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Editorial

Caros colegas,

Novamente temos a satisfacao de encaminhar a co-
munidade veterindria e zootécnica mineira o volume 73
do Cadernos Técnicos, o segundo fasciculo de 2014.

A Escola de Veterinaria e o Conselho Regional de
Medicina Veterindria de Minas Gerais, com satisfacio
consolidam a parceria e compromisso entre as duas ins-
tituicoes com relacao a Educacao Continuada da comu-
nidade dos médicos veterindrios e zootecnistas de Minas
Gerais.

O presente numero aborda, de forma objetiva, a te-
mética sobre Sanidade em Organismos Aquiticos, dis-
correndo sobre relevantes pontos das principais enfer-
midades que acometem a piscicultura nacional. O tema
apresentado é importante, uma vez que a Sanidade de
Organismos Aquaticos é uma drea pouco conhecida pe-
los médicos veterindrios e zootecnistas, mas que possui
alta relevancia para a cadeia produtiva do peixe de dgua
doce. Deste modo, este volume podera contribuir para
o melhor entendimento destas questdes pelos profissio-
nais da drea, além de apresentar os problemas e solugoes
aqueles que querem se iniciar nesta drea.

Com este numero do Cadernos Técnicos esperamos
contribuir tanto para a conscientizagdo quanto para a in-
formagao dos colegas, auxiliando para que possam cons-
truir as melhores opg¢des de atendimento aos desafios
de um novo setor em franca expansao na produgio de
alimentos em nosso pais.

Portanto, parabéns & comunidade de leitores que uti-
lizam o Cadernos Técnicos para aprofundar seu conhe-
cimento e entendimento sobre Sanidade de Organismos

Aquaticos, em beneficio da sociedade.

Prof. Antonio de Pinho Marques Junior

Editor-Chefe do Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnia (ABMVZ) -
CRMV-MG n° 0918

Prof. José Aurélio Garcia Bergmann

Diretor da Escola de Veterindria da UFMG - CRMV-MG n° 1372

Prof. Marcos Bryan Heinemann
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Prefacio

Henrique César Pereira Figueiredo - CRMV-MG 5839
Carlos Augusto Gomes Leal - CRMV-MG 7296

Professores de Sanidade e Doengas de Animais Aqudticos da Escola de
Veterindria da Universidade Federal de Minas Gerais

A aquicultura é uma nova fronteira do
agronegécio brasileiro. Com difusiao por
todo o territério nacional, a produgao de
animais aqudticos atingiu, em 2001, a marca
de 628 mil toneladas, e com estimativa de
crescimento de 20% ao ano. Nesse cenario
o Brasil ocupa o segundo lugar no ranking
de paises produtores das Américas, deven-
do em 2018, atingir a primeira posigao. Na
aquicultura brasileira destaca-se a produgao
da tildpia do Nilo e de espécies de peixes na-
tivos, como o tambaqui, pacu e os hibridos
de pintado. Juntamente com esse aumento
de producgio temos também um desafio
significativo para os médicos veterinarios e
demais técnicos da aquicultura quanto aos
aspectos sanitarios da producao. Nos ulti-
mos anos diversas doengas infecciosas tém
sido caracterizadas nas pisciculturas do pais,
muitas vezes causando perdas econdmicas
e atingindo taxas de mortalidade elevadas.
Nessa edi¢io de Cadernos Técnicos nds
abordaremos as principais doengas infec-
ciosas que ocorrem frequentemente nos sis-
temas de produgao de peixes, bem como as
alternativas disponiveis para o seu controle
e prevengao. Muitas dessas doengas sao con-
sideradas como emergentes na aquicultura
mundial, o que torna a difusao de novos co-
nhecimentos estratégica para a atuagao dos
médicos veterindrios que atuam nesse ramo
da produgao animal.
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1. Introducao género Seriola (“amberjack” e “yello-

A infecdo causada pela bactéria
Streptococcus dysgalactiae subsp. dysga-
lactiae (SDD) é bem descrita em peixes

marinhos cultivados, causando perdas culo caudal.

econdmicas  sig-

No ano de 2007, esse patigeno foi
identificado como causador de surto
de infeccdo em uma fazenda de tildpia
do Nilo no Estado do Ceard, Brasil.

nificativas princi-
palmente para a
cadeia produtiva
de espécies do

1. Infecgdo por Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae em peixes

wtail”) em paises asidticos. A bactéria
causa lesdes granulomatosas na muscu-

latura dos peixes, geralmente no pedin-

No ano de
2007, esse pa-
togeno foi iden-
tificado como

causador de
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surto de infecgdo em
uma fazenda de tildpia do
Nilo no Estado do Cear3,
Brasil. O principal sinal
clinico observado foi a

No ano de 2007, esse
paté SDD é também
descrita como um
patdgeno emergente

(SDD),
causador

dysgalactiae
geralmente
de doengas em animais
domésticos'?. Em se-

res humanos, a bactéria

doab na piscicultura, SDE o
resenca de abscessos na ~ -
presefis _ provocando lesdes causa principa

musculatura na regiao da granulomatosas mente faringite, além

base da nadadeira caudal
de alguns animais acome-
tidos. Esse foi o primeiro
relato de infecgao por S.
dysgalactiae subsp. dysga-
lactiae em peixe de dgua
doce. Desde entdo, di-
versos surtos vém sendo
observados em tilapicul-
turas na regiao Nordeste
do Brasil. Apesar das ta-
xas moderadas de mortalidade durante
os surtos por SDD em tildpias, a doenga
tem causado perdas econdmicas para os
produtores, seja pela queda no desem-
penho produtivo ou pela condenagao da
carcaga dos peixes que apresentam lesdes
na musculatura. Outro agravante da do-
enca € a presenga de abscessos que po-
dem reduzir a eficiéncia da antibiotico-
terapia em lotes de animais acometidos,
dificultando que o quadro de infecgao
seja debelado.

2. Etiologia

Streptococcus dysgalactiae é uma bac-
téria gram-positiva dividida em duas
subespécies: S. dysgalactiae subsp.
equisimilis (SDE), patégeno restrito
de humanos; e S. dysgalactiae subsp.

na musculatura de
peixes marinhos e de
dgua doce geno foi
identificado como
causador de surto
de infec¢do em uma
fazenda de tildpia do
Nilo no Estado do
Ceard, Brasil.

de lesdes superficiais,
como celulite e forma-
¢do de abscessos’. A
subespécie SDD ¢é bem
caracterizada como
causadora de endome-
trite, mastite clinica e
subclinica, artrite e ce-
lulite em bovinos, além
de relatos de bactere-
mia, menigoencefalite e
mastite em ovinos**¢. SDD é também
descrita como um patégeno emergen-
te na piscicultura, provocando lesoes
granulomatosas na musculatura de
peixes marinhos e de dgua doce”®.

Os isolados de S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae causadores de do-
enga em peixes sao classificados como
estreptococos a-hemolitico perten-
cente ao grupo C de Lancefield, cata-
lase negativo e oxidase positivo®.

3. Epidemiologia

3.1 Espécies susceptiveis

O primeiro relato de infecgao por
S. dysgalactiae subsp. dysgalactiae em
peixes ocorreu no Japao, em 2002. A
bactéria foi isolada de duas espécies ma-

10 Cadernos Técnicos de Veterindria e Zootecnia, n? 73 - junho de 2014



rinhas cultivadas: “amberjack” (Seriola
dumerili) e “yeollowtail” (Seriola quin-
queradiata). Os animais acometidos
apresentavam dareas com lesdes necroti-
cas, principalmente na regiao do pedun-
culo caudal’. Desde o primeiro relato,
surtos causados por SDD em fazendas
de peixes marinhos tém sido descritos,
incluindo diversas espécies, como: “kin-
gfish” (Seriola lalandi), tainhas (Mugil
cephalus, Liza alata, Liza haematochei-
la), “pompano” (Trachinotus blochii), es-
turjdo (Acipenser schrenkii) e beijupird
(Rachycentrum canadum) 1213,

Em 2007 foi relatado o primeiro
caso de infeccao por

3.2 Distribuicao

Entender a distribuiciao dos isola-
dos de um determinado patégeno e as
relagdes entre essas amostras ¢é essencial
dentro dos estudos epidemioldgicos
para maior conhecimento da doenca
provocada por esse agente e para o de-
senvolvimento de métodos de controle
mais eficazes. Atualmente, os estudos de
diversidade genética dos isolados utili-
zando ferramentas de genotipagem di-
versas associados aos dados epidemio-
légicos da doenga, que recebe o nome
de epidemiologia molecular, vém con-
tribuindo para o conhecimento mais

aprofundado do patoge-

SDD em peixes de agua
doce. O surto aconte-
ceu em uma fazenda de
produgdo de tildpia do
Nilo (Oreochromis niloti-
cus) em tanques-rede no
Estado do Cear3, Brasil®.

Animais dos
lotes acometidos
apresentavam abscessos
na musculatura,
principalmente na
regido da base da
nadadeira.

no e sua distribuicao.

Uma variabilidade
genética de isolados de
uma mesma espécie de
patégeno pode implicar
métodos de controle

diferenciados, devido a

Alguns animais dos lotes
acometidos apresenta-

vam abscessos na musculatura, princi-
palmente na regiao da base da nadadei-
ra, assim como observado em infec¢oes
por SDD em peixes marinhos’. Surtos
causados por esse patdgeno continu-
am ocorrendo em cultivos de tilapia do
Nilo em tanque-rede nos Estados do
Nordeste do pais, e em alguns casos os
lotes acometidos estao sendo diagnosti-
cados com infec¢des concomitantes de
Streptococcus dysgalactiae subsp. dysga-
lactiae e Streptococcus agalactiae '+,

diferentes perfis de sus-
ceptibilidade aos antibi-
dticos. Além disso, essa diversidade ge-
nética pode estar relacionada também a
uma conformagao antigénica diferente
entre os isolados, nio havendo uma
protecao cruzada no desenvolvimento
de uma vacina homologa. E, ainda, os
estudos genéticos nos auxiliam no en-
tendimento dos resultados epidemiol6-
gicos sobre distribuigao e disseminagao
do patogeno.

As infecgoes por SDD em peixes
marinhos ocorrem em grande par-

1. Infecgdo por Streptococcus dysgalactiae subsp. dysgalactiae em peixes 11



te do continente asidtico, acometen-
do pisciculturas de diversas regides
do Japao, China, Taiwan, Maldsia e
Indonésia®'*!". As amostras de SDD
oriundas dos diferentes paises apresen-
tam diversidade genética consideravel.
Estudos utilizando o BSFGE (“Biased
Sinusoidal Field Gel Electrophoresis”)
como método de genotipagem de-
monstram que os isolados de S. dysga-
lactiae subsp. dysgalactiae da Maldsia e
Indonésia apresentam um padrao ge-
nético diferente e baixa relagao epide-
mioldgica com as amostras dos outros
paises asidticos'.

No Brasil a bactéria SDD foi isola-
da de dois Estados: Ceara e Alagoas. Os
sinais clinicos observados nos animais
cultivados em fazendas de ambos os
Estados foram similares. Um estudo de
genotipagem dos isolados dos surtos
ocorridos no pais foi realizado recen-
temente. Foram testadas técnicas mo-
leculares como sequenciamento de um

discriminatério e revelou a presencga
de trés perfis genéticos diferentes. Os
resultados demonstraram também que
os padroes genéticos distintos estao
relacionados a origem geogrifica dos
mesmos no Brasil'*.

4. Manifestacao clinica

Dependendo do estigio e do grau
de infegao por S. dysgalactiae subsp.
dysgalactiae, os peixes acometidos po-
dem apresentar escurecimento da pele
e alteracdes comportamentais, como
hiporexia e letargia. A presenca de le-
sdes no tecido muscular e/ou subcuta-
neo, como erosoes, ulceragdes e, prin-
cipalmente, abscessos, sio os sinais
clinicos mais evidentes observados nas
diferentes espécies susceptiveis'"'”'s,
Essas lesoes possuem uma maior pre-
disposigao de se desenvolverem no pe-
dunculo caudal, na musculatura proéxi-
ma 4 base da nadadeira caudal (Figuras
1 e2)'!. No entanto, em alguns casos,

gene bastante conserva-
do para essa espécie, o
sodA, métodos baseados
na técnica de reagiao em
cadeia pela polimerase
(PCR - ERIC e RED-
PCR), além da técni-
ca de eletroforese em
campo pulsatil (PFGE).
Dentre os métodos de
genotipagem, o PFGE
foi considerado a téc-
nica com maior poder

Os peixes acometidos
podem apresentar
escurecimento da
pele e alteragoes
comportamentais, como
hiporexia e letargia.
A presenga de lesoes
no tecido muscular e/
ou subcutdneo, como
erosoes, ulceragoes
¢, principalmente,
abscessos.

as lesdes podem ser ob-
servadas na base das na-
dadeiras peitorais e dor-
sal (Figuras 3 e 4)'7181°,
Essas lesdes acarretam
em perdas econdmicas
significativas, uma vez
que aumenta a taxa de
carcacas  descartadas
durante o abate e pro-
cessamento de pescado

no frigorifico.

12 Cadernos Técnicos de Veterindria e Zootecnia, n? 73 - junho de 2014



Figura 1. Presenga de ulceragGes (setas) no
pedunculo caudal de peixe da espécie Seriola
dumerili*’.

Figura 2. Tildpia do Nilo apresentando au-
mento de volume na regido da base da nada-
deira caudal, sugestivo de abscesso. Animal
examinado durante surto de infec¢do por
SDD em uma tilapicultura no Brasil.

Figura 3. Presenca de abscessos subcutaneos
(setas) na base das nadadeiras caudal e dor-
sal em tilapia do Nilo infectada experimental-
mente por SDD.

Figura 4. Presenga de conteldo purulento a
incisdo do abscesso (elipse).

Jeixes 13




S. Patogenia

Ainda se tem pou-
co conhecimento a res-
peito dos mecanismos
utilizados pela bactéria
S. dysgalactiae  subsp.
dysgalactiae durante
a infeccdo em peixes.

Em peixes marinhos
do género Seriola,
infecgdes experimentais
utilizando rotas ndo
invasivas, como imersao
em dgua contendo a
bactéria e a via oral,
sdo capazes de causar a

al e intramuscular®®.
Contudo, o padriao de
transmissio observado
nas fazendas brasileiras
sugere que a dgua tam-
bém seja um fator disse-
minador, como observa-

do para Seriola sp°.

Alguns estudos de-
Estudos histopatologi- doenga. 8 .
_ , monstram que a viru-
cos de peixes marinhos lencia d 9
éncia desse patdgeno
acometidos por SDD demonstram patog

um quadro de septicemia durante a
infec¢do. Observou-se a presenca de
infiltrados inflamatdérios nio somente
no pedanculo caudal, como também
no coracao e no baco'. Além disso,
foram observados microabscessos sis-
témicos e inflamagoes granulomatosas
multifocais, sugestivos de embolismo
bacteriano’.

Quanto as vias de infeccao da bac-
téria, diversas rotas foram testadas em
laboratério para tentar entender o ini-
cio do processo infeccioso. Em peixes
marinhos do género Seriola, infecgoes
experimentais utilizando rotas nao in-
vasivas, como imersao em dgua conten-
do a bactéria e a via oral, sdo capazes de
causar a doenga com reprodugao dos
sinais clinicos, como o aparecimento

em peixes estd comumente associada a
alta capacidade de se aderir e invadir os
tecidos do hospedeiro. Essa habilidade
da bactéria SDD é favorecida pelas pro-
priedades hidrofdbicas e a alta capacida-
de de hemaglutinagao de sua superficie
celular®.

Além disso, outras hipoteses tém
sido levantadas quanto aos possiveis
mecanismos de viruléncia do patdgeno.
Por exemplo, a presenca de genes que
codificam a exotoxina “streptolisina S”
em isolados de SDD de peixes indicam
aimportancia dessa hemolisina na pato-
génese da doenga®.

