apresentou sinais de estreptococose. Este foi retirado do tanque e apés
analise microbiolégica foi constatado que o peixe estava contaminado com S.
agalactiae sorotipo |Ib, mas diferente da cepa de S. agalactiae recuperada neste
estudo. Esta nova cepa foi denominada cepa |Ib novo e estocada para posteriores
estudos.
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Tabela 2. Mortalidade dos peixes apos a inoculagdo para reativagdo da
patogenicidade bacteriana

Cepa Cepa Cepalb

Recife Maranhao
Mortos na primeira semana 3 5 3
Mortos na segunda semana 0 0 0
Total 3 5 3
Mortalidade 30% 50% 30%
Coabitagao primeira semana 2 2 2
Coabitagao segunda semana 1 0 0
Sobreviventes com sinais 4 3 5

Fonte: do proprio autor

Figura 5 — Placa de agar-sangue com crescimento das colénias de S. agalactiae
sorotipo Il recuperadas dos peixes.

Fonte: do prério autor

5.2 EXPERIMENTO DE COABITACAO

No experimento de coabitagdo obtivemos os seguintes resultados
apo6s quatorze dias de observacao: no aquario da cepa Recife, dois peixes inoculados
mais cinco peixes saudaveis, nenhum morreu na primeira semana e um (1) morreu na
segunda semana. Quatro peixes sobreviveram e apresentaram sinais de
estreptococose como leve exoftalmia, leve distensao abdominal e manchas corporais.
Todos os peixes deste aquario apresentaram sinais de estreptococose.

No aquario da cepa Maranh&o, dois peixes inoculados mais 5 peixes
saudaveis, um (1) morreu na primeira semana € um (1) morreu na segunda semana.
Trés peixes sobreviveram e apresentaram exoftalmia, leve opacidade coérnea e

manchas corporais. Todos os peixes deste aquario apresentaram sinais de
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estreptococose.

No aquario da cepa Ib, dois peixes inoculados mais cinco peixes
saudaveis, nenhum morreu na primeira semana, nenhum morreu na segunda semana.
Cinco peixes sobreviveram e apresentaram exoftalmia, opacidade coérnea, leve
distensdo abdominal e manchas corporais. Todos os peixes deste aquario

apresentaram sinais de estreptococose (Figura 6).

Tabela 3. Mortalidade dos peixes apds o0 experimento de coabitagao

Cepa Cepa Cepalb
Recife Maranhao
Mortos na primeira semana 0 1 0
Mortos na segunda semana 1 1 0
Mortalidade 20% 40% 0
Sobreviventes 4 3 5

Fonte: do proprio autor

Figura 6 - Sinais clinicos observados em peixes infectados com S. agalactiae sorotipo
Ib cepa E8 no experimento de coabitacdo. A — distensdo abdominal e manchas
corporais, B — exoftalmia bilateral, C — opacidade cornea.

Fonte: do proprio autor

5.3 PRIMEIRA INOCULACAO DAS CEPAS RECUPERADAS

Apos a primeira inoculagdo com as bactérias recuperadas obtivemos
0s seguintes resultados apds quatorze dias de observagao: no aquario da cepa Recife,

dez peixes inoculados, trés peixes morreram na primeira semana, nenhum morreu na
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segunda semana. Sobreviveram sete peixes que apresentaram sinais de
estreptococose como leve exoftalmia, manchas corporais € leve distensdo abdominal.

No aquario da cepa Maranhdo, dez peixes inoculados, trés peixes
morreram na primeira semana, nenhum morreu na segunda semana. Sobreviveram
sete peixes que apresentaram sinais de estreptococose como leve exoftalmia,
manchas corporais e leve distensdo abdominal, sendo um (1) peixe com inicio de
natacao erratica.

No aquario da cepa Ib, dez peixes inoculados, um (1) peixe morreu na
primeira semana, um (1) peixe morreu na segunda semana. Sobreviveram oito peixes
com sinais de estreptococose como leve exoftalmia, manchas corporais e leve
distensao abdominal.

Foi realizada a inoculagdo com a nova cepa encontrada em nosso
experimento, a cepa Ib novo. No aquario, dez peixes inoculados, dois peixes morreram
na primeira semana e um (1) peixe morreu na segunda semana. Sobreviveram sete
peixes com sinais de estreptococose como leve exoftalmia, manchas corporais e leve

distensdo abdominal.

Tabela 4. Mortalidade dos peixes apds a primeira inoculagdo com cepas recuperadas

Cepa Cepa Cepalb Cepalb

Recife = Maranhao novo
Mortos na primeira semana 3 3 1 2
Mortos na segunda semana 0 0 1 3
Mortalidade 30% 30% 20% 50%
Sobreviventes com sinais 7 7 8 7

Fonte: do préprio autor

5.4 INOCULACAO COM DIFERENTES DILUICOES — CEPA IB

ApOs a primeira inoculagdo com a cepa Ib recuperada, obtivemos os
seguintes resultados apds sete dias de observacgao:

Diluicdo 108 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira semana.
Cinco peixes sobreviveram e apresentaram sinais de estreptococose como manchas
corporais, exoftalmia e opacidade cornea e um (1) peixe com natagao erratica e desvio

de coluna. A mortalidade nesse aquario foi de 50%. No aquario 2 foram inoculados
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dez peixes e 0s dez peixes morreram na primeira semana. A mortalidade nesse
aquario foi de 100%. No aquario 3 foram inoculados dez peixes e os dez peixes
morreram na primeira semana. A mortalidade nesse aquario foi de 100%. Todos os
peixes inoculados apresentaram sinais de estreptococose. A mortalidade para essa
concentracao foi de 83,4%.

Diluicdo 107 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, seis peixes morreram na primeira semana.
Quatro peixes sobreviveram e trés apresentaram sinais de estreptococose: dois
peixes apresentaram manchas corporais, exoftalmia, opacidade cérnea e inicio de
natacdo erratica e um (1) peixe apresentou escurecimento corporal, exoftalmia,
opacidade cornea, natagao erratica e desvio de coluna. Um (1) peixe ndo apresentou
sinais de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, sete peixes morreram
na primeira semana. Trés peixes sobreviveram, sendo 2 peixes com manchas
corporais, exoftalmia, opacidade cérnea e um (1) peixe com natagao erratica. No
aquario 3 foram inoculados dez peixes e 0os dez morreram na primeira semana. A
mortalidade para essa concentracao foi de 76,7%.

Diluicdo 10 UFC/mL.: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, oito peixes morreram na primeira semana.
Dois peixes sobreviveram, sendo um (1) peixe com escurecimento corporal,
exoftalmia, opacidade cornea, natagao erratica e um (1) peixe sem sinais de doenga.
No aquario 2 foram inoculados dez peixes, nove peixes morreram na primeira semana.
Um (1) peixe sobreviveu e apresentou manchas corporais. No aquario 3 foram
inoculados dez peixes, seis peixes morreram na primeira semana. Quatro peixes
sobreviveram e apresentaram com manchas corporais, exoftalmia e opacidade
coérnea. A mortalidade para essa concentragao foi de 76,7%.

Diluigdo 105 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, oito peixes morreram na primeira semana.
Dois peixes sobreviveram e apresentaram sinais de doenga, sendo um (1) peixe com
escurecimento corporal, exoftalmia e opacidade cérnea e um (1) peixe com desvio de
coluna. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, oito peixes morreram na primeira
semana. Dois peixes sobreviveram, sendo um (1) peixe com escurecimento corporal
e natagdo erratica e um (1) peixe sem sinais de doengca. No aquario 3 foram
inoculados dez peixes, nove peixes morreram na primeira semana. Um (1) peixe

sobrevivente com manchas corporais, exoftalmia e opacidade cornea. A mortalidade
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para essa concentracao foi de 83,4%.
No aquario controle para esse experimento, um (1) peixe morreu no
primeiro dia de observagao. Ao final do experimento sobreviveram nove peixes sem

sinais clinicos de doenca.

Tabela 5. Mortalidade dos peixes apos a primeira inoculagao com diferentes diluigdes
de S. agalactiae sorotipo IB cepa E8 recuperada

Diluigio 10°  Diluicio 10’ Diluicio 10°  Diluigo 10°

Aquario 1 5 6 8 8
Aquario 2 10 7 9 8
Aquario 3 10 10 6 9
Total 7 dias 25 22 23 25
Mortalidade 83,4% 73,4% 76,7% 83,4%

Fonte: do proprio autor

ApoOs a segunda inoculacdo da cepa Ib recuperada, obtivemos os
seguintes resultados apds quatorze dias de observacgao:

Diluigdo 1,4x108 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira
semana e dois peixes morreram na segunda semana. Trés peixes sobreviveram e
apresentaram manchas corporais. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, sete
peixes morreram na primeira semana e dois peixes morreram na segunda semana.
Um (1) peixe sobreviveu e apresentou natacdo erratica, desvio de coluna e olhos
escurecidos. No aquario 3 foram inoculados dez peixes, seis peixes morreram na
primeira semana e dois peixes morreram na segunda semana. Dois peixes
sobreviveram, sendo que um (1) peixe apresentou opacidade cérnea bilateral e um
(1) peixe ndo apresentou sinais clinicos de doenca. A mortalidade para essa
concentracao foi de 80%.

Diluigdo 1,4x10” UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, sete peixes morreram na primeira
semana e nenhum morreu na segunda semana. Trés peixes sobreviveram, sendo que
dois peixes apresentaram escurecimento corporal e um (1) peixe ndo apresentou
sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, seis peixes
morreram na primeira semana e dois peixes morreram na segunda semana. Dois
peixes sobreviveram, sendo que um (1) peixe apresentou escurecimento corporal e

um (1) peixe nao apresentou sinais clinicos de doenga. No aquario 3 foram inoculados
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dez peixes, trés peixes morreram na primeira semana e trés peixes morreram na
segunda semana. Quatro peixes sobreviveram, sendo que um (1) peixe apresentou
natagao erratica, um (1) peixe apresentou opacidade cornea unilateral e dois peixes
nao possuiam sinais clinicos de doenga. A mortalidade para essa concentracio foi de
70%

Diluicdo 1,4x10¢ UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, oito peixes morreram na primeira
semana e um (1) peixe morreu na segunda semana. Um (1) peixe sobreviveu e nédo
possuia sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, sete
peixes morreram na primeira semana € nenhum morreu na segunda semana. Trés
peixes sobreviveram e ndo apresentaram sinais clinicos de doenca. No aquario 3
foram inoculados dez peixes, oito peixes morreram na primeira semana e um (1) peixe
morreu na segunda semana. Um (1) peixe sobreviveu e ndo apresentou sinais clinicos
de doenca. A mortalidade para essa concentragéo foi de 83,4%.

Diluigdo 1,4x10% UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira
semana e dois peixes morreram na segunda semana. Trés peixes sobreviveram,
sendo que um (1) peixe apresentou opacidade cornea unilateral e dois peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes,
quatro peixes morreram na primeira semana e um (1) peixe morreu na segunda
semana. Cinco peixes sobreviveram e ndo apresentaram sinais clinicos de doenca.
No aquario 3 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira semana
e dois peixes morreram na segunda semana. Trés peixes sobreviveram e nao
possuiam sinais clinicos de doenca. A mortalidade para essa concentracido foi de
63,4%.

No aquario controle para esse experimento ndo houve mortes e os
dez peixes n&o apresentaram sinais clinicos de doenca.

Para essa concentragao inoculada, a analise das concentragdes
realizadas pelo programa Prisma evidenciou a DL50 na concentragdo 1,1x10°
UFC/mL, com R=0,3278.



1306
1307

1308
1309
1310
1311
1312

61

Tabela 6. Mortalidade dos peixes apos repeticdo da inoculagdo com diferentes
diluicbes de S. agalactiae sorotipo Ib cepa E8, de acordo com o dia e a concentragao

8 7 6 5
1,4x10 1,4x10 1,4x10 1,4x10

Dia UFC/mL  UFC/mL UFC/mL  UFC/mL
1 1 3 0 1
2 4 4 8 5
3 0 0 0 0
4 2 1 3 0
5 8 7 3 1
6 1 1 1 2
7 3 0 5 5
7 dias 19 16 21 14
8 1 3 0 1
9 2 1 1 1
10 1 0 0 0
11 1 0 1 1
12 0 0 0 1
13 0 0 0 0
14 0 0 0 0
Total 14 dias 24 20 23 18

Fonte: do préprio autor

Figura 7 — Tilapia-do-Nilo com sinal de estreptococose provocada pelo S. agalactiae
sorotipo' Ib cepa E8: escurecimento corporal, exoftalmia bilateral e opacidade cérnea.
. I]I : .‘}:. )

Fonte: do proprio autor

5.5 INOCULACAO COM DIFERENTES DILUIGOES — CEPA MARANHAO
Apos a inoculagdo de S. agalactiae sorotipo Il cepa Maranhao

recuperada, obtivemos os seguintes resultados apds quatorze dias de observacgao:
Diluigdo 1,2x107 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
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onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, um (1) peixe morreu na primeira
semana e nenhum morreu na segunda semana. Nove peixes sobreviveram, sendo um
(1) peixe com natagéo erratica, dois peixes com escurecimento corporal, exoftalmia e
opacidade cornea bilateral, dois peixes com manchas corporais e 3 peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doencga. No aquario 2 foram inoculados 10 peixes,
nenhum morreu na primeira e segunda semana. Os dez peixes sobreviveram, sendo
que quatro peixes apresentaram escurecimento corporal e opacidade coérnea
unilateral, quatro peixes apresentaram apenas o escurecimento corporal e dois peixes
apresentaram manchas corporais. No aquario 3 foram inoculados dez peixes, um (1)
peixe morreu na primeira semana e nenhum morreu na segunda semana. Nove peixes
sobreviveram, sendo que um (1) peixe apresentou escurecimento corporal, exoftalmia
e opacidade codrnea unilateral e oito peixes apresentaram manchas corporais. A
mortalidade para essa concentragao foi de 6,7%.