6. Fatores predisponentes

Apesar de nao haverem estudos de-
talhados, os fatores que predispoem ao

de abscessos na mus-
culatura'®. Em tildpias
do Nilo, a reprodugao
da doenga somente foi
possivel utilizando vias
invasivas de infecgao,
ou seja, intraperitone-

O padrao de
transmissdo observado
nas fazendas brasileiras

sugere que a dgua
também seja um fator
disseminador.

desenvolvimento da do-
enca causada por SDD
parecem ser semelhantes
aqueles descritos para
outras infeccdes bacte-
rianas em peixes, prin-
cipalmente as estrepto-

14 Cadernos Técnicos de Veterindria e Zootecnia, n? 73 - junho de 2014



cocoses. Dentre esses
fatores, destacam-se as
baixas concentragoes de
oxigénio dissolvido na
dgua, aumento das taxas
de compostos nitroge-
nados (principalmente
amonia e nitrito) e ele-

vacio da temperatura

Baixas concentragoes
de oxigénio dissolvido
na dgua, aumento das
taxas de compostos
nitrogenados
(principalmente
amoénia e nitrito)
e elevagdo da
temperatura da dgua.

dissolvido abaixo de 2
mg/L e baixa renovagao
de 4gua) e altas densi-
dades de estocagem, os
animais infectados apre-
sentaram as lesdes ca-
racteristicas da doenga,
como abscessos no pe-

dunculo caudal'.Essas

da dgua. Todos esses fa-
tores estao correlaciona-
dos e geralmente ocorrem em fase final
de produgao, quando as densidades de
estocagem de peixes sio maiores e as
taxas de arragoamento sao consequen-
temente mais elevadas, em especial nos
periodos mais quentes do ano. Isso fa-
vorece a queda na qualidade da dgua e
uma maior susceptibilidade dos peixes
a infecgdo por Streptococcus dysgalactiae
subsp. dysgalactiae. Além disso, esse pa-
tégeno tem uma maior taxa de cresci-
mento em temperaturas mais elevadas,
sendo observados os surtos em tildpia
do Nilo produzidas em tanque-rede ge-
ralmente em ocasioes em que a tempe-
ratura da dgua estd acima dos 30°C*>"°.
Em laboratério nao foi possivel re-
produzir os sinais clinicos em tilapias
do Nilo na auséncia dos fatores predis-
ponentes, mesmo em doses bacterianas
elevadas e utilizando rotas de infec¢ao
invasivas®. Quando as mesmas doses
do patégeno foram utilizadas durante
infec¢ao experimental, mas reproduzin-
do em condigdes laboratoriais os fatores
de baixa qualidade de 4gua (oxigénio

observagbes  sugerem
que fatores que causam
estresse aos peixes e que a0 mesmo tem-
po favorecem um maior crescimento da
bactéria sao cruciais para a ocorréncia
dos surtos de SDD em tildpia do Nilo.
Em peixes marinhos, embora a in-
fecgao por SDD ocorra também somen-
te em fase final de abate (acima de 0,5
kg) e em altas densidades de estocagem,
as infec¢Oes experimentais foram capa-
zes de reproduzir os sinais clinicos da
doen¢a mesmo na auséncia de fatores
predisponentes, ou seja, em animais de
menor peso e com menor densidade de
peixes'"". Isso pode representar uma
major viruléncia das amostras de SDD
isoladas de peixes marinhos e/ou uma
maior susceptibilidade destes em rela-
¢ao a tilapia do Nilo.

Diagndstico

As alteragoes causadas pela infecgao
por SDD em peixes, como abscesso e
ulceracoes na base da nadadeira caudal,
embora sejam caracteristicas, niao po-
dem ser consideradas lesdes patogno-
monicas da doenga. A presencga de abs-
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cessos na musculatura

exame diagndstico.

O diagnéstico , ‘
pode ser observada tam- . Os meios de cultivo
) conclusivo da doenga -
bém em outras doencas ; . a serem utilizados para o
' é realizado pelo _ °
bacterianas, como no ; ; isolamento de SDD sio:
s inf isolamento bacteriano 5 | .
caso das infecgdes por dgar base suplementado
soes p e subsequente & P

Streptococcus  agalactiae
e Streptococcus iniae*.
Portanto, nio se pode

identificagdo utilizando
métodos fenotipicos e/
ou moleculares.

com sangue a 10% (4gar
sangue); BHI é4gar (in-
fusao cérebro coragio);

dar um diagndstico con-
clusivo de S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae em peixes somente
pela observagao das lesoes.

O diagnoéstico conclusivo da doenga
é realizado pelo isolamento bacteriano
e subsequente identificagao utilizando
métodos fenotipicos e/ou moleculares.
Os peixes a serem coletados para reali-
zagao do diagnoéstico devem ser animais
vivos que apresentem os sinais clinicos
da doenca e que nao tenham sido tra-
tados com nenhum antibidtico nos 10
dias que precedem a coleta. Os tecidos
de elei¢ao para exame bacterioldgico sao
cérebro, rim, bago e figado, devendo ser
feita a coleta de fragmentos ou “swab”
de tecido de forma asséptica. No caso
do diagnéstico de SDD, é importante
que o animal com suspeita da doenga
seja enviado inteiro, e nao fragmento de
tecidos coletados por necropsia, para
que o exame bacterioldgico seja realiza-
do de forma mais abrangente e eficaz. O
isolamento do agente das lesdes, como
abscessos, erosdes ou ulceragdes, nio é
recomendado devido a alta contamina-
¢ao por bactérias ambientais no tecido
lesionado, reduzindo a eficiéncia do

THA (Todd-Hewitt
4gar); e gar Congo Red.
O crescimento bacteriano ocorre a uma
temperatura 6tima de 28°C por um pe-
riodo de 24 a 72 horas®.

Apos o isolamento, os testes de tria-
gem a serem realizados sao gram, catala-
se e oxidase. Os resultados obtidos sio
a observagao de coccos gram-positivos
ao microscopio e identificado como ca-
talase negativo e oxidase positivo. Para
confirmagio do diagnéstico, devem ser
realizados outros testes fenotipicos e/
ou moleculares.

A identificacio do grupo de
Lancefield utilizando kits comerciais de
soroaglutinagao sao relativamente sim-
ples de serem realizados, e o resultado
a ser observado para SDD sera positivo
para o grupo C. Outros exames fenoti-
picos podem ser realizados, como o tes-
te de provas bioquimicas utilizando o
API 20 Strep®.

Quanto aos testes moleculares, exis-
te disponivel a sequéncia de primers
parauma PCR S. dysgalactiae especifica,
que pode ser utilizada como a confir-
magao mais acurada do diagnéstico®. A
extragdio de DNA de amostras de SDD
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para a PCR pode ser re-
alizada pelas metodo-
logias padrao utilizadas
para bactérias gram-po-
sitivas ou com kit comer-
cial de extragdo de DNA.

O principal tratamento
recomendado em
casos de surtos por S.
dysgalactiae subsp.
dysgalactiae é a
antibioticoterapia oral.

anorexia marcante como
observado em outras in-
feccoes bacterianas'>".
Por outro lado, a presen-
¢a de abscessos na mus-

culatura pode reduzir a

Tratamento

O principal tratamento recomenda-
do em casos de surtos por S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae é a antibioticoterapia
oral. No Brasil, somente os antibidticos
a base de florfenicol sao aprovados pelo
Ministério da Agricultura Pecudria e
Abastecimento (MAPA) para o uso em
tilapias™.

As amostras de SDD isoladas de
peixes marinhos e de tildpia apresen-
tam, até o momento, um perfil de sen-
sibilidade ao florfenicol. Por outro lado,
um grande nimero de amostras isoladas
de peixes marinhos é resistente a oxite-
traciclina e possui o gene de resisténcia
tet M.

Ainda existem muitas questdes a se-
rem esclarecidas quanto a eficiéncia real

da antibioticoterapia in

eficiéncia do antibidtico,
diminuindo sua atuagao
frente as células bacterianas no interior
da lesao, seja pela membrana que envol-
ve a regido, criando uma barreira fisica,
ou pelo baixo pH que pode reduzir a ati-

vidade do antimicrobiano'>'%?*,

Controle e prevengao

O controle e a prevengao da doen-
¢a causada por SDD em peixes depen-
dem fundamentalmente de um manejo
sanitario bem estabelecido na fazenda
e do diagndstico adequado em casos de
surtos. A inspecao dos peixes durante
0 processo de abate é importante para
identificar possiveis lesdes na muscu-
latura, sugestivas de infecgao por SDD.
Em algumas fazendas, a doenga pode es-
tar ocorrendo sem que o produtor per-
ceba, uma vez que nao

vivo em peixes infecta-
dos por SDD. Por um
lado, o quadro clinico da
doenga parece facilitar o
tratamento por via oral,
uma vez que os animais
acometidos continuam a
se alimentar mesmo que
em menores taxas, mas

nao apresentam uma

O controlee a
prevengdo da doenga
causada por SDD
em peixes dependem
fundamentalmente de
um manejo sanitdrio
bem estabelecido
na fazenda e do
diagndstico adequado
em casos de surtos.

existem taxas de morta-
lidade considerdveis. A
identificacio da doenga
0 quanto antes permite
aadogao de medidas que
evitem a proliferagao in-
desejada do patdgeno,
que poderd acometer
outros lotes, causando
perdas econdmicas con-
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sideraveis pelo descarte da carcaga de
animais que apresentarem lesoes.

Na Asia, uma vacina monovalente
inativada contra SDD para prevengao
da doenga em peixes do género Seriola
foi patenteada®. No Brasil, nao foi de-
senvolvido, até o momento, nenhum
imunoprofilitico contra esse agente em
tilapias. No entanto, a vacinagao contra
Streptococcus agalactiae, patdgeno mais
impactante para a tilapicultura nacional,
ja vem sendo empregada em muitas tila-
piculturas. Diante disso, a possibilidade
de desenvolver uma vacina polivalen-
te contra S. agalactiae e S. dysgalactiae
subsp. dysgalactiae tende a ser uma rea-
lidade nos préximos anos, aproveitan-
do o procedimento de vacinagdo para
a protecao de tildpias do Nilo frente a
dois patdgenos presentes na piscicultu-
ra brasileira.

Uma vacina a ser desenvolvida
contra SDD deve, no entanto, levar em
consideragao a diversidade no perfil ge-
nético apresentado entre os isolados de
diferentes regides'*". Essa variabilidade
genética pode implicar diferentes perfis
antigénicos das amostras nacionais de S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae.
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1. Introdugao

A columnariose é uma das princi-
pais doengas infecciosas de peixes de
dgua doce em todo o mundo. Essa en-

fermidade é causada pela
bactéria Flavobacterium
columnare, que acomete
tanto peixes cultivados
como de vida livre. Ha
relatos da infecgao por
F. columnare em carpas,

pactante, é a segunda enfermidade que

A columnariose é uma
das principais doengas
infecciosas de peixes de
dgua doce em todo o
mundo.

bagres, salmonideos, enguias, tilipias

e peixes ornamentais'. Altamente im-

mais causa prejuizos a inddstria ameri-
cana do bagre-do-canal (Ictalurus punc-
tatus)?. No Brasil, nio existem dados

sobre seu impacto na
produgao de peixes; po-
rém, surtos da doenca
sao frequentemente ob-
servados nas piscicultu-
ras nacionais**>%.

Apesar de ser um pa-

togeno classico de peixes

e ha bastante tempo caracterizado, esse
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microrganismo continua
sendo um dos principais
problemas  sanitdrios

para a piscicultura de

Um dos principais
problemas sanitdrios
para a piscicultura de

dgua doce no Brasil.

frequentemente isolado
do muco de superficie
e brinquias de peixes
de 4gua de doce'®s. F.

dgua doce no Brasil***%.,
Essa bactéria é um entra-
ve principalmente para produgao de for-
mas jovens (larvas, alevinos e juvenis) ,
essenciais para a viabilidade da cadeia

columnare é capaz de
sobreviver na dgua de
cultivo por até dois anos, mantendo sua
infectividade por até cinco meses’. A
ocorréncia dessa doenga estd associada

produtiva piscicola de

a fatores predisponentes

espécies nativas e exoti- Flavobacterium que aumentam a suscep-
cas no pais. Ao longo do columnare é o tibilidade dos animais
texto serdo descritos os agente etioldgico da ao agente etiologico.
principais aspectos ted- columnariose. Amostras com alta vi-

ricos e préticos relacio-

nados a ocorréncia dessa

doenga, bem como seu diagndstico, tra-
tamento, prevencao e controle.

2. Agente etiologico:
taxonomia e diversidade
genética

Flavobacterium columnare é o agente
etiologico da columnariose. O primeiro
relato de ocorréncia da doenca data de
19227. Fenotipicamente essa bactéria é
caracterizada como: bastonete longo,
gram-negativo, mével (com motilidade
dotipo “gliding” ou,natradugaoliteraldo
inglés, “motilidade por deslizamento”),
forma col6nias com diferentes morfolo-
gias, com coloragio amarelada (produz
um pigmento denominado flexirrubi-
na) e nio cresce em meios de cultura
convencionais (Tabela 1). Pertencente
a familia Flavobacteriaceae, esse patdge-
no é amplamente disseminado em am-
bientes dulcicolas, bem como tem sido

Tabela 1 - Caracteristicas fenotipicas
da bactéria Flavobacterium

columnare®?

Teste fenotipico Resultado
Produgdo de flexirrubina +
Absorg¢do de Vermelho-Congo +
Produgdo de Catalase +
Redugdo de Nitrato +
Produgdo de H2S +
Hidrodlise de quitina -
Hidrdlise de colageno +
Hidrélise de tirosina +
Hidrélise de DNA +
Hidrdlise de lecitina +
Crescimento em TSB* -
Crescimento a 15°C +
Crescimento a 37°C +
Crescimento em 0% de NaCl +
Crescimento em 0,5% de NaCl +
Crescimento acima de 1% NaCl -

" Caldo Soja Tripticaseina
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ruléncia podem infectar

peixes sadios; porém,
fatores de risco que pro-
movem exacerbado es-
tresse nos peixes provo-
cam o desencadeamento
de surtos'®',

Desde sua primei-
ra descricaio em 1922,
esse microrganismo so-

freu diversas alteragoes

Flavobacterium
columnare nao
cresce nos meios de
cultura utilizados
convencionalmente
para o isolamento de
bactérias patogénicas
para peixes, como
dgar sangue, dgar soja
tripticaseina e dgar
nutriente

foi reclassificada como
Flavobacterium  colum-
nare'®, sendo a deno-
minagio aceita e ado-
tada pelo Manual de
Bergey de Bacteriologia
Sistematica.
Flavobacterium  co-
lumnare é uma bactéria
que apresenta peculiari-

dades quanto ao seu iso-

na denominagdo de sua

bacteriana®!3.

espécie
Inicialmente, devido & sua morfologia
microscopica de bastonetes finos e alon-
gados, e a apresentagio clinica da do-
enca caracterizada por lesdes na regiio
dorsal dos peixes, foi classificado como
Bacillus columnaris. Apdés o primeiro
isolamento em meio de cultura, foi pos-
sivel sua caracterizacdo fenotipica e a
determinac¢ao de sua similaridade com
os membros da ordem Myxobacteria.
Como possuia a capacidade de degra-
dagdo de coldgeno, essa bactéria foi
renomeada como Chondrococcus colu-
mnaris'*. Posteriormente, foi reclassi-
ficada como Flexibacter columnaris®?,
sendo alocada taxonomicamente na
familia Flavobacteriaceae'. A doenga
causada por esse microrganismo foi
conhecida por muitos anos como flexi-
bacteriose, sendo que alguns materiais
didaticos disponiveis atualmente ainda
utilizam essa denominagao. Finalmente,
em 1996, apos a realizacao de estudos
de taxonomia polifasica, essa bactéria

lamento e cultivo in vitro.
Nao cresce nos meios de
cultura utilizados convencionalmente
para o isolamento de bactérias patogéni-
cas para peixes, como dgar sangue, gar
soja tripticaseina e dgar nutriente'. Em
geral, o cultivo desse microrganismo é
realizado em meios relativamente po-
bres em nutrientes, mas com a presenca
de algumas substancias essenciais para seu
crescimento, como no caso o coldgeno. Os
principais meios de cultura utilizados para
isolamento de F. columnare sao: meio de
Ordal; caldo ou 4gar Shieh (na sua versdo
original ou modificado); e no meio de
Hsu-Shotts'* (MHS) (Tabela 2).

Tabela 2 — Composi¢cdao do meio de
Hsu-Shotts (MHS)

Ingrediente Quantidade (g/L)
Gelatina (colageno) 3
Triptona 2
Extrato de Levedura 0,5
Cloreto de calcio 0,15
Agar Bacteriolégico* 15

“Para meio sdlido. Para caldo MHS, n&o usar o agar.
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Em condigdes de cultivo, essa bacté-
ria pode apresentar quatro morfologias
de colonia distintas'®: lisa e rizoide, com
coloracio amarelada; rugosa e rizoide,
com bordas irregulares e de coloragao
mais alaranjada; lisa, de bordas arredon-
dadas e coloragao amarelada; e, por fim,
lisa, polimoérfica, de coloragao branca
levemente amarelada.

Independentemente da morfolo-
gia, as colonias mantém-se fortemente
aderidas ao d4gar, e o morfotipo mais
comumente encontrado nos isolados
de peixes é o rugosa-rizoide'® (Figura
1). Amostras com essa morfologia tém
sido descritas como mais virulentas que
isolados com demais morfotipos'®. No
Brasil, todos os isolados pertencentes

ao banco de bactérias do Laboratério
de Doengas de Animais Aquéticos —
AQUAVET (Escola de Veterindria —
UFMG) apresentam essa morfologia,
independentemente do hospedeiro de
origem.

A dificuldade da diferenciacao de
isolados de F. columnare por andlises fe-
notipicas acarretou o desenvolvimento
de técnicas de biologia molecular para
estudos de diversidade intraespecifica®.
A anilise de polimorfismos no tamanho
de fragmentos de restricio (RFLP) do
gene 16S do RNA ribossémico (rRNA)
foi padronizada e tem sido utilizada para
avaliar a diversidade genética desse mi-
crorganismo™'”'%192021 Essa metodolo-
gia permitiu a discriminagao das amos-

Figura 1: Isolado de F. columnare em agar MHS, onde pode ser verificada a morfologia rugosa-rizoide
com coloragdo amarela caracteristica das colOnias.
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tras de F. columnare em trés variantes
genéticas, ou genomovars>'**'. A dis-
tribuicio mundial desses genomovars
ainda é pouco conhecida, mas diversos
estudos dos isolados permitiram uma
associagdo do genomovar e grau de
viruléncia com diferentes temperatu-

rasZ, 19,22

. O genomovar I tem uma abran-
géncia global", sua ocorréncia j4 foi des-

crita na Europa, América

3. Patogénese e caracterizacao
clinica da doenca

A patogénese da doenga estd asso-
ciada: a sintese e secre¢ao de enzimas e
fatores de viruléncia que propiciam a in-
feccao e degradacao tecidual; e a adesao
as superficies corpéreas e tecido bran-
quial. A enzima condroitina-AC-liase e
diversas proteases que degradam com-

ponentes do tegumento

do Norte, Asia e, pela
primeira vez, em amos-
tras de tildpias do Nilo
(Oreochromis  niloticus)
no Brasil>. Entretanto,
sua viruléncia e frequ-
éncia sao maiores em
peixes de clima tempe-

rado, principalmente sal-

O genomovar II tem
sido frequentemente
isolado de peixes de
clima tropical e é
incapaz de crescer na
temperatura de 15°. Jd
foiisolado de surtos na
piscicultura brasileira

de duas espécies nativas.

e tecido muscular (como
o 4cido hialurénico e
sulfato de condroitina)
sao os principais fatores
de viruléncia associados
a degradacao tecidual,
propiciando a infecgao
e que ocasionam as le-
sOes verificadas durante

monideos’®, e isolados

dessa variante podem crescer entre 15
e 37°C*. O genomovar II tem sido fre-
quentemente isolado de peixes de clima
tropical e é incapaz de crescer na tem-
peratura de 15°C*'%*?2, Essa variante é
o principal associado a surtos de colu-
mnariose na produgao do mais impor-
tante peixe da piscicultura americana, o
bagre-do-canal (Ictalurus punctatus), e ja

a infecgao nos peixes**>.

Além desses, sua aderéncia as superfi-
cies corpéreas (pele, branquias e na-
dadeiras) tem sido descrita como uma
etapa fundamental na patogénese da
doenga®’. Com o acometimento de regi-
oes amplas da pele e tecido branquial, a
infec¢ao pode evoluir para um processo
septicémico, culminando com a morte

dos animais®**°.

foi isolado de surtos na
piscicultura brasileira de
duas espécies nativas, su-
rubim (Pseudoplatystoma

corruscans) e pacami
(Lophiosilurus  alexan-
dri), e de tilipias do
Nilo®.

Fatores de risco:
animais jovens; estresse;
qualidade da dgua;
variagdes bruscas na
temperatura; alta
densidade; doengas
associadas.

Os principais fatores
de risco para ocorréncia
de surtos de columna-
riose sao: animais jo-
vens (larvas e alevinos);
estresse  oriundo da
manipulagdo  grosseira;
transporte prolongado;
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problemas de qualidade da dgua; va-
riagdes bruscas na temperatura da
dgua; em regides tropicais, a redugao
na temperatura da dgua; alta densida-
de de estocagem; lesoes mecanicas no
tegumento; doengas parasitdrias asso-
ciadas; outros fatores que promovam
estresse aos peixes. No Brasil, os surtos
sao comumente observados: nos pri-
meiros dias pos-eclosio

se de RFLP do gene 16S do rRNA, os
isolados de diferentes espécies nativas
apresentaram variagao genética®® intra
e interespecifica, tendo sido vistos mais
de um genomovar presentes em um tni-
co surto no pais’.

A columnariose é uma doenca ca-
racterizada pelo acometimento da su-
perficie externa dos peixes (pele, na-
dadeiras e branquias),

em laboratérios de lar-
vicultura; durante os
processos de masculini-
zagao de tildpias do Nilo
(Oreochromis niloticus),
principalmente quando
realizado em “hapas” e

com altas densidades de

A columnariose é uma
doenga caracterizada
pelo acometimento da
superficie externa dos
peixes (pele, nadadeiras
e branquias), que
raramente apresenta
quadros de septicemia.

que raramente apresenta
quadros de septicemia®.
As branquias sao descri-
tas como o principal 6r-
gdo afetado na infecgao
por E columnare em al-
gumas espécies de peixes
de clima temperado®. J4

estocagem; durante o

treinamento alimentar de espécies nati-
vas carnivoras; pos-transporte; pos-po-
voamento de tanques-rede, principal-
mente quando é necessdria a utilizagao
de “bolsdes”; no inverno nas regides Sul
e Sudeste. Os surtos podem ocorrer de
forma hiperaguda, cursando com mor-
talidades de até 80% do lote em 24-48
horas ap6s o inicio da manifesta¢ao dos
sinais clinicos da doenga. No Brasil, a
ocorréncia da doenga jd foi descrita em
piracanjuba (Brycon orbignyanus), pacu
(Piaractus mesopotamicus), cascudo
(Hypostomus plecostomus) e tambaqui
(Colossoma macropomumi)’, além de
surubim (Pseudoplatystma corruscans) e
pacama (Lophiosilurus alexandri)?, bem

como tildpia do Nilo. Através da anali-

em espécies tropicais,

o tegumento ¢ usual-
mente o tecido mais acometido pela
bactéria. Os sinais clinicos da doenga
nas fases iniciais sao caracterizados por
letargia, anorexia, melanose (variével)
e pela erosao de nadadeiras, principal-
mente da caudal e dorsal (Figura2 A e
B). Posteriormente, com a evolugio da
doenga (24-48 horas apés o contagio),
ocorre o acometimento dos tecidos ad-
jacentes, causando a erosiao completa
das nadadeiras, necrose da pele e do te-
cido muscular®***. Macroscopicamente,
os animais apresentam dreas esbranqui-
cadas na pele, principalmente na regiao
caudal e dorsal do corpo (Figura2 C, D
e E). Essa necrose circunscrita ao redor
da nadadeira dorsal levou a denomina-
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Figura 2 — Sinais clinicos de columnariose em peixes: A- erosdo de nadadeira caudal em pacam3; B-
erosdo de nadadeiras caudal e dorsal em tilapia do Nilo; C- necrose da pele em pacama; D- lesGes em
forma de sela em pacama; E- alevino de tildpia com necrose da pele na regido dorsal e cranial.

¢ao popular da enfermi-
dade de “doenca da sela”
(saddleback disease), de-
vido a aparéncia visual
da lesio, semelhante a
uma sela de montaria*?’.
Em estado avangado, po-

dem ocorrer bacteremia

O diagndstico da
columnariose é
baseado no isolamento
e identificagdo da
bactéria a partir de
peixes moribundos, com
sintomatologia clinica
sugestiva.

4. Diagnostico

O diagnostico da co-
lumnariose é baseado no
isolamento e identifica-
gao da bactéria a partir
de peixes moribundos,
com sintomatologia cli-
nica sugestiva*®. Embora

e infec¢des secunda-

rias por outros patdgenos bacterianos
e parasitdrios”’. No tecido branquial, o
quadro se caracteriza inicialmente pela
formagao de dreas palidas de colora-
¢ao branca e amarelada, com producao
excessiva de muco e congestio vascu-

lar'®?”

. Microscopicamente, é possivel
visualizar alteracdes patoldgicas, como
hiperplasia branquial, e, em casos mais
graves, fusao de lamelas e até de fila-

mentos branquiais™.

a columnariose seja uma
doenga comum e que pode infectar qua-
se todos os peixes de d4gua doce, é ainda
frequentemente subdiagnosticada. O
nao crescimento em meios de cultura
convencionais usados no diagndstico de
doengas de peixes e rapida evolugao da
enfermidade durante os surtos dificul-
tam o diagndstico®.

Para o diagnéstico, os animais mo-
ribundos devem ser enviados preferen-
cialmente vivos ao laboratério. Porém,
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é plenamente possivel a realizagao do
diagndstico a partir de animais enviados
resfriados, em caixas isotérmicas com
gelo (normal ou reciclavel). O tempo de
transporte maximo recomendado nes-
ses casos é de 48 horas. O congelamento
promove a lise das células de F. colum-
nare, devido a formacio de cristais de
gelo e rompimento da célula bacteriana
em temperaturas abaixo de 0°C. Assim
sendo, o envio de material congelado
nao é recomendado para o diagndstico
bacteriolégico da doenga. Mas, a partir
desse material, é possivel a detec¢ao do
patdgeno por métodos moleculares.

Os principais tecidos utilizados para
o isolamento da bactéria sao rim, figado,
tecido subcutineo adjacente as dreas
de necrose da pele e tecido branquial,
nos casos de infeccdo desse 6rgao™.
Posteriormente, ao isolamento em cul-
turas puras em meios especificos (como
supramencionado), a morfologia da
colonia, morfologia microscépica na
coloragao de gram, e testes de catalase
e oxidase sio utilizados com triagem
inicial. A confirmagao da espécie bacte-

Figura 3 —
Eletroforese em gel
de agarose a 2% do
amplicon da PCR
espécie-especifica
para Flavobacterium
columnare. 1 =
marcador de DNA,
2-5 —amostras de F.
columnare.

riana pode ser realizada por testes feno-
tipicos® e moleculares (PCR e PCR em
tempo real).

Com a popularizagao dos métodos
moleculares, diversas técnicas tém sido
utilizadas para a confirmagao da espécie
bacteriana e para detecgao da bactéria F.
columnare a partir de determinados teci-

dos de peixes infectados®'**

. A primeira
ferramenta molecular padronizada para
diagnéstico de F. columnare foi a PCR
e sequenciamento do gene da subuni-
dade 16S do RNA ribossdmico*'. No
ano de 2004, foi desenvolvida uma PCR
espécie-especifica para a confirmagio e
deteccao de F. columnare®. Esse méto-
do tem sido utilizado pelo AQUAVET
(EV-UFMG) desde 2007 e vem apre-
sentando uma alta eficiéncia para o
diagndstico da doenca. Na Figura 3 é
apresentada uma imagem do produto
da PCR espécie-especifica para F. colu-
mnare com peso molecular de 675 pares
de base, apds a eletroforese em gel de
agarose.

Adicionalmente, outros métodos
mais modernos, como PCR em tempo
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real (qQPCR), sio dispo-
niveis para a confirma-
¢ao da espécie e detecgao
desse patdgeno a partir
de amostras de tecidos®.

S. Tratamento

Tratamentos baseados
na realizagdo de
banhos com substdncias
desinfetantes ou a
antibioticoterapia oral
dos lotes.

sal comum), permanga-
nato de potassio, sulfato
de cobre e cloramina-T.
A utilizagao de cloreto
de sédio acima de 0,5%

in vitro inibe o cresci-

Por ser uma doenga
bacteriana que acomete o tegumento
e/ou as brinquias, os tratamentos em
casos de surtos de columnariose sao
baseados na realizacio de banhos com
substancias desinfetantes ou a antibioti-
coterapia oral dos lotes'. Devido a rapi-
da progressao da doenga, e para uma te-
rapia eficaz, esta deve ser iniciada o mais
rapido possivel, imediatamente apds
a observacio de sinais clinicos. Assim
sendo, em casos de evolugao hiperagu-
da da doenga (dependendo dos fatores
de risco e viruléncia da amostra), pode
nao haver tempo hébil para a execugao
de tratamentos nos lotes acometidos®.
Além do tratamento terapéutico, ba-
nhos profildticos podem ser realizados
com substincias desinfetantes, para

mento e a aderéncia de
coldnias de F. columnare
em agar. Isso fez com que diversos au-
tores testassem in vivo a utilizagao desse
sal, e diversos resultados abordam uma
reducio significativa de mortalidade
por uso de banhos de 1% de NaCl'%*%*".
No Brasil, melhores resultados no con-
trole da columnariose em casos de sur-
tos em larvas e juvenis de tildpia do Nilo
tém sido obtidos com banhos de 2%
de NaCl por 30 minutos, por trés dias
consecutivos. O cloreto de so6dio deve
ser utilizado com cautela em espécies
de peixes nativos, pois muitas dessas
nao apresentam boa resisténcia a varia-
¢oes na osmolaridade da dgua e podem
morrer. Adicionalmente, de maneira
profilatica, pode ser realizada a salini-
zagao a 0,5% da dgua em sistemas de

evitar a ocorréncia da infecgdo em fases  recirculagio, comumente utilizados
criticas em que a enfer- nas fases iniciais do cul-
midade frequentemente As principais tivo, como incubagio de

acomete 0s animais, por
exemplo, pos o transpor-
te de animais®?.

As principais subs-
tincias utilizadas para
o tratamento da colum-
nariose via banho sio o
cloreto de sédio (NaCl,

substdncias utilizadas
para o tratamento
da columnariose via
banho sao o cloreto
de sédio (NaCl, sal

comum), permanganato

de potdssio, sulfato de

cobre e cloramina-T.

ovos e na larvicultura.
Essa osmolaridade mais
elevada inibe o cresci-
mento e consequente-
mente a ocorréncia de
surtos de columnario-
se. Dados da literatura
demonstram que o per-
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manganato de potéssio (2 mg/L), sul-
fato de cobre (0,5 mg/L por 12 horas,
adi¢do na 4gua do tanque) e cloramina-
-T (15 mg/L) sio eficientes na profila-
xia da infec¢ao por F. columnare, sendo
que, em casos de surtos, concentracoes
maiores por periodos curtos de tempo
sao utilizadas'. Porém, esquemas te-
rapéuticos definidos para controle da
columnariose com essas substincias
sao descritos apenas para truta-arco-
-iris (Oncorhyncus mykisss), bagre-do-
-canal e outras espécies nao cultivadas
no pais.