Diluicdo 1,2x10¢ UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, quatro peixes morreram na primeira
semana e nenhum morreu na segunda semana. Seis peixes sobreviveram, onde
quatro peixes apresentaram escurecimento corporal e dois peixes nao apresentaram
sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, um (1) peixe
morreu na primeira semana e um (1) peixe morreu na segunda semana. Oito peixes
sobreviveram e apresentaram manchas corporais. No aquario 3 foram inoculados dez
peixes, trés peixes morreram na primeira semana e nenhum morreu na segunda
semana. Sete peixes sobreviveram, onde dois peixes apresentaram manchas
corporais e opacidade cérnea unilateral e cinco peixes apresentaram somente
manchas corporais. A mortalidade para essa concentracao foi de 30%.

Diluigdo 1,2x10° UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, um (1) peixe morreu na primeira
semana e nenhum morreu na segunda semana. Nove peixes sobreviveram, onde
quatro peixes apresentaram um leve escurecimento corporal e quatro peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes,
dois peixes morreram na primeira semana € nenhum morreu na segunda semana.
Oito peixes sobreviveram, onde um (1) peixe apresentou escurecimento corporal, trés
peixes apresentaram leve escurecimento corporal e quatro peixes nao apresentaram
sinais clinicos de doenca. No aquario 3 foram inoculados dez peixes, trés peixes

morreram na primeira semana e nenhum morreu na segunda semana. Sete peixes
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sobreviveram e apresentaram manchas corporais. A mortalidade para essa
concentracao foi de 20%.

Diluigdo 1,2x10* UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata,
onde no aquario 1 foram inoculados dez peixes, dois peixes morreram na primeira
semana e um (1) peixe morreu na segunda semana. Sete peixes sobreviveram, onde
um (1) peixe apresentou leve escurecimento corporal e opacidade cornea unilateral e
seis peixes apresentaram manchas corporais. No aquario 2 foram inoculados dez
peixes, seis peixes morreram na primeira semana e trés peixes morreram na segunda
semana. Um (1) peixe sobreviveu e apresentou leve distensdo abdominal. No aquario
3 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira semana e nenhum
morreu na segunda semana. Cinco peixes sobreviveram onde um (1) peixe
apresentou natagdo erratica, opacidade cornea bilateral e leve escurecimento
corporal, um (1) peixe apresentou somente a natacado erratica e trés peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doencga. A mortalidade para essa concentragao foi de
56,7%.

No aquario controle para esse experimento, um (1) peixe morreu no
primeiro dia de observagao e um (1) peixe morreu no segundo dia de observacéo. Ao
final do experimento sobreviveram oito peixes sem sinais clinicos de doenca.

Para essa concentragao inoculada, a analise das concentragdes
realizadas pelo programa Prisma evidenciou a DL50 na concentragdo 1,5x10°
UFC/mL, com R=0,5184.
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Tabela 7. Mortalidade dos peixes inoculados com S. agalactiae sorotipo Ill cepa

Maranhao de acordo com o dia e a concentracao

1,2x107 1,2x108 1,2x10° 1,2x10%
Dia UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
0 0 0 1 2
1 1 3 0 2
2 0 0 3 1
3 0 0 0 1
4 1 2 0 1
5 0 1 0 3
6 0 0 1 4
7 0 2 1 0
7 dias 2 8 6 13
8 0 1 0 2
9 0 0 0 0
10 0 0 0 1
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 0 0 0 1
total 14 dias 2 9 6 17

Fonte: do préprio autor.

Figura 8 — Tilapia-do-Nilo com sinal de estreptococose provocada pelo S. agalactiae
Isorotipo [l cepa Maranh&o: natacao erratica.

Fonte: do préprio autor

5.6 INOCULACAO COM DIFERENTES DILUICOES — CEPA RECIFE

recuperada, obtivemos os seguintes resultados apds quatorze dias de observagao:

Apos a inoculagdo de S. agalactiae sorotipo Il cepa Recife

Diluigdo 10”7 UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata, onde

no aquario 1 foram inoculados dez peixes e todos morreram na primeira semana. No
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aquario 2 foram inoculados dez peixes, seis peixes morreram na primeira semana e
um (1) peixe morreu na segunda semana. Trés peixes sobreviveram apresentando
escurecimento corporal e opacidade cornea unilateral, e natacao erratica. No aquario
3 foram inoculados dez peixes e todos morreram na primeira semana. A mortalidade
para essa concentracao foi de 90%.

Diluicdo 108 UFC/mL.: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, seis peixes morreram na primeira semana
e dois peixes morreram na segunda semana. Dois peixes sobreviveram, onde um (1)
apresentou inicio de natacao erratica e o outro ndo apresentou sinais clinicos de
doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes, quatro peixes morreram na
primeira semana e quatro peixes morreram na segunda semana. Dois peixes
sobreviveram, onde um (1) apresentou natagéo erratica, desvio de coluna e opacidade
cérnea bilateral e o outro apresentou natagao erratica e opacidade cérnea unilateral.
No aquario 3 foram inoculados dez peixes, sete peixes morreram na primeira semana
e nenhum morreu na segunda semana. Trés peixes sobreviveram, onde um (1)
apresentou natagao erratica e opacidade cérnea unilateral, um (1) apresentou natagéo
erratica e opacidade cornea bilateral e um (1) peixe nao apresentou sinais clinicos de
doenca. A mortalidade para essa concentragao foi de 76,7 %.

Diluigdao 10° UFC/mL: o experimento foi realizado em triplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, trés peixes morreram na primeira semana
e um (1) peixe morreu na segunda semana. Seis peixes sobreviveram, onde um (1)
peixe apresentou natacao erratica e escurecimento corporal e cinco peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes,
seis peixes morreram na primeira semana e um (1) peixe morreu na segunda semana.
Trés peixes sobreviveram onde um (1) peixe apresentou natagéo erratica e opacidade
cornea bilateral, um (1) peixe apresentou opacidade cornea unilateral e um (1) peixe
nao apresentou sinais clinicos de doenca. No aquario 3 foram inoculados dez peixes,
quatro peixes morreram na primeira semana e um (1) peixe morreu na segunda
semana. Cinco peixes sobreviveram, onde um (1) peixe apresentou natagao erratica
e opacidade cornea unilateral e os demais nao apresentaram sinais clinicos de
doenca. A mortalidade para essa concentracgao foi de 53,4%.

Diluigdo 10* UFC/mL: o experimento foi realizado em ftriplicata, onde
no aquario 1 foram inoculados dez peixes, cinco peixes morreram na primeira semana

e nenhum morreu na segunda semana. Cinco peixes sobreviveram, onde um (1) peixe
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apresentou natagao erratica e opacidade cérnea unilateral e os demais peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doenca. No aquario 2 foram inoculados dez peixes,
sete peixes morreram na primeira semana e nenhum morreu na segunda semana.
Trés peixes sobreviveram, onde um (1) peixe apresentou natagao erratica, opacidade
cérnea unilateral e escurecimento corporal, um (1) peixe apresentou natacgao erratica,
escurecimento corporal e um (1) peixe nao apresentou sinais clinicos de doenga. No
aquario 3 foram inoculados dez peixes, quatro peixes morreram na primeira semana
e nenhum morreu na segunda semana. Seis peixes sobreviveram, onde um (1) peixe
apresentou natagao erratica, desvio de coluna e opacidade cérnea unilateral, um (1)
peixe apresentou inicio de opacidade coérnea unilateral e os demais peixes nao
apresentaram sinais clinicos de doenca. A mortalidade para essa concentracio foi de
53,4%.