A antibioticoterapia oral é a prin-
cipal alternativa para o tratamento da
columnariose em casos de surtos agu-
dos, principalmente em sistemas de
cultivo em que a realizagao de banhos é
dificil ou inviével (Ex. gaiolas, tanques
de terra de amplas dimensées etc.). Os
antibioticos sio em geral misturados
a ragdo nas proprias fazendas ou ainda
podem ser incorporados na ragao du-
rante a fabricagdo. Para isso a empresa
de ragao deve possuir uma licenga es-
pecifica de acordo a legislagao vigente
no pais, e a requisi¢ao da mistura deve
ser realizada por um médico veterindrio
regularmente matriculado no conselho
de classe. Atualmente, produtos a base
dos antibidticos oxitetraciclina (OTC)
e florfenicol (FFC) sio licenciados para
uso na aquacultura e utilizados no tra-
tamento da columnariose. Apesar da
ampla sensibilidade das amostras de F.
columnare a esses antibidticos, na prati-

ca os tratamentos ainda podem apresen-
tar falhas, devido a anorexia ocasionada
pela infecgao e a nao ingestao da ragao
medicada®™.

A OTC ¢é uma droga eficiente no
combate de columnariose, bem como
de outras doengas causadas por bacté-
rias gram-negativas e positivas®’. Na li-
teratura, as doses recomendadas para o
tratamento da infec¢io por F. columnare
variam entre 50 e 100 mg OTC por qui-
lo de peso vivo, em via oral, durante 10
dias?*?’. O florfenicol apresenta-se tam-
bém altamente eficiente no tratamento
da columnariose quando administrado
por via oral. A dose recomendada pelo
fabricante é de 10 mg de FFC por quilo
de peso vivo, durante 10 dias consecu-
tivos. Essa dosagem tem se mostrado
eficiente no controle da doenga em ale-
vinos de tilapia do Nilo e peixes nati-
vos, principalmente bagres e tambaqui
(Colossoma macropomum). J& para algu-
mas espécies de peixes exdticos, como
“Sunshine bass”, doses 50% maiores des-
se firmaco tém sido recomendadas®.
Embora as amostras de F. columnare ain-
da nao tenham apresentado resisténcia
a OTC e FFC, os estudos de resisténcia
a antibidticos na aquacultura brasileira
ainda nao sao muito amplos. Por isso o
uso de antibidticos deve ser realizado
com cautela, apenas como medida de
controle, e, se possivel, sinergicamente
com substéincias desinfetantes para que
seja reduzido o risco de sele¢ao e desen-
volvimento de amostras resistentes’'.
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6. Controle e prevencao

A prevengao e controle da doen-
¢a devem se basear em boas praticas
de manejo e a adogao de medidas para
evitar e mitigar os fatores de risco que
propiciam a ocorréncia da doenga'>¥.
Além disso, tratamentos profilaticos
podem (e devem) ser realizados em si-
tuacoes de estresse que predispdem a
ocorréncia da columnariose. Como as
substincias desinfetantes atuam de ma-
neira inespecifica, geralmente alterando
a fisiologia da célula bacteriana ou ina-
tivando componentes da superficie do
microrganismo, a indugao de resisténcia
a esses produtos é improvavel ou de bai-

Amplamente utilizadas na preven-
¢ao de outras doengas bacterianas em
peixes, o uso de vacinas nao é um méto-
do consagrado para imunoprofilaxia da
columnariose. Embora existam diversas
vacinas bem-sucedidas experimental-
mente, a utilizagdo comercial dessas é
ainda restrita, sendo adotadas em alguns
poucos paises. A imunizagao via banho
com uma bacterina demonstrou pro-
teger carpas comuns da columnariose
em condigdes experimentais. Contudo,
esse produto nao induz resposta imune
humoral significativa e protetora nesses
peixes. Resultados semelhantes foram
obtidos com uso de bacterina semelhan-

te em bagre-do-canal™.

xa possibilidade. Assim
sendo, esses tratamen-
tos podem ser utiliza-
dos rotineiramente com
seguranga.
Diversos  estudos
demonstram a associa-

¢do entre a ocorréncia

A prevengdo e controle
da doenca devem se
basear em boas prdticas
de manejo e a adogdo
de medidas para evitar
e mitigar os fatores de
risco.

No Brasil, estudo ava-
liando o uso de bacterina
por via injetivel e oral
demonstrou que, por
via parenteral, a indugao
de imunoglobulinas es-

, .

pecificas é significativa;

de surtos de columna-
riose e altos niveis de
amonia/nitrito, alta densidade de esto-

1024 Dyrante o

cagem e lesoes cutineas
transporte dos animais (larvas, alevinos
e juvenis) e diferentes fases do cultivo
(incubagao de ovos e larvas; masculini-
zagao em hapas; treinamento alimentar
de peixes nativos carnivoros etc.), a con-
centragdo de oxigénio dissolvido, bem
como outros pardmetros limnoldgicos
devem ser estritamente monitorados e

controlados.

porém, sua concentragio
nao esta diretamente re-
lacionada a protecao contra a doenga®.
Nos EUA, uma vacina viva atenuada
administrada por imersao é licenciada
para o uso em bagre-do-canal. Sua prin-
cipal aplicagao é para imunizagao de lar-
vas entre 10 e 48 dias pds-eclosdo. Em
condi¢Oes experimentais, esse produto
propiciou uma porcentagem relativa de
sobrevivéncia (RPS) dos animais vaci-
nados de 57 a 94 %. Apesar da eficiéncia
e aplicabilidade, esse produto possui in-
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certezas quanto a sua segurancga. Existe
a possibilidade teérica de recuperagao
da viruléncia da amostra vacinal apds a
administracao nos animais ou sua libe-
ragio no ambiente®. Testes laborato-
riais demonstram uma pequena chance
da reinfec¢ao dos peixes com a amostra
vacinal®. Porém, isso poderia permitir
que esse patdgeno voltasse a ocasionar
doenca na espécie cultivada ou em ou-
tras de vida livre, podendo dizimé-las
nas visdes mais cataclismicas. Por esse
motivo, em diversos paises, principal-
mente na Comunidade Europeia, o uso
de vacinas vivas atenuadas ¢ proibido.
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1. Introducao

Septicemia por Aeromonas moéveis é
a denominacao conferida a doenga cau-
sada por bactérias mesdfilas e moveis do
género Aeromonas em peixes'. As prin-
cipais espécies patogénicas relacionadas
a esse género bacteriano

bigstockphoto.com

destaca-se como principal agente etio-
légico envolvido em quadros septicémi-
cos'. Essa bactéria também tem sido iso-
lada a partir de amostras de d4gua potavel
e alimentos, sendo de significativa im-
portancia tanto para a saude publica hu-
mana como para a saiide animal®. Casos

sao: A. caviae, A. sobria,
A. bestiarum, A. veronii e
A. hydrophila. Essas es-
pécies sao ubiquas em
ambientes aquaticos e,
dentre elas, a bactéria

hydrophila

Aeromonas

Septicemia por
Aeromonas moveis é a
denominagdo conferida
a doenga causada por

bactérias mesdfilas
e moveis do género
Aeromonas em peixes.

de surtos causados por
esse patogeno tém sido
relatados mundialmente
em diferentes hospedei-
ros, como, por exemplo,
répteis, anfibios e ma-
miferos®. Em peixes, as
infecgdes por Aeromonas
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moveis causam alta mortalidade e
significativas perdas econdmica na pis-
cicultura*. No Brasil, essas bactérias tém
sido descritas como agentes etioldgicos
de surtos em fazendas de espécies de
peixes exdticos e nativos®.

2. Agente etioldgico:
Taxonomia e Diversidade

Pertence a classe Gamma-
proteobacteria, ordem Aeromonadales
e familia Aeromonadaceae, as bac-
térias do género Aeromonas sao
microrganismos ubiquos em ambientes
aqudticos. Além disso, essas bactérias
tém sido frequentemente isoladas de
peixes saudaveis e doentes, produtos
alimenticios, fezes de animais e de seres
humanos, assim como de outras amos-
tras clinicas e ambientais®. A primeira
descrigao de um exemplar desse género
data de 1891, quando Stainer relatou a
ocorréncia de infec¢oes em ras causadas
por um microrganismo denominado a
época como Bacillus hydrophillus fuscus
(hoje Aeromonas hydrophila). Alguns
anos depois, em 1894, foi realizado o
relato da infecgao em truta-arco-iris por
um patégeno similar. Porém, a descrigao
formal do género ocorreu décadas
depois, sendo realizada por Stainer em
1943. Na década de 1970, as espécies de
Aeromonas foram classificadas em dois
grupos em fun¢ao da sua temperatura
de crescimento, motilidade e producao

de pigmentos. Um grupo foi composto

por amostras mesdfilas, moéveis e nao
pigmentadas, associado principalmente
com infec¢des em seres humanos, tendo
como principal representante a espécie
Aeromonas hydrophila. O outro grupo
foi composto por isolados psicrotrofi-
cos imoveis e pigmentados, tendo como
principal representante o patégeno de
peixes Aeromonas salmonicida’.

As Aeromonas sao caracterizadas
como bastonetes, gram-negativos, nao
formadores de esporos, em geral oxi-
dase positiva, anaerdbicas facultativas e
quimiorganotroficas. Adicionalmente,
sao capazes de crescer a 0 % de NaCl,
mas nao em 6% de NaCl, produzem 4ci-
do a partir de inositol e a maioria delas é
resistente ao agente vibriostatico 0/129
(2,4- diamino - 6 ,7 - diisopropilpteri-
dina). De acordo com a tltima versio
do Manual de Bergey de Bacteriologia
Sistematica, 14 espécies bacterianas
sao0 pertencentes ao género Aeromonas,
sendo essas Aeromonas hydrophila (com
trés subespécies: hydrophila, dhakensis e
ranae), Aeromonas bestiarum, Aeromonas
salmonicida (com cinco subespécies:
salmonicida, masoucida, smithia, achro-
mogenes e pectinolytica), Aeromonas ca-
viae, Aeromonas media, Aeromonas eucre-
nophila, Aeromonas sobria, Aeromonas
veronii, Aeromonas jandaei, Aeromonas
schubertii, Aeromonas trota, Aeromonas
allosaccharophila, ~Aeromonas  enche-
leia e Aeromonas popoffii. Porém, mais
11 novas espécies foram descritas em
artigos cientificos e sao aceitas atual-
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mente: Aeromonas simiae, Aeromonas
molluscorum, Aeromonas  bivalvium,
Aeromonas tecta, Aeromonas aquariorum,
Aeromonas piscicola, Aeromonas fluvialis,
Aeromonas taiwanensis, Aeromonas sa-
narellii, Aeromonas diversa e Aeromonas
rivuli®. Adicionalmente, estudo recente
demonstrou que as bactérias Aeromonas
hydrophila subsp. dhakensis e Aeromonas
aquariorum tratam-se do mesmo mi-
crorganismo, sendo proposta sua reclas-
sificacao como Aeromonas dhakensis®.

A identificacio das espécies
de Aeromonas tem sido historicamen-
te realizada por métodos fenotipicos
e moleculares®. Numerosos sistemas
bioquimicos tém sido propostos para
a identificagao desses microrganismos.
Apesar da ampla utilizagao, esses testes
sao capazes apenas de discriminar com
seguranga as espécies em trés gran-
des grupos fenotipicos: o complexo
“Aeromonas hydrophila” (composto por
A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonici-
da e A. popoffii); complexo “Aeromonas
caviae” (A. caviae, A. media e A. eucre-
nophila); e o complexo “Aeromonas so-
bria” (A. sobria, A. veronii, A. jandaci e
A. trota). As demais espécies descritas
recentemente apresentam padroes fe-
notipicos que as classificam dentro dos
trés supramencionados complexos. As
identificagbes fenotipicas para essas
bactérias sao imprecisas e geram resulta-
dos inconclusivos na maioria dos casos.
Nesse contexto, os métodos molecula-
res tém se apresentado como uma solu-

¢ao para suplantar esses problemas’.

Em 1997, Borrel e colaborado-
res desenvolveram uma técnica base-
ada na RFLP de produtos de PCR do
gene 16S rRNA para a identificagao de
Aeromonas spp.’. Esse método tem sido
amplamente utilizado para identificagao
de amostras isoladas de casos clinicos
de doencas em peixes®. No entanto, em
alguns casos, essa técnica nao é capaz de
diferenciar espécies estreitamente rela-
cionadas, que apresentam sequéncias
muito similares do gene 16S rRNA. Isso
tem sido verificado em parte das novas
espécies de Aeromonas descritas na lite-
ratura. A espécie A. piscicola apresenta o
mesmo padrao de RFLP que A. salmoni-
cida e a sequéncia 16S rRNA 99,8-100%
similar a A. bestiarum. O mesmo ocorre
com A. caviae e A. aquariorum, que apre-
sentam 99,8% de similaridade no gene
16S rRNA e o mesmo padrao de RFLP.
Porém, A. aquariorum foi isolada origi-
nalmente de peixes ornamentais, mas
nao tem sido até agora isolada de espé-
cies aquicolas. A RFLP também nao é
util para 8% das amostras de Aeromonas
que apresentam mutagdes no gene 165
rRNA na regiao alvo das endonucleases
utilizadas’.

O sequenciamento e andlise
filogenética de genes “housekeeping’,
como gyrB e rpoD, tem sido utilizado
de maneira complementar 3 RFLP para
uma melhor discriminagao das espécies
de Aeromonas. Além desses, esquemas
de anilise de sequéncias em multiplos
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locus (MLST) tém sido
desenvolvidos para ava-
liagio de Aeromonas
spp.”. O primeiro MLST
para Aeromonas com
acesso publico foi criado

por Martino e colabora-

As bactérias do género
Aeromonas sao
frequentemente isoladas
em ambientes aqudticos
e na microbiota de
peixes, anfibios e outros
mamiferos.

20 tipos genéticos (se-
quence types) distintos
caracterizados.

3. Principais
hospedeiros e
doenca clinica

As bactérias do gé-

dores (2011) (http://

pubmlst.org/aeromo-

nas)'®. Esse inclui seis genes (gyrB,
Grol, gltA, metG, ppsA e recA, com total
de 3.084 nucleotideos). O método foi
testado em 96 amostras contendo iso-
lados de referéncia e de campo, sendo
79,2 % obtidas a partir de peixes do-
entes e o restante de amostras de dgua.

nero Aeromonas sao
frequentemente isoladas em ambientes
aquditicos e na microbiota de peixes,
anfibios e outros mamiferos %''. Esses
patdgenos tém sido associados a casos
de infecgao em um amplo numero de
espécies de peixes cultivados e de vida
livre no mundo. No Brasil, casos de in-

feccao por Aeromonas

A técnica permitiu a
identificacao precisa dos
isolados e tem sido con-
siderada uma alternativa
viavel para identificagao

No Brasil, casos foram
descritos em carpa,
tildpia, piracanjuba,
beta, pacu e matrinxa.

spp. foram descritos em
carpa  (Cyprinus car-
pio)™?, tilapia do Nilo

(Oreochromis niloti-

e determinagio das re-

lagoes epidemioldgicas

das amostras de Aeromonas”'®. Além de
permitir a identificacio das espécies,
o MLST é um método utilizado para
a avaliagao da diversidade genética de
amostras de uma mesma espécie. Em
estudo recente realizado no AQUAVET,
30 amostras de A. hydrophila isoladas de
casos clinicos de doen-

cus), jundid (Rhamdia
quelen), piracanjuba
(Brycon orbignyanus), beta (Betta splen-
dens)’, pacu (Piaractus mesopotamicus)®
e matrinxa (Brycon amazonicus)®. Os
surtos tém sido historicamente impac-
tantes, principalmente em sistemas de
cultivo de espécies nativas. Contudo,
recentemente, as infec¢des por A. hydro-

phila tém aumentado em

as em peixes e dgua das
fazendas foram avalia-
das pelo MLST". Uma
alta diversidade genéti-
ca foi observada nesses
isolados, com mais de

Infecgoes por
Aeromonas podem
se manifestar como
doenga ulcerativa ou em
quadros de septicemia
hemorrdgica.

fazendas de tilapia do
Nilo.

As infecgbes por
Aeromonas podem  se
manifestar de formas cli-
nicamente distintas em

peixes, principalmente
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como doenga ulcerativa (semelhante a
furunculose causada por A. salmonicida
em peixes de clima temperado) (Figura
1) ou em quadros de septicemia hemor-
régica (Figura 2). Esta dltima é a mani-
festagao mais comum e importante da
enfermidade, e é geralmente associada
a infecgdes por Aeromonas hydrophila
no Brasil. A infecgdo estd associada a
um quadro de infecgio generalizada,
acometendo principalmente rins, figa-
do, bago, brinquias, musculatura es-
quelética e cérebro'. Sinais clinicos de

letargia, anorexia, brinquias pélidas e
melanose sio observados inicialmen-
te. Com a evolu¢ao do quadro clinico,
pode-se observar hiperemia, petéquias
e hemorragia na pele, boca e base das
nadadeiras (Figura 2). Adicionalmente,
ascite, exoftalmia e natagao errdtica po-
dem ser observadas"'*'*. A sintomato-
logia nervosa e o quadro de septicemia
podem ser confundidos com os sinais
clinicos ocasionados por infecgdes por
Streptococcus sp., sendo necessario um
diagndstico laboratorial mais acurado

Figura 1: doenga ulcerativa causada por Aeromonas hydrophila em peixes: A- piracanjuba coletada
durante um surto em fazenda no Brasil apresentando ulceragdo cutanea (seta); B- carpa colorida apre-
sentando ulceragdo na boca; C- carpa colorida com ulceragdo cutdnea (seta).
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para determinar o agente
etioldgico envolvido no
surto’.

A necropsia podem
ser observados a presen-
¢a de exsudato serosan-
guinolento na cavidade
celomdtica, hemorragia
visceral, hepatomegalia,
figado palido com peté-

A necropsia podem
ser observados a
presenga de exsudato
serosanguinolento na
cavidade celomdtica,
hemorragia visceral,
hepatomegalia, figado
pdlido com petéquias,
esplenomegalia, rins
hiperpldsicos e fridveis.

dos tubulos proximais. E
a parede da bexiga nata-
toria pode estar espessa-
da, congesta e com infil-
trado edematoso’. Em
peixes com septicemia,
pode ser observada ne-
crose dos tecidos do rim,
bago e mucosa intestinal,
assim como dreas de ne-

quias, esplenomegalia,
rins hiperplasicos e fri-
aveis. Petéquias e sufusoes podem ser
observadas na parede interna da cavida-

de celomatica'®'”!®

. Na histopatologia,
pode-se observar lesdes cutineas sem
bordas definidas com inflamagao granu-
locitica necrosante e contetido exsudati-
vo abundante. Observa-se a desintegra-
¢ao de fibras musculares caracterizada
por edema intersticial inflamatério. Os

rins apresentam-se com distrofia e for-

magao de goticulas hialinas no epitélio

L. ALy, VI R T

crose focal no coragio,
figado, pancreas e gona-
das. A presenca de melanina livre ou
lipofuscina pode ser observada a partir
da ruptura de melano-macréfagos'. A
gravidade da infecao é dependente do
estado imunoldgico dos peixes. Casos
mais graves podem acometer diferentes
érgaos, prejudicando fungoes vitais e le-
vando o peixe ao 6bito'*".

A transmissao da bactéria A. hydro-
phila em sistemas de cultivo ocorre por
via direta com contato direto de peixes

Figura 2: septicemia hemorragica causada por Aeromonas hydrophila em peixes: A- tilapia do Nilo
infectada experimentalmente, em que pode ser verificado um quadro severo de hemorragia na base
de nadadeiras (setas); B- pintado amazonico (Leiarius marmoratus x Pseudoplatystoma reticulatum)
apresentando hiperemia pronunciada na regido periocular (seta preta) e hiperemia cutdnea (setas
vermelhas).
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infectados e sadios, e por contato indi-
reto, através da veicula¢io da bactéria
via 4gua. Adicionalmente, a ingestao de
ra¢io contaminada tem sido descrita
como uma potencial fonte de infeccao
para os peixes'*.

4. Patogénese da Doenca e
Fatores de Risco

A interagao entre Aeromonas hydro-
phila e o peixe depende de diversos
mecanismos para que ocorra a infecgio.
Fatores de viruléncia como antigeno O,
cépsula, camada S, exotoxinas (hemoli-
sinas e enterotoxinas), exoenzimas que
digerem componentes celulares e o sis-
tema de secregio tipo III (SSTT) estdo
relacionados a patogénese da doenga
em peixe'.

As estruturas de superficie, como
capsulas e flagelos laterais, de Aeromonas
hydrophila estao relacionadas a auto-
agregacdo e hemaglutinizagao. Os li-
popolissacarideos (LPS), presentes na
membrana externa desse microrganis-
mo, exercem potente efeito pré-infla-
matdrio, ocasionando disturbios vascu-
lares sistémicos. O antigeno O (porgio
mais externa do LPS) ¢ responsével por
promover a evasao bacteriana contra
componentes do sistema complemen-

que geralmente estao relacionadas com
a lise de células e tecidos'.

O sistema de secregao do tipo III é
um fator de viruléncia importante nes-
sa bactéria. Esse sistema é constituido
por uma estrutura basal que ancora um
injectsoma em formato de agulha na
membrana celular da bactéria, e é nor-
malmente induzido por contato entre
bactéria-hospedeiro. A partir desse sis-
tema, a bactéria é capaz de introduzir
toxinas bacterianas diretamente no cito-
plasma da célula do peixe. Tais substan-
cias alteram as fungdes celulares e im-
pedem que ocorra uma resposta imune
e, consequentemente, a elimina¢ao da
bactéria's.

A intensificagao da piscicultura pro-
picia alteragdes no ambiente dos siste-
mas de cultivo e o estresse dos peixes.
Esses sao fatores predisponentes para o
aparecimento de surtos de infec¢oes por
Aeromonas moveis'. Baixa qualidade da
dgua, altas densidades de estocagem
e a realizagio de manejos de maneira
incorreta, com alto estresse dos ani-
mais, corroboram o desencadeamento
se surtos da doenga'. A infecgao por A.
hydrophila ocorre com maior frequén-
cia em periodos de temperaturas mais
baixas, quando a resposta imunoldgica

to e células fagociticas.
Adicionalmente, esse pa-
tégeno possui vdrias en-
zimas, como proteases,
hemolisinas,  amilase,

gelatinase, entre outras,

Fatores predisponentes:
baixa qualidade da
dgua, altas densidades,
alto estresse dos
animais.

dos peixes é mais baixa
devido a anorexia e bai-
xa qualidade da &gua.
Porém, em temperaturas
mais elevadas (acima de
30°C), surtos da doen-
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ca também podem ocorrer"'. Surtos
da doenca tém sido comumente verifi-
cados no pais: apds o transporte dos
peixes (principalmente associados a
intercorréncias no transporte de ori-
gens diversas, como problemas na de-
puragao, temperatura elevada durante
o transporte etc.), principalmente de
juvenis de espécies nativas; nos pri-
meiros dias apds o povoamento de
gaiolas; apds a selecao e classificagao
dos peixes (principalmente animais
adultos, em que a operagdo é mais di-
ficil, consequentemente mais estres-
sante para os animais); em cultivos
em gaiolas sob altas densidades de
estocagem associados a elevagao da
temperatura da dgua; em peixes cul-
tivados em tanques de terra durante
o inverno, em regides onde a tempe-
ratura da dgua encontra-se abaixo da
zona de conforto térmico para a espé-
cie cultivada; entre outros!.

Por se tratar de uma bactéria ubi-
qua em ambientes aquaticos, a infec-
¢ao por Aeromonas hydrophila é citada
por alguns autores como sendo oportu-

sugerem a especificidade desse micror-
ganismo como patégeno primdrio para

peixes>?.

S. Diagnostico

O diagnéstico das infecgoes
por Aeromonas moveis é baseado
no isolamento e identificagio do
microrganismo. O diagnoéstico clinico
apresenta pouca aplicabilidade, pois
os sinais clinicos da doenga sao gené-
ricos e podem ser confundidos com
outras infec¢des bacterianas em peixes,
como estreptococoses e infec¢des por
Edwardsiella. Para o diagnoéstico via
exame bacterioldgico, os peixes com
sintomatologia clinica da doenga de-
vem ser coletados e enviados vivos ou
sob refrigeragio (em caixa de isopor,
para evitar a degradagdo dos peixes)
ao laboratério. O exame bacteriol6-
gico é baseado na coleta asséptica de
fragmentos de diferentes 6rgaos dos
peixes, principalmente cérebro e rim, e
inoculadas em meios de cultivo, como
dgar sangue ou dgar soja tripticasei-
na (TSA). A antissepsia na coleta dos

nista, ja que esta direta-

fragmentos de orgaos

mente associada a con- O diagndstico é essencial para um
di¢oes de estresse dentro das infeccoes por diagndstico acurado
do sistema de cultivo®*'. Aeromonas mdveis ¢ dos casos de infecgdo
Entretanto, a identifica- baseado no isolamento por Aeromonas moveis.
¢ao de fatores de virulén- ¢ identificacdo do Como algumas amostras

cia altamente especificos
e a patogenicidade eleva-
da de algumas amostras
dessa espécie bacteriana,

microrganismo. O
diagndstico clinico
apresenta pouca

aplicabilidade.

nao patogénicas desses
microrganismos
sio constituintes da

microbiota do muco
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e trato digestorio, essas podem
contaminar as amostras e originar
resultados falso-positivos. Por muitos
anos as Aeromonas foram hegemoni-
camente os patdgenos mais frequen-
temente associados a infec¢des em
peixes cultivados. Atualmente, o ce-
nario é bem mais amplo quanto ao
nimero de patégenos que acometem
as pisciculturas. Dentre outros fato-
res, muitos desses casos pretéritos
de infecgoes por Aeromonas moveis
podem ter sido ocasionados por
problemas no isolamento e resultados
falso-positivos'.

Apos a incubagao de 24-48 horas
a 28°C, sao realizados testes primdrios
de caracterizacao bacteriana, como
coloragao de gram, catalase e oxida-
se. Posteriormente, a identificacao da
espécie bacteriana pode ser realizada
por métodos bioquimicos e molecu-
lares, mas, como supramencionado,
os testes moleculares sio os mais in-
dicados. A metodologia que apresen-
ta maior celeridade e menor custo
por exame é a amplificagao por PCR
(reagio em cadeia da polimerase) do
gene 16S rRNA seguido da anilise de
RFLP'. Outros métodos, como o se-
quenciamento e andlise com o algo-
ritmo BLAST de genes conservados
(housekeeping), como rpoD, gyrB e
cps60, podem ser utilizados; porém,
apresentam tempo e custos mais eleva-
dos. A avaliagao filogenética da sequ-
éncia do gene 16S rRNA nao apresenta

boa resolugao para identificagao das
espécies de Aeromonas (alta variabili-
dade intra e interespécie); portanto,
nao é aplicavel. Apds a identificacao da
espécie bacteriana, no caso da espécie
Aeromonas hydrophila, alguns métodos
tém sido utilizados para caracterizagao
e diferenciagdo de amostras patogéni-
cas e nao patogénicas. Um exemplo é
a deteccao de genes estruturais do sis-
tema de secregio do tipo III (SSTT),
que conferem maior viruléncia a bac-
téria®. Adicionalmente, a realizacao de
testes de sensibilidade a antimicrobia-
nos sao importantes para a prescri¢ao
da correta antibioticoterapia para o
tratamento do caso. Diversos estudos
relatam a ocorréncia de amostras de
Aeromonas resistentes a diferentes an-
tibidticos, incluindo a oxitetraciclina,
um dos farmacos mais comumente uti-
lizados para o tratamento de doengas
bacterianas em peixes. E importante
atentar que os patogenos de animais
aqudticos apresentam critérios e me-
todologias especificas para realizagao
de testes de sensibilidade a antimicro-
bianos. Para esses microrganismos,
nio é recomendada a utilizagio de
protocolos padrio de antibiograma e
determinagio da CIM (concentragdo
inibitéria minima) para patégenos
veterindrios. Os procedimentos aceitos
internacionalmente para determinagao
da sensibilidade a antimicrobianos em
amostras de Aeromonas moveis sao
os descritos nos manuais VET03-A
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(discos de difusio) e
VET04-A (CIM) do
“Clinical and Laboratory

O tratamento é
realizado com a

apos a introdugao da an-
tibioticoterapia, mortali-
dades podem continuar

o administracdo
Standards Institute d tibidti a ocorrer. Isso decorre
(CLST)= e antibiéticos, o £ ado. d
' principalmente por o fato Sl?pra_atz o de
6. Tratamento, via oral, adicionados ¢~ AU © animais doentes
Contr()le e rang. nao 1rao 1nger1r a ragao
Prevencio com o medicamento,

O tratamento é realizado com a
administragdo de antibidticos, princi-
palmente por via oral, adicionados a
ragdo. No Brasil, dois antibidticos sao
licenciados para uso na aquicultura e
aplicdveis ao tratamento das infec¢oes
por Aeromonas moveis, a oxitetracicli-
na e o florfenicol®. As doses adminis-
tradas para o tratamento da doenga sao
de 100mg/Kg de peso vivo (PV) para
oxitetraciclina e 10mg/Kg de PV para
florfenicol. Independentemente do far-
maco utilizado, o tratamento deve ser
realizado por 10 dias consecutivos®. O

chegando a ébito.

A profilaxia pode ser obtida a partir
de boas praticas de manejo, evitando
altas densidades de estocagem, reali-
zagao de arragoamento correto e redu-
zindo injurias e fatores estressantes que
poderiam favorecer a ocorréncia de
surtos por esse patégeno. Controle da
qualidade da dgua também deve ser re-
alizado rotineiramente'é; assim como
o controle de infestacdes parasitdrias, a
partir da realizagao de banhos terapéu-
ticos com permanganato de potassio,
sulfato de cobre ou cloreto de sédio. A

tratamento terapéutico,
apesar da eficiéncia dos
farmacos, pode apresen-
tar falhas devido a ano-

A profilaxia pode ser
obtida a partir de boas
prdticas de manejo.

presenga desses agentes
infecciosos pode acar-
retar em lesdes de tegu-
mento e predispor as in-

rexia gerada pela doenga.

Desse modo, o tratamento dos lotes nos
casos de surtos terd objetivo metafilati-
co. Esse visa ao tratamento de toda a po-
pulagdao do tanque, mas terd eficiéncia
principalmente nos peixes ainda sadios
ou em periodo de incubag¢ao da doenga
(evitando assim a infec¢ao), como tam-
bém animais subclinicos ou no inicio do
quadro clinico e que ainda apresentam
apetite’. Nos casos de surtos, mesmo

fecgoes secundarias por
agentes bacterianos, principalmente A.
hydrophila. Adicionalmente, podem ser
administradas vitaminas C e E, que pro-
movem a estimulag¢ao do sistema imune
dos peixes'’. A vacinagao é uma alterna-
tiva para a prevengao das infecgoes por
Aeromonas nas pisciculturas mundiais.
No mundo, existem vacinas comerciais
apenas para a prevengao de surtos oca-
sionados por Aeromonas salmonicida em
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peixes (AQUAVAC® FNM e NORVAX®
MINOVA 6)%. Porém, nio existem va-
cinas comercias para a prevengao das
infec¢des por A. hydrophila. Diferentes
tipos de vacinas tém sido testados em
condigOes experimentais contra esse pa-
togeno a partir de componentes da pro-
pria bactéria. Contudo, essas diferentes
preparagOes apresentam varidveis graus
de protecao em peixes devido a alta va-
riabilidade antigénica das amostras de
A. hydrophilla®*®. No Brasil, nao existe
nenhuma vacina licenciada para uso em
pisciculturas®.
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1. Introducao

Streptococcus iniae é considerado
um dos principais agentes etioldgicos

causadores de
estreptococoses em
diversas espécies de

peixes de dgua doce e
marinhos. As infecc¢oes
em peixes causadas por
essa bactéria estao as-
sociadas a quadros de
septicemia e meningo-

4. Infecgdo por Streptococcus iniae em peixes

bigstockphoto.com

encefalite, altos indices de mortalidade

Streptococcus iniae é
considerado um dos
principais agentes
etioldgicos causadores
de estreptococoses em
diversas espécies de
peixes de dgua doce e
marinhos.

e perdas econdmicas significativas'.