No aquario controle para esse experimento, um (1) peixe morreu no
primeiro dia de observagao. Ao final do experimento sobreviveram nove peixes sem
sinais clinicos de doenca.

Para essa concentragao inoculada, a analise das concentragdes
realizadas pelo programa Prisma evidenciou a DL50 na concentragdo 1,1x 108
UFC/mL, com R=0,6792.

Figura 9 — Tilapia-do-Nilo com sinal de estreptococose provocada pelo S. agalactiae
sorotipo Il cepa Recife: exoftalmia e opacidade cérnea.

=~ . ~ i e - st
ey — |
Fonte: do préprio autor
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Tabela 8. Mortalidade dos peixes inoculados com S. agalactiae sorotipo Ill cepa
Recife de acordo com o dia e a concentragao

107 108 105 104
Dia UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
1 13 1 8 9
2 2 4 1 3
3 4 4 2 1
4 1 3 0 0
5 5 1 0 2
6 1 0 1 1
7 0 1 1 0
7 dias 28 14 13 16
8 1 2 0 0
9 0 1 0 0
10 0 0 1 0
11 0 0 1 0
12 0 0 1 0
13 0 0 0 0
14 0 2 0 0
total em 14 dias 29 19 16 16

Fonte: do préprio autor.

5.7 COMPARACAO GENOMICA

Por se tratar de duas cepas diferentes, seu estudo gendémico foi
realizado separadamente. O programa utilizado para a caracterizagdo genémica —
RAST: (Rapid Annotation using Subsystem Technology) - realizou a anotagdo dos
genomas bacterianos completos ou quase completos e forneceu os dados com alta
qualidade para esses genomas em toda a arvore filogenética a qual o organismo
encontra-se proximo. Ao examinar detalhadamente as caracteristicas dos
subsistemas fornecidos pelo programa RAST encontramos poucas diferencas entre
as cepas estudadas. A caracterizagao do perfil genémico das cepas de S. agalactiae
sorotipo Ill Recife e Maranhdao revelou padrées muito semelhantes, como

demonstrados na tabela a seguir:
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Tabela 9. Comparacgéao da caracterizagao do perfil gendmico de S. agalactiae sorotipo

Il cepas Recife e Maranhdo

Perfil Genémico Cepa Recife Cepa Maranhao
contigs (>= 0 bp) 43 37
contigs (>= 1000 bp) 21 19
contigs (>= 5000 bp) 20 17
contigs (>= 10000 bp) 17 16
contigs (>= 25000 bp) 14 13
contigs (>= 50000 bp) 11 11
Total length (>= 0 bp) 2053131 2052547
Total length (>= 1000 bp) 2046987 2047507
Total length (>= 5000 bp) 2042015 2041414
Total length (>= 10000 bp) 2019513 2031741
Total length (>= 25000 bp) 1962921 1975122
Total length (>= 50000 bp) 1871847 1917512
contigs 23 21
Largest contig 712666 490994
Total length 2048635 2048858
GC (%) 35.22 35.22
N50 352641 262165
N75 91365 91543
L50 2 3
L75 7 6

Fonte: RAST (2021)
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Fonte: RAST, 2021
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Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (74)
Cell wall and Capsule (65)
Virulence, Disease and Defense (35)
Potassium metabolism (3)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (11)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (7)
Membrane Transport (27)
Iron acquisition and metabolism (19)
RNA Metabolism (30)
Nucleosides and Nucleotides (85)
Protein Metabolism (100)
Cell Division and Cell Cycle (4)
Motility and Chemotaxis (0)
Regulation and Cell signaling (20)
Secondary Metabolism (0)
DNA Metabolism (50)
Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (40)
Nitrogen Metabolism (0)
Dormancy and Sporulation (1)
Respiration (17)
Stress Response (24)
Metabolism of Aromatic Compounds (2)
Amino Acids and Derivatives (106)
Sulfur Metabolism (4)
Phosphorus Metabolism (4)
Carbohydrates (177)

Grafico 2 — Genoma de S. agalactiae sorotipo Il cepa Maranh&o

Subsystem Coverage

Fonte: RAST, 2021

Subsystem Category Distribution

Subsystem Feature Counts
Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (74)
Cell wall and Capsule (65)
Virulence, Disease and Defense (35)
Potassium metabolism (3)
Photosynthesis (0)
Miscellaneous (11)
Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids (7)
Membrane Transport (27)
Iron acquisition and metabolism (19)
RNA Metabolism (30)
Nucleosides and Nucleotides (85)

m Protein Metabolism (100)

Cell Division and Cell Cycle (4)

Motility and Chemotaxis (0)

Regulation and Cell signaling (20)
Secondary Metabolism (0)

DNA Metabolism (50)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (40)
Nitrogen Metabolism (0)

Dormancy and Sporulation (1)
Respiration (17)

Stress Response (24)

Metabolism of Aromatic Compounds (2)
Amino Acids and Derivatives (105)
Sulfur Metabolism (4)

Phosphorus Metabolism (4)
Carbohydrates (175)
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A caracterizagdo genética das cepas de S. agalactiae sorotipo |l

Recife e Maranh&o demonstrou grandes semelhangas genémicas como numero de

contigs, comprimento total do genoma e conteudo GC. As cepas diferem apenas em

dois subsistemas: dos aminoacidos (diferenga na ramificagao da fenilalanina e tirosina

que sao produzidas a partir do corismato) e do metabolismo de carboidratos (diferenca

na captagao e utilizagao de glicerol e glicerol-3-fosfato). A comparagao entre os dois
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genomas se mostra relevante pois através dela podemos identificar com maior
precisdo a presenga dos genes de viruléncia e se existem semelhangas entre esses
genes, ja que nos estudos de patogenicidade as cepas de S. agalactiae Recife e
Maranhdo demonstraram diferencas nos perfis de infecgédo, sinais e evolucdo da
doenca.

A busca dos genes de viruléncia para S. agalactiae sorotipo Il revelou

0s seguintes genes apontados na tabela 10, onde sdo descritos com maior frequéncia:

Tabela 10. Dados de sequéncias do Genbank para os genes de viruléncia descritos
na literatura para S. agalactiae sorotipo Ib e lll

Cepa Hospedeiro Gene Fator de viruléncia

SA20-06  Fish fbsA Fibrinogen-biding protein A
SGEHI2015-
113 Fish fbsB Fibrinogen-biding protein B

2603V/R  Human pavA Fibrinogen-biding protein

A909 Human scpB C5a peptidase
2603V/R  Human Imb Laminin-biding protein
2603V/R  Human cylE B-hemolysin
2603V/R  Human cfb cAMP factor

SA220 Fish sbp1 Pili-2b protein sbp1

SA220 Fish hylB Hyaluronate lyase
2603V/R  Human rib Surface protein rib

A909 Human bca C alpha protein

A909 Human bac C-B protein
2603V/R Human CSpA Serine protease

SA102 Fish pbplA/ponA penicillin-biding protein 1A

Immunogenic bacterial

NEM316  Human bibA adhesion

SA102 Fish gap GAPDH
2603V/R  Human cylA B-hemolysin

Fonte: Siqueira, K. (2022)

Ao realizar o alinhamento e comparagao dos genes de viruléncia das
cepas de S. agalactiae sorotipo Il Recife e Maranhao, encontramos os seguintes

perfis descritos nas tabelas a seguir:
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1534 Tabela 11. Similaridade e cobertura dos genes alvo de viruléncia da cepa de S.
1535 agalactiae sorotipo |l Maranh&o

Cepa Hospedeiro Gene Fator de viruléncia Node Coverage Id Gaps
SA20-06 Fish fbsA Fibrinogen-biding protein A 4 100% 94.24% 1%
SGEHI2015-113 Fish fbsB Fibrinogen-biding protein B 2 100% 100% 0%
2603V/R Human pavA Fibrinogen-biding protein 1 100% 99.46% 0%
A909 Human scpB Cba peptidase e el el el
2603V/R Human Imb Laminin-biding protein e bl bl bl
2603V/R Human cylE B-hemolysin 2 100% 99.95% 0%
2603V/R Human cfb CcAMP factor 3 100% 99.48% 0%
SA220 Fish sbp1 Pili-2b protein sbp1 x e e e
SA220 Fish hylB Hyaluronate lyase 1 100% 98.60% 0%
2603V/R Human rib Surface protein rib 13 16% 74.71% 3%
A909 Human bca C alpha protein 13 95% 99.90% 0%
A909 Human bac C-B protein 7 51% 98.81% 0%
2603V/R Human CSpA Serine protease 3 100% 99.13% 0%
SA102 Fish pbp1A/ponA Penicillin-biding protein 1A 5 100% 99.15% 0%
NEM316 Human bibA Immunogenic bacterial adhesion 17 100% 96.38% 0%
SA102 Fish gap GAPDH 2 99% 99.29% 0%
2603V/R Human cylA B-hemolysin 2 100% 100% 0%
1536  Fonte: Siqueira, K. (2022)
1537
1538
1539

1540 Tabela 12. Similaridade e cobertura dos genes alvo de viruléncia da cepa de S.
1541  agalactiae sorotipo Il Recife

Cepa Hospedeiro Gene Fator de viruléncia Node Coverage Id Gaps
SA20-06 Fish fbsA Fibrinogen-biding protein A 3 100% 92.89% 1%
SGEHI2015-113 Fish fbsB Fibrinogen-biding protein B 2 100% 100% 0%
2603V/R Human pavA Fibrinogen-biding protein 1 100% 99.46% 0%
A909 Human scpB Cbha peptidase o o o o
2603V/R Human Imb Laminin-biding protein el i i i
2603V/R Human cylE B-hemolysin 2 100% 99.95% 0%
2603V/R Human cfb cAMP factor 12 100% 99.48% 0%
SA220 Fish sbp1 Pili-2b protein sbp1 o e e e
SA220 Fish hylB Hyaluronate lyase 1 100% 98.60% 0%
2603V/R Human rib Surface protein rib 14 15% 74.81% 3%
A909 Human bca C alpha protein 14 95% 99.90% 0%
A909 Human bac C-B protein 7 51% 98.91% 0%
2603V/R Human CcSpA Serine protease 12 100% 99.13% 0%
SA102 Fish pbp1A/ponA  Penicillin-biding protein 1A 5 100% 99.15% 0%
NEM316 Human bibA Immunogenic bacterial adhesion 18 100% 96.38% 0%
SA102 Fish gap GAPDH 2 99% 99.29% 0%
2603V/R Human cylA B-hemolysin 2 100% 100% 0%

1542  Fonte: Siqueira, K. (2022)
1543
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Tabela 13. Similaridade e cobertura dos genes alvo de viruléncia da cepa de S.
agalactiae sorotipo Ib E8

Cepa Hospedeiro Gene Fator de viruléncia Node Coverage Id Gaps
SA20-06 Fish fbsA Fibrinogen-biding protein A 6 100% 100% 0%
SGEHI2015-113 Fish fbsB Fibrinogen-biding protein B 7 100% 100% 0%
2603V/R Human pavA Fibrinogen-biding protein 4 100% 98.97% 0%
A909 Human scpB Cba peptidase bl e e el
2603V/R Human Imb Laminin-biding protein e o o bl
2603V/R Human cylE B-hemolysin 3 100% 99.80% 0%
2603V/R Human cfb CcAMP factor 1 100% 98.70% 0%
SA220 Fish sbp1 Pili-2b protein sbp1 15 100% 99.93% 0%
SA220 Fish hylB Hyaluronate lyase 4 100% 100% 0%
2603V/R Human rib Surface protein rib 2 19% 74.81% 3%
A909 Human bca C alpha protein 2 100% 100% 0%
A909 Human bac C-B protein 13 100% 100% 0%
2603V/R Human CSpA Serine protease 1 92% 98.77% 0%
SA102 Fish pbp1A/ponA  Penicillin-biding protein 1A 10 100% 99.96% 0%
NEM316 Human bibA Immunogenic bacterial adhesion 1 100% 94.46% 2%
SA102 Fish gap GAPDH 19 100% 99.93% 0%
2603V/R Human cylA B-hemolysin 3 100% 99.57% 0%

Fonte: Siqueira, K. (2022)
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6 DISCUSSAO

Apesar do alto numero de surtos de estreptococose ocorridos em
tilapiculturas no Brasil relatados até agora terem sido causados pelo S. agalactiae
sorotipo Ib, 0 nosso trabalho baseou-se no estudo e comparagcao das cepas de
S.agalactiae sorotipo Il Recife e Maranhao entre si, que sdo cepas emergentes no
Nordeste do Brasil, além da comparagdo com a cepa Ib, ja previamente conhecida em
surtos de estreptococose.

Para a realizagao do presente estudo fez-se necessario a reativagao
da patogenicidade das cepas bacterianas isoladas desses surtos e que estavam
armazenadas em freezer no Laboratério de Microbiologia do Hospital Veterinario da
UEL. Essa reativagéo teve como objetivo restabelecer os padrdes de patogenicidade
das cepas que, devido as baixas temperaturas, encapsulam, adquirindo um estagio
de dorméncia, diminuindo sua capacidade de produzir doenga. Em nosso estudo,
apenas as cepas bacterianas usadas na primeira inoculagado estavam congeladas. A
reativacao das cepas bacterianas foi feita através do seu cultivo em caldo triptona soja
e inoculagao nos juvenis de tilapia-do-Nilo.