O primeiro isolamento e a identi-

ficagdo desse patdgeno
data de 1976 e foram
realizados a partir de
abscessos  subcutineos
em uma espécie amazo-
nica de golfinho de 4gua
doce (Inia geoffrensis)>.
Desde entio, observa-

ram-se infec¢des por S.

45


http://bigstockphoto.com

iniae em pisciculturas na
maioria dos continentes
(Figura 1). Surtos da
doenca em peixes foram
relatados nos Estados
Unidos, Canad4, Caribe,
Japao, China, Singapura,
Taiwan, Israel, Bahrein,

Indonésia e Australia***°, No Brasil,
esse microrganismo foi associado pela
primeira vez a um caso de surto em fa-

zendas de tildpia do Nilo
(Oreochromis  niloticus)
no ano de 2012".

Essa bactéria é um
dos patdgenos de maior
relevéncia para a produ-
¢ao comercial de pei-

xes tropicais, principalmente na Asia’.
Nesse continente, os principais peixes
acometidos sao as tildpias, sendo ob-
servadas mortalidades de 30 a 50% do

No Brasil, esse
microrganismo foi
associado pela primeira
vez a um caso de surto
em fazendas de tildpia
do Nilo no ano de 2012

Foi por muitos anos
considerado o principal
entrave sanitdrio para
as tilapiculturas.

plantel em casos de sur-

to’.

Esse microrganis-
mo foi por muitos anos
considerado o principal
entrave sanitdrio para
as tilapiculturas naque-
la regido, bem como no

restante do mundo®.

Apesar de sua importancia histérica,
os casos de infecgdo por esse patoge-
no vém apresentando um decréscimo

nos dltimos anos, sendo
sobrepujados pelos ca-
sos de surtos causados
por Streptococcus  aga-
lactiae. Adicionalmente,
casos de infecgao por S.
iniae tém sido relatados

em seres humanos, principalmente
como doenga ocupacional (infecgdes
cutdneas) oriunda da manipulagio de
peixes de cultivos vivos infectados,

Figura 1. Mapa demonstrando a distribuigdo mundial (paises marcados em vermelho) da ocorréncia de
surtos por Streptococcus iniae em pisciculturas.
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assim como de peixes ornamentais®’.
Em pessoas imunossuprimidas, ocor-
réncias de casos de bacteremia, artrite,
meningite, endocardite e osteomielite
também ja foram descritas®”.

2. Etiologia e Diversidade
Genética

Pertencente a familia Strepto-
coccaceae, o género Streptococcus abran-
ge uma ampla gama de espécies bacteria-
nas associadas a processos infecciosos
em seres humanos e em animais, bem

como microrganismos

cos causadores de septicemia e menin-
goencefalite em peixes: Streptococcus

112
parauberis?,

Streptococcus  agalac-

tiae3,  Streptococcus
Streptococcus iniae'?, Streptococcus pho-

cae® e Streptococcus ictaluri''. No Brasil,

dysgalactiae',

S. agalactiae, S. dysgalactiae e S. iniae fo-
ram descritos como agentes causadores
de septicemia e meningoencefalite em
tilapia do Nilo"'3',

S. iniae é uma das principais espé-
cies bacterianas do género Streptococcus.
Essa bactéria pode ser encontrada no
ambiente aquético, em sedimentos, em

saprofitos ou nao pato-

peixes portadores e/ou

génicos.  Atualmente,
104 espécies e 20 subes-
pécies bacterianas sao
descritas como perten-
centes a esse género’. Os
Streptococcus sao cocos
gram-positivos, com
didmetro de 0,3-2,0 pym,
organizados em pares ou
cadeia lineares curtas,

Os principais agentes
etiolégicos causadores
de septicemia e
meningoencefalite em
peixes: Streptococcus
parauberis12,
Streptococcus
agalactiael 3,
Streptococcus
dysgalactiael4,
Streptococcus iniael,3,

outros animais aquati-
cos. Ap0s sua introdugao
em uma propriedade,
mesmo Com a remogao
de animais doentes, a
bactéria pode permane-
cer em biofilmes na tu-
bulagao, tanques e filtros
da piscicultura’®. S. iniae
¢ anaerdbio facultativo
e cresce muito bem em

catalase negativos, nao
moveis e nao formado-

Streptococcus phocael S
e Streptococcus ictaluri.

meios de cultivos, como

res de esporos’. Além
das caracteristicas feno-
tipicas, o tipo de hemolise e a sorotipa-
gem baseada na antigenicidade de po-
lissacarideos capsulares, denominados
de Grupos de Lancefield, tém sido em-
pregados para caracterizar as diferentes
espécies de Streptococcus''.

Seis espécies tém sido descritas
como os principais agentes etiologi-

dgar BHI, dgar sangue
Todd-Hewitt.
Col6nias mucoides com areas f-hemo-

e agar

litica, ap6s 24 a 48 horas de incubagao a
28°C em placas de dgar sangue, sao ob-
servadas"'’. Nao crescem a 10°C e 45°C
nem em meios de cultivo com pH 9,6".
Os isolados obtidos dessa bactéria nao
se enquadram em nenhum grupo de
Lancefield, e a identifica¢ao bioquimica
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a partir de kits comer-
ciais é inconclusiva®.

No Brasil, os isolados

nos e peixes, observou-
se alta similaridade entre

o de tildpia do Nilo ,
A caracterizagao de . eles quando analisados
, o apresentaram dois » ,
isolados de S. inige em ~ o por PEGE*. No Brasil,
padroes genéticos ) o
grupos de acordo com i os isolados de tildpia
distintos.

as caracteristicas fenoti-
picas, bioquimicas e de
viruléncia é uma forma importante de
identificar e tipagem de isolados patogé-
nicos. Porém, essa forma

do Nilo apresentaram
dois padroes genéticos
distintos quando avaliados por PFGE.
Amostras com diferentes genotipos fo-
ram isoladas de um mes-

de tipagem nao foi capaz
de distinguir as amos-
tras invasivas das nio

invasivas, assim como

Casos de infecgdo por
S. iniae foram descritos
em seres humanos,

golfinhos e peixes.

mo caso, mostrando que
diferentes clones podem
ocorrer simultaneamen-
te durante um caso de

isolados obtidos de se-

res humanos e peixes'®.

A utilizacao de ferramentas molecula-
res para a genotipagem desses isolados
tem sido realizada por diferentes meto-
dologias, como RFLP (Polimorfismo
de Fragmentos de Restricao)'’, RAPD
(Amplificagio Randémica de DNA
Polimérfico)® e PFGE (Eletroforese
em Campo Pulsétil)*'. Por RFLP, os iso-
lados de S. iniae apresentaram padroes
genéticos distintos de acordo com a
origem geografica (Estados Unidos e
Israel), mas ndo houve distingio entre
os isolados obtidos de

surto'. A estrutura gené-
tica das populagoes de S.
iniae isoladas de tilipias em diferentes
regides do mundo ainda é desconhecida.

3. Espécies susceptiveis,
transmissao e doenca clinica
em tildpias

Casos deinfecgao por S. iniae fo-
ram descritos em seres humanos*’, gol-
finhos?, morcegos® e peixes. Atualmente
existem 34 espécies de peixes, de dgua
doce e marinhos, susceptiveis a infec¢ao
por S. iniae, incluindo diferentes espé-

cies e hibridos de tildpia

trutas e tildpias dentro
de cada regiao®. Ja por
RAPD, os isolados obti-
dos de trutas sao distin-
tos de isolados oriundos
de outros peixes®®. Na
comparagao de isolados
obtidos de seres huma-

A transmissdo da
bactéria ocorre por
contato direto, entre
peixes infectados e
sadios, e por contato
indireto, através da
veiculagdo do patdgeno,
via dgua

(Tabela 1).

A transmissiao da
bactéria ocorre por con-
tato direto, entre pei-
xes infectados e sadios,
e por contato indireto,
através da veiculagao do
patdgeno, via dgua prin-
cipalmente. Em condi-
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Tabela 1. Principais espécies de peixes susceptiveis

a infecgdo por Streptococcus iniae

Espécies susceptiveis*

Acanthopagrus australis®

Oreochromis niloticus?

Anisotremus spp. 3

Pagrus pagrus*

Arothron hispidus?

Paralichthys olivaceus?

Cromileptes altivelis®

Plecoglossus altivelius®

Dicentrarachus labrax®

Pomadasys stridens?

Epinephalis tauvina®

Sardinops melanostictus®’

Epinephelus guttatus'®

Scaridae spp. 3

Haemulidae spp. 3

Scarus taeniopterus®

Ictalurus punctatus?’

Sciaenops occellatus®

Lates calcarifer®

Seriola quingueradiata3®

Lutjanus campechanus??

Siganus spp. 3

Morone chrysops x M. sexatilis?

Sparisoma aurofrenatum?

Mugus cephalus?

Sparisoma viridae®

Ocyurus chrysurus?

Sparus aurata®*

Onchorhynchus kisutch?

Synodus variegates?

Onchorhynchus rhodurus var. macrostemus?®

Tilapia niloticus x T. aureas?®

Oncorynchus mykiss*

Variola louti®

*QOs numeros sobrescritos sdo referentes as publicagdes que descrevem a espécie como susceptivel.

¢Oes experimentais, a
transmissao pode ser re-
alizada por: coabitacao
entre animais infectados

No campo, a presen¢a

de peixes portadores

parece ser o principal
reservatorio da bactéria.

presenca dos fatores de
risco, o microrganismo

¢ transmitido e causa
infec¢do nos animais sa-

dios?®. Canibalismo e a

e sadios; por via oral; via
injeao intraperitoneal;
e via banhos de imersao em peixes com
ou sem presenga de lesdes cutineas. No
campo, a presenga de peixes portadores
parece ser o principal reservatério da
bactéria. Quando esses coabitam os sis-
temas de cultivo com animais sadios ou
estdo presentes no ambiente (Ex. peixes
de vida livre nos mananciais onde estao
alojadas as gaiolas ou tanques-rede), na

ingestao de fezes de ani-

mais contaminados também sao descri-

tos como potenciais formas de propaga-

¢ao da infecgao por S. iniae em sistemas
de cultivo comerciais®.

No Brasil, os casos da infec¢ao por

S. iniae foram observados em peixes na

fase de pré-abate’”. Porém, acredita-

-se que alevinos possam ser portadores

assintomadticos da bactéria e introduzir
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esse patdgeno em plan-
téis livres. Dessa forma,
uma larvicultura que

possua matrizes infecta-

Os alevinos ndo
apresentam sinais
clinicos da doenga.

lamina d’agua. Outros si-
nais clinicos observados
em peixes infectados sao

das com a bactéria pode
disseminar a doenga entre propriedades
em diferentes regides do pais. Como os
alevinos nao apresentam sinais clinicos
da doenca (em uma infecgio natural),
sao alojados nas fazendas e poderao ma-
nifestar a doenga na fase adulta, apds a
introdugao e transmissao do patégeno
para os outros peixes da propriedade®.
Em condigoes experimentais, mesmo
alevinos de tildpias do Nilo podem
apresentar sinais clinicos da infec¢ao
por S. iniae, fato que nao

anorexia, letargia, mela-
nose, distirbios respira-
torios, exoftalmia, opacidade de cdrnea,
hemorragia e ulceragao de tegumento,
hemorragia perianal e ascite*?>2324252,
Na necropsia, podem ser verificados:
acumulo de liquido serossanguinolento
na cavidade celomatica; esplenomega-
lia; hepatomegalia e palidez dos érgaos
internos; petéquias e sufusdes em Or-
gaos da cavidade celomdtica®. Na avalia-
¢ao histopatoldgica, as principais altera-
¢Oes patologicas causadas pela infecgao
sao: epicardite e pericar-

é observado em condi-
¢oes de campo®*.

A infecgao por
S. inige causa uma do-
enga septicémica em

tilapias, sendo capaz de

A infecgdo por S. iniae
causa uma doenga
septicémica em tildpias,
sendo capaz de invadir
diferentes 6rgdos do
peixe.

dite fibrogranulomatosa;
esteatose granulomatosa
do pericirdio; peri-he-
patite fibrinosa; atrofia
de lamelas secunddrias
das branquias; cérebro

invadir diferentes 6rgaos
do peixe acometido e
se multiplicar. Um dos principais teci-
dos acometidos pela bactéria é o siste-
ma nervoso central, onde ¢ verificado

um quadro severo de

com meningite fibrinosa
e infiltrado perivascular
mononuclear, vasculite e gliose;
vasculite granulocitica multissistémica
pode ser visualizada na bexiga nataté-

ria, rim e bago do peixe

meningoencefalite. Por
esse motivo, alguns dos
principais sinais clinicos
da doenga siao de ori-
gem nervosa, Como, por
exemplo, a natagdo errd-
tica e perda de equilibrio
e orientagdo do peixe na

Sinais clinicos da
doenga sdo de origem
nervosa, como, por
exemplo, a natagdo
errdtica e perda de
equilibrio e orientagdo
do peixe na ldmina

ddgua.

acometido®. Estudo re-
cente confirmou o cére-
bro como 6rgao-alvo da
bactéria, sendo diagnos-
ticado, por andlise his-
topatoldgica, um quadro
de leptomeningite linfo-

-histiocitico, meningo-
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encefalite, encefalite e
meningite em tildpias do
Nilo infectadas por via
intraperitoneal®’.

O curso da doenca

Duas formas de
manifestagdo clinica da
doenga sdo observadas:
1- forma subaguda; 2-

forma aguda.

causados por S. iniae,
fato que, especulativa-
mente, pode estar asso-
ciado a baixa viruléncia
das amostras'. Contudo,

no peixe infectado é va-
ridvel e depende da pre-
senca e intensidade dos fatores de risco,
viruléncia da amostra e status imune do
peixe*”. Em geral, duas formas de mani-
festacao clinica da doenca sao observa-
das: 1- forma subaguda; 2- forma aguda.
A forma subaguda ocorre entre 2-4 dias
pos-infecgao, com evolugao gradual, e
os peixes infectados apresentam sinais
clinicos de injuria de tegumento, mela-
nose e natacao erratica. Nessa forma, a
morbidade e mortalidades observadas
sao baixas nas propriedades acometidas.
Ja aforma aguda é a mais grave e devas-
tadora da doenga. Sua evolugao ocorre
de maneira muito rdpida e altas morta-
lidades sao observadas, principalmente
durante a noite. A observagao de sinais
clinicos é muitas vezes limitada, devido
a evolugao rapida da doenga e morte
aguda dos animais. Apesar disso, peixes
com opacidade de cdrnea e exoftalmia
podem ser verificados®.

Isolados de S. iniae sao descritos na
literatura como altamente patogénicos
para peixes. Porém, as amostras
brasileiras isoladas de tildpia do Nilo
parecem ser menos virulentas quando
comparadas a isolados de S. inige de
diferentes regides do mundo®. No pais
existe uma baixa casuistica de surtos

nao existem evidéncias
cientificas que atestem
essa informacao. Além da viruléncia das
amostras, fatores ligados as linhagens de
peixes cultivadas e sistemas de produgao
adotados no pais podem contribuir ou
influenciar a ocorréncia dessa doenca.
Uma maior prevaléncia da infecgao por
S. agalactiae pode propiciar um efeito de
exclusio competitiva com relagao a S.
iniae. Esse fendmeno também tem sido
observado em outras regides do mundo.
Em algumas tilapiculturas da América
Central, onde programas de vacinagao
massal contra S. agalactiae tém sido re-
alizados, a ocorréncia de casos de in-
feccao por S. inige tem incrementado.
Isso denota que, em condi¢des naturais,
essa competicdao entre patdgenos pode
existir. Quando exercida uma pressao
de sele¢ao sobre um deles, como, por
exemplo, um programa de vacinagao,
o outro microrganismo circulante, que
até entao estava inibido, pode reemergir
como causador de surtos?.