ApoOs a inoculagao nos peixes e observagao durante dez dias, a cepa
de S. agalactiae sorotipo Il Recife causou a morte de 30% dos peixes, a cepa de S.
agalactiae sorotipo |ll Maranhdo causou 50% de morte e a cepa E8 (S. agalactiae
sorotipo Ib) causou 30% de morte. Observamos que apds a primeira inoculagdo das
cepas bacterianas recuperadas nos peixes, 0s principais sinais clinicos de
estreptococose verificados na primeira semana foram pigmentacao corporal, anorexia,
exoftalmia unilateral e bilateral, ascite e natagcao erratica como ja descrito por Lin et
al. (2011). Em nosso estudo, além dos sinais descritos, identificamos também letargia
e opacidade cérnea. A pigmentacdo e o escurecimento corporal demonstram o
estresse sofrido pelo animal. Na segunda semana, além dos sinais ja descritos, os
peixes apresentaram exoftalmia predominantemente unilateral e inicio de natagao
erratica, evidenciando a presenca bacteriana no encéfalo, provocando
meningoencefalite e assim alterando a area responsavel pelo equilibrio corporal, como
descrito por Kubitza (2000).

No experimento de coabitagcdo, os peixes inoculados e com sinais
clinicos de estreptococose foram passados para os aquarios com peixes saudaveis.

Figueiredo et al. (2007a) apontam que a transmiss&o bacteriana pode ocorrer através
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do contato de peixes sadios com os peixes infectados ou pelo contato indireto, através
da presencga as bactérias na agua onde os peixes apresentam uma evolugéo gradativa
da doenga. Em nosso estudo, a transmissao da doenca ocorreu de forma lenta. Os
peixes saudaveis coabitados com peixes inoculados com a cepa Recife apresentaram,
em quatorze dias de observacéo, sinais de estreptococose. Na primeira semana o
apetite dos peixes coabitados manteve-se inalterado, assim como mantiveram-se
preservados os niveis de atividade. Os peixes apresentaram sinais iniciais de
estreptococose como exoftalmia e leve distensdo abdominal. Na segunda semana de
observagcdo esses sinais mantiveram-se presentes e incluiu-se a presenca de
manchas corporais. Apenas um (1) peixe apresentou natagao erratica e um (1) peixe
nao apresentou nenhum sinal de doenca. Ao final do experimento restaram quatro
peixes com sinais leves de estreptococose; portanto a mortalidade, em nosso estudo,
foi de 20%.

Os peixes sadios coabitados com peixes inoculados com a cepa
Maranhdo também apresentaram, em quatorze dias de observagao, sinais de
estreptococose. Na primeira semana, assim como 0s peixes coabitados com a cepa
Recife, os peixes coabitados com a cepa Maranhao mantiveram o apetite inalterado.
Os sinais mais evidentes foram leve escurecimento corporal € inicio de exoftalmia.
Nao apresentaram distensdo abdominal. A partir da segunda semana o apetite
diminuiu e os demais sinais clinicos de doenga permaneceram inalterados. Nao houve
o desenvolvimento de natacao erratica. Ao final do experimento restaram trés peixes
com sinais leves de estreptococose, portanto a mortalidade da cepa Maranhdao em
coabitacao, no nosso estudo, foi de 40%.

Os peixes coabitados com peixes inoculados com a cepa E8 (S.
agalactiae sorotipo Ib) também apresentaram, em quatorze dias de observacgao, sinais
de estreptococose como manchas corporais, leve exoftalmia e leve distensao
abdominal. Esses sinais iniciaram-se na primeira semana de observagao e
permaneceram até o fim do experimento. Os peixes mantiveram-se ativos e com
apetite normal durante todos os dias de observagao. Assim como na cepa Maranhao,
a cepa Ib ndo provocou natacado erratica nos peixes em coabitagdo. Ao final do
experimento sobreviveram quatro peixes com sinais leves de estreptococose, portanto
a mortalidade da cepa |b em coabitacido, no nosso estudo, foi de 20%.

No estudo realizado com a inoculagdo das cepas recuperadas

verificamos que as cepas bacterianas também provocaram a morte dos peixes
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durante a primeira semana de observagao, assim como o estudo da inoculagao para
recuperacao das bactérias, mas em menor porcentagem. A cepa bacteriana Recife
causou a morte de 30% dos peixes, a cepa bacteriana Maranhdo causou 30% de
morte e a cepa E8 (S. agalactiae sorotipo Ib) causou 10 % de morte. A nova cepa
isolada durante o nosso estudo, denominada Ib novo (S. agalactiae sorotipo Ib)
causou 30% de morte na primeira semana de observagédo. No acompanhamento diario
dos peixes apdés a segunda inoculacdo pudemos observar que os sinais de
estreptococose foram mais brandos. Os peixes se mantiveram mais ativos e nao
houve uma diminuigdo do apetite em comparagédo com a primeira inoculagao. As
manchas corporais estiveram presentes na maioria dos peixes inoculados,
evidenciando o estresse causado pela presenca da bactéria no organismo. Sinais
como exoftalmia, distensdo abdominal e opacidade cornea se manifestaram em
poucos peixes e em média quatro dias apds a inoculagao. Observamos que os sinais
de doencga se concentraram em poucos peixes em cada aquario, mas a maioria nao
apresentou sinal de doenca, apenas as manchas corporais.

A partir da obtencdo das bactérias recuperadas da cepa |b, a
inoculacgao realizada com as diluigbes especificas de 108 UFC/mL, 107 UFC/mL, 108
UFC/mL e 10° UFC/mL mostrou que os peixes apresentaram sinais mais evidentes de
doenca no quarto dia apds a inoculagao; sendo que no aquario onde a concentragao
bacteriana por UFC/mL era maior, os sinais apresentaram-se mais evidentes na
maioria dos peixes do aquario enquanto nos demais aquarios os sinais de doenca
apareceram sempre apos esse sinal ja ter previamente aparecido no aquario com
diluicao UFC/mL menor anterior. Segundo Lin et al. (2011) em casos superagudos de
estreptococose os sinais clinicos podem nao se manifestar, sendo verificada apenas
a ocorréncia das mortalidades.

Na segunda realizagao do estudo com a cepa Ib foi feita novamente
a inoculagéo dos peixes com concentragbes bacterianas de 1,2x108 UFC/mL, 1,2x107
UFC/mL, 1,2x108 UFC/mL e 1,2x10° UFC/mL. A partir dessas concentragdes foi
possivel observar que os peixes apresentaram os mesmos sinais do experimento
anterior realizado, e os sinais de estreptococose surgiram de forma linear, onde os
peixes dos aquarios com a maior concentracdo bacteriana apresentaram sinais
clinicos de doenga mais exacerbados e estes sinais foram diminuindo gradativamente
conforme a concentracdo bacteriana também diminuia. A maior concentragao

bacteriana inoculada nos peixes ocasionou 80% de morte, a segunda concentragao



1667
1668
1669
1670
1671
1672
1673
1674
1675
1676
1677
1678
1679
1680
1681
1682
1683
1684
1685
1686
1687
1688
1689
1690
1691
1692
1693
1694
1695
1696
1697
1698
1699
1700

76

causou 70% de morte, a terceira concentragéo causou 83,4% de morte e a quarta
concentragado causou 63,4% de morte em sete dias de observagao. Neste estudo, o
calculo da dose letal 50 (DL50) apresentou-se em 1,1x10% UFC/mL com R=0,32. Esse
desvio possivelmente resulta de o maior numero de mortes ter ocorrido no aquario
com a segunda menor diluicdo durante a primeira semana de observagao, onde se
esperaria que a mortalidade ocorresse de maneira decrescente de acordo com a
diminuicdo da concentragao bacteriana inoculada.

No experimento com a cepa Maranhdo foram utilizadas as seguintes
concentragbes bacterianas: 1,4x10”7 UFC/mL, 1,4x108 UFC/mL, 1,4x10° UFC/mL e
1,4x10* UFC/mL. Em quatorze dias de observagéo, a maior concentragéo bacteriana
ocasionou 6,7% de morte, a segunda concentracédo causou 30% de morte, a terceira
concentracao causou 20% de morte e a quarta concentracédo causou 56,7% de morte.
Logo apds a inoculagdo os peixes apresentaram uma diminuicdo da atividade
natatéria, permanecendo assim por quatro dias. A presengca de manchas corporais
demonstrou o estresse sofrido pelos peixes no procedimento de inoculagdo. Notou-se
que, diferentemente da cepa |b, a cepa Maranhdo nao manifestou sinais clinicos de
estreptococose nos primeiros dias de observacao, sendo que os sinais se mostraram
mais evidentes a partir do quinto dia da inoculacdo. Singularmente, nos aquarios de
menor concentragdo bacteriana inoculada (1,4x10° UFC/mL e 1,4x10* UFC/mL) os
peixes exibiram mais sinais clinicos de estreptococose, como exoftalmia uni e bilateral
com opacidade coérnea uni ou bilateral inclusive. Outro sinal importante de
estreptococose foi a manifestagcao de natacao erratica nos peixes desses aquarios de
menor concentragao, além de ter corrido o0 maior numero de mortes. A natacao erratica
ocorre quando a bactéria causadora da estreptococose encontra-se alojada no tecido
encefalico do peixe, provocando a meningoencefalite (KUBITZA, 2000). Essa
condicao altera a capacidade de estabilizagdo corporal do peixe, fazendo com que
sua natacao ocorra de maneira circular, sem rumo definido ou em alta velocidade e
descontroladamente. Na cepa Ib notamos que esse sinal demorou para ocorrer e
apareceu apdés sinais iniciais como exoftalmia e opacidade coérnea ja estarem
estabelecidos. Interessantemente na cepa Maranh&o a natagéo erratica surgiu como
primeiro e unico sinal de doenca em dois peixes logo apés a inoculagcdo e manifestou-
se juntamente com demais sinais de estreptococose em quatro peixes dos aquarios
de menor concentracdo. Durante todo o acompanhamento do experimento da cepa

Maranhdo os peixes mantiveram a alimentagdo normal, com pequena diminuicdo do
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apetite nos peixes com sinais evidentes de doenga. Portanto, pode-se sugerir uma
intervengcdo medicamentosa via oral (via alimentar) para os casos de estreptococose
causada pela cepa Maranhdo. Neste estudo, o calculo da dose letal 50 (DL50)
apresentou-se em 1,5x10° UFC/mL com R=0,5184. Acreditamos que esse desvio
tenha sido possivelmente causado pelo resultado atipico que obtivemos, onde a
mortalidade foi inversamente proporcional a concentragao bacteriana inoculada, onde
0 aquario com a menor concentragcdo bacteriana apresentou o maior numero de
peixes mortos.

No experimento com a cepa Recife foram utilizadas as seguintes
concentragbes bacterianas: 10’ UFC/mL, 108 UFC/mL, 10% UFC/mL e 10* UFC/mL.
Em quatorze dias de observacao, a maior concentragcéo bacteriana ocasionou 90% de
morte, a segunda concentracdo causou 76,7% de morte, a terceira e a quarta
concentragbes causaram 53,4% de morte. No primeiro dia de observagao apods a
inoculacao, dois peixes do aquario com maior concentragao bacteriana apresentaram
natacao erratica avancada e morreram ao final do dia. Nos aquarios de maior
concentracao bacteriana os peixes apresentaram sinais evidentes de estreptococose
como exoftalmia, opacidade cérnea e natagao erratica. Nos aquarios menos
concentrados os sinais de doenga comegaram a aparecer entre o terceiro e quarto dia
de observacao, incluindo a natacéo erratica. E relacdo a cepa Maranh&o, a cepa
Recife causou mais sinais de natacao erratica, mesmo nos peixes inoculados com
menor concentragdo bacteriana; inclusive demonstra-se como sinal inicial de
estreptococose. Nas demais cepas estudadas previamente a natagdo erratica
aparecia como uma evolucéo tardia da estreptococose. Na cepa Maranhao a natagao
erratica apareceu em média apos seis dias de observacao pos inoculagao e na cepa
Recife apareceu até o terceiro dia apds a inoculacdo nos aquarios com maior
concentracédo bacteriana e em até quatro dias nos aquarios com menor concentragao
bacteriana. O apetite dos peixes ficou diminuido até o sexto dia pds inoculagao e na
segunda semana voltou ao normal. Um sinal diferente foi observado em um aquario
com menor concentracido bacteriana: a nadadeira caudal dos peixes apresentou
coloragdo avermelhada, mas esse sinal ndo evoluiu e ndo causou prejuizos aos
animais. Ao final dos quatorze dias de observacao, os peixes com meningoencefalite
leve conseguiam se alimentar normalmente, portanto a intervengdo medicamentosa
para a estreptococose, neste caso, pode ser considerada. Neste estudo, o calculo da
dose letal 50 (DL50) apresentou-se em DL50=1,1x10® UFC/mL com R= 0,6792.



1735
1736
1737
1738
1739
1740
1741
1742
1743
1744
1745
1746
1747
1748
1749
1750
1751
1752
1753
1754
1755
1756
1757
1758
1759
1760
1761
1762
1763
1764
1765
1766
1767
1768

78

Consideramos esse pequeno desvio como sendo resultado da analise da mortalidade
ocorrida na primeira semana do experimento, onde o aquario com a menor
concentragcédo apresentou uma mortalidade maior do que os aquarios com a segunda
e terceira maior concentragao bacteriana inoculada. Entretanto, de um modo geral, a
mortalidade ocasionada pela cepa Recife foi maior no aquario com a maior
concentracado bacteriana e foi diminuindo gradativamente em relagdo aos aquarios
com menor concentracdo bacteriana inoculada ao analisar o periodo completo de
quatorze dias de observacao.