4. Patogénese e fatores de risco
para a doenca

Até o momento, a patogénese
e mecanismos de viruléncia de S. iniae
patogénicos para peixes nao sao com-
pletamente conhecidos'. Sabe-se que
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a bactéria tem a capacidade de invadir
e se disseminar na corrente sanguinea
de peixes, infectando diferentes drgaos.
Para isso, fatores de viruléncia, como
polissacarideo capsular, citolisina S, a
enzima fosfoglicomutase e a proteina

“M-like”, sao requeri-

da doenga ou potencializd-la. O cultivo
de peixes em tanques-rede é o principal
sistema de producao utilizado no Brasil
e, nesse sistema, os peixes sao criados em
altas densidades de estocagem, o que fa-
vorece ainfec¢ao por S. inige. Todos esses

fatores foram observados

dos**®. O polissacari-
deo capsular e a proteina
“M-like” possibilitam a
evasao da bactéria do sis-
tema imune dos peixes,
evitando a fagocitose

pelos macroéfagos®*. A

O diagnéstico e a
identificagdo do agente
infeccioso podem ser
realizados através da
associagdo de sinais
clinicos e exames
laboratoriais.

nos surtos da infeccao
por S. iniae no Brasil. Os
casos ocorreram durante
0 verao, com temperatura
da 4gua igual ou superior
a 30°C, em tildpias do
Nilo adultas, cultivadas

citolisina S é uma prote-

ina que provoca hemolise nas hemdcias
dos peixes®. A fosfoglicomutase, por
sua vez, confere uma maior rigidez a pa-
rede celular da bactéria, inibindo, dessa
forma, a acdo de peptideos antimicro-
bianos*. A associagdo desses fatores
modula a viruléncia das amostras bacte-
rianas, potencializando a surgimento da
doenga nos peixes.

As condigdes de cultivo e alteragoes
de fatores ambientais causam estresse
fisiolégico nos peixes e predispoem a
ocorréncia da doeng¢a®. Em piscicultu-
ras, os principais fatores predisponentes
para a ocorréncia de surtos de S. iniae
sao as altas densidades de estocagem e o
aumento da temperatura da dgua. Outro
ponto importante é a idade do lote,
pois, como mencionado anteriormente,
a doenca ocorre geralmente em peixes
adultos. O tipo de sistema de produgao
também pode predispor a ocorréncia

em tanque-rede'. Como

supracitado, a frequéncia
de ocorréncia da doenga no pais é baixa.
Portanto, outros fatores de risco podem
ser essenciais para a infecgao por S. iniae
em tilapicultura, sendo esses nao verifica-
dos ou poucos presentes nas piscicultu-
ras nacionais.

5. Diagnostico

O diagndstico e a identificagao do
agente infeccioso podem ser realizados
através da associacao de sinais clinicos
e exames laboratoriais. Devido a ampla
gama de hospedeiros susceptiveis e si-
nais clinicos genéricos verificados nos
casos de infecgoes em peixes pelas dife-
rentes espécies do género Streptococcus,
o diagndstico laboratorial é indispensa-
vel para a determinagao do agente etio-
légico envolvido®. O diagnéstico de
estreptococose por S. iniae em peixes é
baseado no isolamento e identificacao

52 Cadernos Técnicos de Veterindria e Zootecnia, n? 73 - junho de 2014



do microrganismo. Peixes moribundos
com sintomatologia clinica da doenga
devem ser coletados e encaminhados vi-
vos ou refrigerados para os laboratérios
de diagnodstico™.

No laboratério, o diagndstico pode
ser realizado por bacteriologia ou por
métodos moleculares. Por causar qua-
dros de septicemia e meningoencefa-
lite, o isolamento de S. iniae pode ser
realizado a partir da coleta do sistema
nervoso central e de 6rgaos altamente
vascularizados ou que desempenham
funcdes imunolégicas, como rim, fi-
gado e baco, dos peixes acometidos.
Fragmentos desses Orgaos sao coleta-
dos de maneira asséptica e plaqueados
em 4gar sangue®, agar BHI (Infusdo
Cérebro Coragio) TSA (4gar Soja
Tripticaseina) ou THA (Todd-Hewitt).
Apos o periodo de incubagao de 24-48
horas, a identificagao primaria do agen-
te infeccioso é baseada na avaliagio da
morfologia das colonias por micros-
copia 6ptica (coloragio

e API 20 Strep, nao sao capazes de
identificar S. iniae*.

Com o desenvolvimento e populari-
zagao de técnicas moleculares paraiden-
tificagdo de microrganismos e diagnds-
tico de doengas, foi possivel a realizacao
de reagdes de PCR para identificagao de
S. iniae com iniciadores espécie-especi-
ficos ou universais para genes conserva-
dos associadas ao sequenciamento e a
andlise filogenética®. A grande vantagem
desses testes é que, além da confirmacgao
da espécie bacteriana envolvida no sur-
to, permitem também o diagndstico di-
reto a partir de tecidos infectados sem a
necessidade de isolamento bacteriano?.

6. Tratamento, prevencao e
controle

A antibioticoterapia oral tem se
mostrado eficaz no tratamento nos ca-
sos de infecgdo por S. iniae em peixes.
Ja foi demonstrado que os antibidticos
a base de cefatoxima, eritromicina,

ofloxacina, penicilina,

pelo método de Gram),
tipo de hemolise, padrao
de antigenos capsulares
(nao classificado em ne-
nhum grupo Lancefield)

A antibioticoterapia
oral tem se mostrado
eficaz no tratamento
nos casos de infecgdo

por S. iniae em peixes.

tetraciclina, florfenicol e
vancomicina sio eficazes
no controle de S. iniae
em ensaios experimen-
tais “in vitro”. “In vivo”, a

e testes bioquimicos
(catalase e oxidase, por
exemplo)**. Entretanto, isolados suspei-
tos nao podem ser identificados como S.
iniae apenas pelo uso de testes sorologi-
cos e bioquimicos. O uso de kits comer-

cias, como Slidex Latex Agglutination

administragao de florfe-

nicol foi eficiente para

o controle da mortalidade de tildpias

do Nilo infectadas experimentalmente
com S. iniae®.

No Brasil, apenas antibioticos a base

de florfenicol e oxitetraciclina podem
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ser utilizados para conduzir uma inter-
vengao terapéutica em surtos dentro de
uma piscicultura comercial®*. No con-
texto nacional, a droga que tem se mos-
trado mais aplicdvel ao tratamento das
infecgoes por S. iniae é florfenicol. O tra-
tamento terapéutico deve ser realizado
por via oral, misturado a ragao, durante
a fase de surto da doenga. Este tem por
objetivo evitar a infeccao dos animais
sadios e promover a cura dos animais
subclinicos ou em fases iniciais da doen-
¢a, que ainda ingerem ragdo. De acordo
com dados de genéricos de literatura, o
florfenicol na dose de 10

vos da bactéria, essa terapia pode incor-
rer em falhas.

A vacinagao é uma alternativa para
a prevencao e controle das infecgoes
por Streptococcus iniae nas pisciculturas.
Diversas vacinas tém sido desenvolvi-
das contra diferentes Streptoccocus pa-
togénicos para peixes, sendo que, atu-
almente, no mundo, ji existem vacinas
comercializadas contra S. iniae (Norvax
Strep Si e Aquavac Garvetil)*¥’. Esses
produtos, de acordo com os fabricantes,
sao indicados para utilizacdo em trutas-
-arco-iris, tilapias do Nilo ou qualquer
outra espécie susceptivel

mg/kg de peixe/dia, por
um periodo de 10 dias, é
eficiente no controle da
infeccao por S. iniae'.
Porém, estudo realizado
por Gaunt e colaborado-

A vacinagdo é uma
alternativa para a
prevengdo e controle
das infecgoes por
Streptococcus iniae nas
pisciculturas.

supramencionada. As va-
cinas desenvolvidas, ini-
cialmente, foram eficazes
no combate da doenga,
sendo capaz de reduzir
de 50% para 5% as mor-

res demonstrou que uma

dose 50% maior (15 mg/

Kg de peso vivo) apresenta melhor efici-
éncia no controle dainfec¢ao por S. iniae
em tilapias do Nilo*. Alternativamente,
a administra¢ao de antibidtico a base de
oxitetraciclina tem sido descrita na lite-
ratura como eficiente no controle de in-
fecgdes contra bactérias gram-positivas
e gram-negativas em peixes'®. Contudo,
nao existem dados demonstrando a sua
aplicagao terapéutica em tildpias infec-
tadas por S. iniae. Como a oxitetraciclina
possui capacidade reduzida de transpor
a barreira hematoencefilica, e o sistema
nervoso central é um dos principais al-

talidades causadas por

esse patdgeno em fazen-
das. Porém, esses imunobioldgicos nao
apresentaram eficicia de protegao por
longos periodos, pois a bactéria foi capaz
de variar o polissacarideo capsular. Isso
promoveu a emergéncia de uma nova
cepa de S. iniae, com um sorotipo cap-
sular diferente do daquela utilizada na
producao da vacina. Dessa forma, novas
vacinas estao sendo desenvolvidas para
tentar induzir imunidade aos diferentes
sorotipos de S. iniae'**>*%’. No Brasil,
nao existem vacinas licenciadas contra
esse patogeno. Além disso, nao existem
estudos da eficiéncia das vacinas comer-
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ciais disponiveis no mundo frente a de-
safios com as amostras isoladas no pais.

O controle da infecgao por S. iniae
em pisciculturas é baseado na manuten-
¢ao adequada das condigdes ambientais,
aquisi¢ao de alevinos livres do patoge-
no, realizagdio de tratamentos téticos
com antibidticos, descarte adequado de
animais mortos e/ou com sinais clinicos
de doenga neurolégica, boas préticas de
manejo, manejo sanitario e aimplemen-
tacdo de um programa de biosseguran-
ca. Esses sao procedimentos genéricos
recomendados para minimizar o impac-

to e impedir a introdugao de doengas

infecciosas em uma piscicultura®*".
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Introducao

Pertencente a familia dos salmoni-
deos, a truta-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) ¢ origindria de regides de clima
temperado e possui conforto térmico
abaixo de 20°C. Por esse motivo, as
truticulturas nacionais estao localizadas
em regioes restritas do pais, onde o cli-

entanto, os problemas sanitarios estao
entre os principais entraves na cadeia
produtiva dessa espécie, sendo a maio-
ria de seus patdgenos e doengas ji bem
descrita pela literatura.

Recentemente a bactéria Weissella
ceti foi identificada como patdgeno
emergente da piscicultura mundial cau-
sador de uma doenga

ma e a temperatura da
dgua sio mais frios. A
truta-arco-iris é uma das
espécies de peixe mais
cultivadas ~ comercial-
mente em todo o mun-
do, principalmente em

paises da Europa. No

A bactéria Weissella ceti
foiidentificada como
patégeno emergente da
piscicultura mundial
causador de uma
doenga septicémica em
trutas-arco-iris.

septicémica em trutas-
-arco-fris. O primeiro
caso dessa enfermidade
em peixes ocorreu no
ano de 2007, em uma
truticultura na China. O
surto acometeu animais

5. Infecgdo por Weissella ceti em peixes 57


http://bigstockphoto.com

adultos em fase final de abate, causando
um quadro clinico de hemorragia gene-
ralizada e alta taxa de mortalidade nos
lotes cultivados.

O primeiro surto da doenga no
Brasil foi observado no verao de 2008,
em uma fazenda de trutas-arco-iris no
Estado do Rio de Janeiro. Os sinais cli-
nicos desse surto foram semelhantes
aqueles descritos na China. No entan-
to, a doenga neste caso acometia todas
as faixas etdrias do ciclo de produgao,
desde alevinos até reprodutores. Altas
taxas de mortalidade também foram
constatadas. Em 2013, surtos causados
pela bactéria Weissella ceti foram descri-
tos nos EUA, e os animais acometidos
apresentavam sinais clinicos semelhan-
tes aos observados na China e no Brasil.

O cultivo de trutas-arco-iris no
Brasil estd restrito as regides de cli-
ma mais frio do Sul e Sudeste do pais.
Embora a escala de producao de trutas-
-arco-iris no Brasil ndo seja elevada, o
alto valor de mercado desse peixe se
tornou um atrativo econdmico nas ci-
dades onde é produzido. Nos tultimos
anos, surtos causados pela bactéria
Weissella ceti tém sido responséveis por
perdas econdmicas significativas nessas
regides, principalmente no periodo de

verao, nos meses mais quentes do ano.
Etiologia

As espécies pertencentes ao géne-
ro Weissella fazem parte do grupo de
bactérias do dcido lictico. Sao fenoti-

picamente classificadas como cocos
ovalados gram-positivos, catalase ne-
gativos, heterofermentativos e nao
moveis. Bactérias do género Weissella
sio comumente isoladas do solo,
alimentos fermentados e do intestino
de animais saudaveis, incluindo peixes
(barramundi, Lates calcarifer)'>.

A primeira descri¢ao de uma bac-
téria do género Weissella como causa-
dora de doenga em peixes ocorreu em
uma truticultura na China, em 20075
Em seguida, foram acompanhados
surtos da doenca em fazendas de
truta-arco-iris no Brasil, e os isolados
obtidos tinham uma alta similaridade
genética (pela anlise da sequéncia do
gene 165 rRNA) com as amostras chi-
nesas*>. No entanto, essas amostras
nao possufam identidade genética si-
milar a nenhuma outra espécie do gé-
nero, sendo, portanto, denominadas
Weissella sp.

Recentemente, durante um es-
tudo sobre a microbiota de baleias
(Mesoplodon bidens), pesquisadores
isolaram e identificaram amostras de
uma nova espécie do género Weissella
que foram nomeadas como Weissella
ceti sp. nov®. A andlise das sequéncias
do gene 16S rRNA dos isolados de W.
ceti de baleias apresentaram alta si-
milaridade genética (> 99%) com as
amostras da China, Brasil e EUA, iso-
ladas de surtos em fazendas de truta-
-arco-iris, sugerindo que todas per-
tengam a essa nova espécie’.
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Espécies
susceptiveis e
distribuicao da
doenca

A infec¢do natu-
ral por Weissella ceti foi
descrita, até o momen-
to, apenas em ftrutas-
-arco-iris (Oncorhynchus
mykiss). O diagnéstico
da doenga ocorreu em
trés paises: China, Brasil
e Estados Unidos**7%.
Aparentemente nao
existe nenhuma relagio
epidemiolégica  entre
os surtos ocorridos nos
trés paises, uma vez que

No Brasil, os surtos
causados pelo patdgeno
foram observados nos

Estados do Rio de

Janeiro, Sdo Paulo e

Minas Gerais.

A infec¢do por Weissella
ceti em trutas-arco-
iris causa uma
doenga septicémica
com hemorragia
generalizada,
acometendo animais na
fase de alevino, juvenil e
adulto.

tras espécies de peixe
de importincia econd-
mica, embora os rela-
tos de infeccao natural
tenham ocorrido até o
momento somente em

trutas-arco-iris.

Doenga clinica

A infec¢do por
Weissella ceti em tru-
tas-arco-iris causa uma
doenca  septicémica
com hemorragia gene-
ralizada, acometendo
animais na fase de ale-
vino, juvenil e adulto

(Figura 1). Os animais

ndo existe historico de transferéncia de
material biolégico (ovos embrionados,
larvas e adultos de trutas-arco-iris) en-
tre os paises. No Brasil, os surtos cau-
sados pelo patdégeno foram observa-
dos nos Estados do Rio

acometidos apresentam exoftalmia,
ascite, prolapso retal e hemorragia,
principalmente na regido da base
das nadadeiras, pele, boca, cavidade
bucal, lingua e olhos (Figuras 2-5).

de Janeiro, Sao Paulo e
Minas Gerais’.

Infecgoes expe-
rimentais,  utilizando
altas doses de células
de W. ceti, foram capa-

zes de causar doenga e

A necropsia, o quadro
de hemorragia fica
mais evidente, com a
presenca de petéquias e
sufusoes na musculatura
da parede da cavidade

celomdtica e visceras.

Além disso, os peixes
infectados apresentam
anorexia, letargia e,
em alguns casos, pode
ser observada natacdo
errdtica, por acometi-
mento do sistema ner-

voso central®*’.

mortalidade em peixes
da espécie tilapia do
Nilo (Oreochromis niloticus) e carpa
(Carassius carassius)>*. BEsses estudos
demonstram que existe potencial da
bactéria para causar doengas em ou-

A necropsia, o
quadro de hemorragia fica mais
evidente, com a presenca de
petéquias e sufusdes na musculatura
da parede da cavidade celomatica e

visceras (figado, intestino, estdmago
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Figura 1. Trutas-
arco-iris de diferen-
tes faixas etarias
acometidas por
Weissella ceti.