A caracterizagdo do perfil gendbmico das cepas de S. agalactiae
sorotipo Il Recife e Maranhao revelou padrdes muito semelhantes. As distingdes
encontradas entre elas estdo descritas a seguir. No subsistema de aminoacidos e
derivados encontramos uma diferengca na ramificagcdo da fenilalanina e tirosina do
corismato. Este subsistema cobre os genes e proteinas que conduzem o corismato a
biossintese de L-fenilalanina e L-tirosina. No subsistema de carboidratos encontramos
diferenca na captacao e utilizagcado de glicerol e glicerol-3-fosfato. O glicerol-3-fosfato
€ um importante intermediario tanto na glicolise quanto na biossintese de fosfolipidios.
A absorcéao de glicerol nas bactérias € mediada pelo facilitador de difusdo do glicerol,
uma proteina de membrana integral que catalisa o equilibrio rapido dos gradientes de
concentracdo de glicerol através da membrana citoplasmatica. Consideramos
importante salientar que no estudo do genoma das duas cepas de S. agalactiae
(Recife e Maranhdo), ndo foram encontradas sequencias plasmidiais. Ao analisar as
sequencias dos genes de viruléncia ja descritos na literatura, fizemos a busca dessas
sequéncias nos genomas das duas cepas de S. agalactiae sorotipo Ill (Recife e
Maranhao) e na cepa E8 de S. agalactiae sorotipo Ib e encontramos uma quase total
similaridade com os genes alvos, com cobertura de 100% para a maioria dos genes
de viruléncia ja descritos.

Encontramos na cepa Ib uma cobertura de 100% para o gene bac
responsavel pela expressao da proteina C-beta e apenas 51% de cobertura total para
as cepas de S. agalactiae sorotipo Ill Recife e Maranhdo. Apesar dos antigenos da
proteina C-beta serem componentes imunodominantes da superficie do S. agalactiae,
sao principalmente expressas pelos sorotipos la, Ib e Il, como demonstrado por
Schalen (1993). O gene rib responsavel pela expressdo da proteina de superficie
celular esta presente em estreptococos do grupo B (GBS) e desempenham papéis

importantes durante varios estagios da infeccao por GBS (adesao as células epiteliais,
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interacbes com a matriz extracelular humana e escape da imunidade do hospedeiro
concedendo a imunidade protetora) (LINDAHL et al., 2005) e apesar de ser expresso
pela maioria das cepas do tipo Il (STALHAMMAR-CARLEMALM et al., 1993), em
nosso estudo ela apresentou uma cobertura de apenas 16% para a cepa Maranhao,
15% para a cepa Recife e 19% para a cepa Ib e demonstrou 74% de similaridade com
0 gene alvo para as trés cepas descritas.

A comparacgao das cepas Recife e Maranhao de S. agalactiae sorotipo
[l entre si demonstrou uma similaridade de quase 100% na cobertura dos genes de
viruléncia estudados. Encontramos uma pequena variagao na cobertura do gene fbsA
onde a cepa Recife apresentou uma cobertura de 100% e similaridade de 92,89% com
0s genes alvo e a cepa Maranhdo apresentou uma cobertura de 100% e similaridade
de 94,24% com os genes alvo. De acordo com Collins et al., (2012) o gene fbsA
(Fibrinogen-binding protein A) é responsavel pela expressdo de um dos principais
fatores de viruléncia - das proteinas de ligagao ao fibrinogénio, que atuam durante a
infecc&o bacteriana, ligando o patégeno ao fibrinogénio, com consequente agregagao
plaquetaria e posteriormente induzindo graves complicagdes ao hospedeiro. Essa
caracteristica poderia explicar as pequenas diferengas observadas na evolugcao da
doenca nos peixes, onde na cepa Recife observamos uma predilecdo no
acometimento do sistema nervoso, em que 0s peixes apresentaram desvio de coluna
e natacao erratica como sinais iniciais da estreptococose, enquanto esse sinal
apareceu de modo tardio na cepa Maranhdo. Consideramos essencial a comparagao
dos genomas entre as duas cepas estudadas (cepa de S. agalactiae sorotipo Ill Recife
e Maranh&o) pois através dos estudos de patogenicidade verificamos que a evolugao
da estreptococose ocorreu de maneira diferente entre as cepas. Apesar do S.
agalactiae apresentar uma predilecdo por alojar-se no encéfalo dos animais
acometidos, pudemos perceber que a cepa Maranhdo os sinais neurologicos
estiveram pouco presentes. Ja a cepa Recife os sinais neurolégicos foram os
primeiros sinais de estreptococose que surgiram nos animais acometidos, sendo
muitas vezes, inclusive, o Unico sinal evidente de estreptococose e causando logo em
seguida a morte do animal.

Como ja mencionado anteriormente, a maioria dos surtos de
estreptococose no Brasil registrados foram causados pela cepa Ib de S. agalactiae
embora nos ultimos anos tenha-se registrado uma ascendéncia de casos de

estreptococose causados pela cepa lll de S. agalactiae, principalmente em regides de
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temperaturas mais elevadas no Brasil, como o Nordeste. Ressaltamos a possibilidade
desse gendtipo estar presente inclusive nas demais regides brasileiras, portanto a
identificacdo dessa nova cepa de mostra essencial para que futuramente possam ser
desenvolvidos meios para um melhor controle sanitario da estreptococose causada

pelo S. agalactiae sorotipo lll.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que o Streptococcus
agalactiae sorotipo Il causou estreptococose a partir das cepas reativadas, onde os
sinais de doenc¢a foram mais evidentes nos experimentos de inoculagdo e em menores
diluicdes. Maiores concentragdes bacterianas foram responsaveis por alta mortalidade
e sinais de doenca exacerbados e choque séptico seguido de morte. O experimento
de coabitacdo mostrou que a estreptococose atingiu peixes saudaveis que estiveram
em contato com peixes doentes, através da agua contaminada ou ingestao de tecidos
contaminados dos peixes mortos. Por ser uma cepa nova, emergente da regiao
Nordeste do Brasil, sugerimos um maior aprofundamento dos estudos de
patogenicidade para o controle efetivo da doenga de modo a evitar sua disseminagao
para demais regides.

A caracterizagado genética das duas cepas de S. agalactiae sorotipo
Il estudadas (Recife e Maranhdao) demonstrou que sao cepas genomicamente
semelhantes como numero de contigs, comprimento total do genoma e conteudo GC.
As cepas diferem apenas em dois subsistemas: dos aminoacidos e do metabolismo
de carboidratos. Na busca da caracterizagao da viruléncia das cepas de S. agalactiae,
encontramos dezessete genes de viruléncia mais frequentemente descritos na
literatura. Esses genes sao encontrados tanto em S. agalactiae patdégeno humano
como patégeno de peixes. Ao realizar o alinhamento e comparagdo entre as
sequéncias dos genes, encontramos semelhanga relevante entre os genes de
viruléncia alvo e os genes de viruléncia das cepas de S. agalactiae sorotipo Ill cepas
Recife e Maranhdo entre si e em comparacdo com o S. agalactiae sorotipo |b
estudados. Em relagao aos sorotipos Ib e lll as linhagens diferiram em apenas dois
genes de viruléncia: gene rib e bac.

Portanto, mediante ao nosso trabalho, podemos afirmar que a cepa
do S. agalactiae sorotipo Ill € uma cepa emergente com caracteristicas relevantes
encontrada em tilapiculturas no Brasil. O aprofundamento do seu estudo se faz
necessario para que, no futuro, possam ser desenvolvidas vacinas efetivas que atuem
na reducido das perdas comerciais e principalmente colaborem para a prevencao da

sua disseminagao para os seres humanos.
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