Figura 2. Truta-arco-iris apresentando ascite
(seta preta), exoftalmia e hemorragia na regido
periocular (seta vermelha).

Figura 4. Juvenil de truta-arco-iris apresentando
hemorragia na base da nadadeira peitoral e na
pele (setas).

Figura 3. Em maior aumento: hemorragia na
regido periocular (seta vermelha) e boca (seta
preta).

Figura 5. Foto ventral de uma truta-arco-iris com
prolapso retal (elipse).
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Figura 6. Petéquias e sufusdes na musculatura
da parede da cavidade celomatica (elipse).

e coragio), além de espleno e
nefromegalia (Figuras 6 e 7). Em
casos de ascite, pode ser observado
um liquido serossanguinolento na
cavidade celomatica*’.

As alteragdes microscopicas causa-
das pela infecgao estdo associadas com
o quadro de septicemia, podendo ser
infiltrados
de células mononucleares no cérebro,

observados inflamatérios
coragao e regiao retrobulbar dos olhos.
Em casos cronicos da doenga, necrose
multifocal no cérebro e coragao pode
ser constatada®.

Patogénese da doenga

O conhecimento da patogenia da
infecgao por Weissella ceti em peixes ain-
da é muito restrito por ser uma doenga

Figura 7. Hemorragia no tergo final do intestino
(seta).

ser um patdgeno com alta viruléncia.
Além disso, infec¢des experimentais
em trutas-arco-iris demonstraram que a
bactéria é capaz de causar a doenga mes-
mo por vias nao invasivas, como a bran-
quial. A enfermidade foi reproduzida
também em um ensaio de co-habita¢io
em que os peixes infectados nao tinham
contato direto com outros sauddveis,
mas, por estarem no mesmo ambiente,
a transmissdo ocorreu pela dgua e oca-
sionou a infecgao desse ultimo grupo®.
Demonstrou-se assim a capacidade des-
se patdgeno de infectar, proliferar, so-
breviver e transmitir de animais doentes
para sauddveis pela dgua.
Recentemente foi realizado o se-
quenciamento do genoma de uma
amostra de W. ceti isolada de truta-arco-
-iris nos EUA. A andlise

recente na piscicultura
mundial.

A bactéria W. ceti
causa uma doencga seve-
ra e com altas taxas de
mortalidade nas truti-
culturas, demonstrando

A capacidade desse
patdgeno de infectar,
proliferar, sobreviver e
transmitir de animais
doentes para sauddveis
pela dgua.

desse genoma mostrou
que essa bactéria possui
grupos de genes associa-
dos a fatores de virulén-
cia que nao apresentam
homologia com o geno-
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ma de nenhuma outra amostra do gé-
nero Weissella. Isso sugere que, ao longo
da evolugio, essa bactéria desenvolveu
alguns mecanismos que a tornam capaz
de causar o quadro de infecgao severo
em trutas-arco-iris. Dentre os fatores
de viruléncia encontrados, destacam-
-se aqueles associados a adesao do pa-
togeno no hospedeiro, como adesinas
e proteinas muco-ligantes'. Contudo, a
participagao de cada um desses fatores
na patogénese da doenga ainda precisa
ser demonstrada.

Fatores predisponentes da
doenca

A truta-arco-iris é uma espécie de
peixe origindria de regides de clima
temperado e por isso possui uma
faixa de conforto térmico entre 10 a
15°C. O principal fator que predis-
poe a doenga causada pela bactéria
W. ceti é o aumento da

um maior nivel de estresse dos peixes
e parecem aumentar a transmissao do
patégeno'.

Diagnostico

Em trutas-arco-iris, infec¢oes cau-
sadas por outros agentes bacterianos,
além da Weissella ceti, e até mesmo al-
gumas infecgdes virais, podem causar
doenga com quadro clinico de hemor-
ragia generalizada. Por isso, anilises la-
boratoriais criteriosas, utilizando ferra-
mentas de diagndstico bacterioldgico e
virolégico, sao indispensaveis.

Dentre as enfermidades vi-
rais que devem ser consideradas
no diagndstico diferencial, temos a
Septicemia Hemorragica Viral e a
Necrose Hematopoiética Infecciosa,
ambas causadas por virus da fami-
lia Rhabdoviridae, sendo obrigato-
ria a notificagdo de sua ocorréncia a

temperatura da d4gua.
Os surtos da doenga
sao observados princi-
palmente no periodo
de verdo, nos meses

O principal fator que 4,
predispoe d doenga
causada pela bactéria
W. ceti é 0 aumento da
temperatura da dgua.

Mundial
Animal'*.

Organizagao
Sadde
Entre as doengas de
etiologia bacteriana que
cursam com quadro de
septicemia hemorragica

mais quentes do ano,

quando a temperatu-

ra da dgua estd acima dos 17°C3*5,
Outros fatores que favorecem a do-
enca sdo as altas densidades de esto-
cagem que, por consequéncia, levam
a uma baixa qualidade da 4gua, com
baixas concentragoes de oxigénio
dissolvido. Esses fatores acarretam

em trutas-arco-iris, as
de maior relevancia sdo: a Doenga da
Boca Vermelha, causada pela bactéria
Yersinia ruckeri; as Streptococoses, cujo
principal agente causador de doengas,
nas truticulturas, pertencente ao gru-
po, € o Lactococcus garvieae; e a Doenga
Renal Bacteriana, causada pela bactéria

Renibacterium salmoninarum*>%7.
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Os peixes a serem
enviados para exame
laboratorial devem
ser animais vivos que
apresentem o0s sinais
clinicos da doenca. Os

Os peixes a serem
enviados para exame
laboratorial devem
ser animais vivos que
apresentem os sinais
clinicos da doenga.

antimicrobianos aprova-
dos pelo Ministétio da
Agricultura Pecudria e
Abastecimento para se-
rem utilizados em fazen-

das de trutas-arco-iris*'3.

peixes devem ser trans-
portados  refrigerados

em uma caixa de isopor e separados
em sacos plasticos individuais, devi-
damente identificados. Para o exame
bacteriolégico, o material a ser coleta-
do sao fragmentos ou “swab” de rim e
cérebro, além de figado, olhos e fluido
ascitico em alguns casos®.

O isolamento bacteriano é reali-
zado em 4gar MRS (Man, Rogosa e
Sharpe) ou é4gar bacterioldgico suple-
mentado com sangue (5%), e cultiva-
do a 25°C por 48-72 horas. Nos testes
de triagem, os isolados sao gram-posi-
tivos, catalase negativos e oxidase ne-
gativos. A confirmag¢io do diagndstico
é realizada com PCR Weissella género
especifica'.

Tratamento

O tratamento de escolha frente a
um caso de infec¢do por W. ceti é a an-
tibioticoterapia oral. Testes in vitro de-
monstraram que a bactéria é sensivel ao

A eficiéncia do trata-
mento com antibi6tico
durante um surto ocasionado por W.
ceti, no entanto, pode nao ser muito alta,
mesmo no caso de uso de antimicro-
bianos a que o patdgeno seja sensivel in
vitro, como o florfenicol. Isso porque o
quadro de anorexia é uma alteragao que
ocorre desde o estdgio inicial da doen-
¢a. Sendo assim, os animais acometidos
nao ingerem a ragao medicada em doses
suficientes. A dosagem recomendada,
de 10 mg de florfenicol por quilogra-
ma de peixe vivo, tem demonstrado re-
sultados eficientes, embora nio tenha
sido realizado nenhum estudo de anti-
bioticoterapia in vivo contra W. ceti em

trutas-arco-iris.

Controle e prevencio

As perdas econdmicas causadas pela
bactéria Weissella ceti nas truticulturas
sao de grande impacto para os produto-
res, e algumas medidas podem prevenir
sua ocorréncia e/ou impedir que a in-

antibiodtico florfenicol, e
algum perfil de resistén-

cia frente 3 oxitetracicli-

O tratamento de
escolha frente a um caso

feccao se dissemine no
caso de surtos. Devido
a maior predisposi¢ao

na foi observado em al- d,e infe ec_%a_o P or W. C‘_atl de ocorréncia da doenga
guns isolados de W. ceti*. cqann wtllwtemp a nos meses mais quentes
orai.

Esses sio os dois tnicos

do ano, algumas medidas
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devem ser tomadas nesse
periodo, como: evitar o
manejo dos animais; pla-
nejamento de produgao
visando reduzir a den-
sidade de estocagem no
verao; evitar o transito
e a introdu¢io de novos
animais na proprieda-

Evitar o manejo dos
animais; planejamento
de produgdo visando
reduzir a densidade de
estocagem no verao;
evitar o trdnsito e a
introducdo de novos
animais na propriedade
nesse periodo.

realizados para o desen-
volvimento de uma vaci-
na frente a esse patogeno
para trutas-arco-iris com
o intuito de prevenir a
doenca.

Nos EUA, uma bac-
terina foi testada em tru-
tas-arco-iris juvenis em
laboratério. A bacterina

de nesse periodo. Além
disso, 0 manejo sanitario
durante todo o cultivo, levando em con-
sideragao as boas praticas de produgao,
devem ser observadas para prevenir a
ocorréncia tanto dessa como de outras
doengas. Adequar as densidades de es-
tocagem de cada tanque, respeitando
a capacidade suporte de acordo com a
taxa de renovagao de dgua e oxigenacao,
¢ uma medida primordial para a preven-
¢ao da infeccio por W. ceti.

Quando o produtor se deparar com
surtos da doenga, marcados pelas altas
taxas de mortalidade e animais apresen-
tando os sinais clinicos descritos, uma
amostragem de peixes do lote deve ser
encaminhada para exame laboratorial,
para o diagndstico correto e, em se-
guida, iniciar a antibioticoterapia. No
entanto, como vimos anteriormente,
esse tratamento pode nao ter a eficacia
esperada. Além, disso existe uma preo-
cupagao quanto ao desenvolvimento da
resisténcia ao antibidtico pela bactéria e
o risco da presen¢a do medicamento na
carne do peixe destinada ao consumo
humano. Por isso, estudos vém sendo

foi desenvolvida com cé-
lulas de amostra da bactéria W, ceti iso-
lada no pais e inativada com formalina.
Durante o desafio, com a mesma amos-
tra, essa bacterina proporcionou uma
taxa de sobrevivéncia significativamen-
te maior no grupo vacinado em relagao
ao grupo controle, que nao recebeu a
vacina®.
Recentemente, resultados ainda
mais satisfatorios foram obtidos com
uma vacina contendo células inativadas
de W. ceti emulsificadas em adjuvante
oleoso. Essa vacina também foi testa-
da em trutas juvenis em laboratério e
valores de sobrevivéncia ainda mais
elevados foram obtidos no grupo vaci-
nado”!!. A vacina foi desenvolvida com
uma amostra isolada no Brasil e estd
sendo patenteada pela Universidade
Federal de Minas Gerais com o intuito
de disponibilizé-la comercialmente para
uso na truticultura nacional”!!,
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1. Introducgao

A aquicultura é o ramo da produgao
animal que vem apresentando maiores
taxas de crescimento nos ultimos anos
no Brasil e no mundo. Essa atividade ca-
racterizada pelo cultivo de organismos
aqudticos, especialmente peixes, tem
sido considerada uma importante e pro-
missora fonte de proteinas de origem
animal para o consumo humano'. Esse
crescimento no pais tem sido subsidiado
pela expansao nas dreas produtivas, bem
como a utiliza¢do de sistemas de cultivo
intensivos. A intensificacio do sistema
de producao, apesar de aumentar a pro-
dutividade, predispde o aparecimento
de doengas infecciosas, principalmente
doengas bacterianas. Essas enfermida-
des causam prejuizos significativos tan-

bigstockphoto.com

to diretos (mortalidades) como indire-
tos (gastos para o controle e prevengao
dos surtos). Visando ao controle de in-
fecgdes bacterianas, a administracdo de
antimicrobianos, como os antibiéticos,
tem sido realizada em pisciculturas em
todo o mundo®.

Antibiético pode ser definido como
uma substincia de origem natural ou
sintética que tem a capacidade de elimi-
nar ou inibir o crescimento bacteriano.
Sao substincias nao tdxicas para o
hospedeiro e utilizadas como agen-
tes quimioterdpicos no tratamento de
doengas bacterianas em plantas e ani-
mais’. Na aquicultura, a antibioticote-
rapia é frequentemente realizada em
casos de infec¢des bacterianas, sendo
a principal forma de administragao a
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via oral. Riscos asso-
ciados ao uso de anti-
bidticos na aquicultura
incluem o desenvolvi-
mento e disseminagao
de bactérias resistentes
aos medicamentos uti-
lizados e genes relacio-
nados a essa resistén-
cia. Adicionalmente, a
presenca de residuos
de antibidticos em com-

A sele¢do do antibiético
a ser utilizado deve
levar em consideragado:
a espécie de peixe
acometida; a
sensibilidade do
patégeno aos diferentes
antimicrobianos;

e as caracteristicas
farmacocinéticas e
farmacodindmicas da

tros; e também gram-
-positivas  dos  gé-
neros Streptococcus,
Lactococcus, Vagococcus,
Carnobacterium,
Weissella, Mycobacterium
e outros®’. Conhecer o
agente infeccioso envol-
vido no surto e sua pa-
togénese é um fator im-

portante para escolha do

modities

droga.

medicamento ideal para

aquicolas e
no meio ambiente sao
pontos importantes que tém sido dis-
cutidos mundialmente*. Apesar dos
potenciais perigos, o uso de antibid-
ticos de maneira correta e de acordo
com critérios técnicos pode apresen-
tar menor risco para o ambiente e para
os consumidores. Esses firmacos sao
ferramentas essenciais para o contro-
le de doengas bacterianas na produgao
de peixes, principalmente devido a atu-
al auséncia de métodos alternativos de
prevengao, como vacinas, para a maioria
das enfermidades.

2. Principais drogas utilizadas
na piscicultura e seus
mecanismos de acao

Diversas espécies bacterianas tém
sido associadas a doengas em peixes
cultivados®®. Dentre os principais patd-
genos, temos bactérias gram-negativas
dos géneros Aeromonas, Flavobacterium,
Edwardsiella,  Vibrio,
Photobacterium, Francisella, entre ou-

Pseudomonas,

o tratamento. Alguns an-
tibidticos atuam melhor
em bactérias gram-positivas, enquanto
outros possuem maior eficicia em gram-
-negativas®. Adicionalmente, existem
alguns microrganismos que sao natural-
mente resistentes a alguns antimicrobia-
nos. Por exemplo, as Aeromonas méveis
sao bactérias naturalmente resistentes a
ampicilina, assim como Weissella sp., a
vancomicina.

A sele¢ao do antibidtico a ser utiliza-
do em um caso de surto de doenga bac-
teriana em uma piscicultura deve levar
em consideragao: a espécie de peixe aco-
metida; a sensibilidade do patégeno aos
diferentes antimicrobianos; e as caracte-
risticas farmacocinéticas e farmacodina-
micas da droga, principalmente quanto
a sua distribui¢ao tecidual e concentra-
¢ao atingida nos diferentes 6rgaos. Para
patdgenos que acometem o sistema ner-
voso central, a capacidade de transposi-
¢ao da barreira hematoencefélica é uma
caracteristica imprescindivel’. Outra
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caracteristica importante é que alguns
microrganismos possuem a habilidade
de sobreviver de maneira transitoria no
interior de macréfagos® (Ex. Francisella
noatunensis subsp orientalis, Streptococcus
spp.), servindo como sitio de protecio
para esse patogeno frente a alguns me-
dicamentos. Além de aspectos técnicos,
no caso da existéncia de drogas com
aplicabilidade e eficiéncia semelhantes
para o tratamento de uma mesma enfer-
midade, aspectos econdmicos podem
ser levados em conta na opgao pelo me-
lhor fdrmaco a ser utilizado.

Os antibidticos apresentam es-
truturas quimicas diversas e podem
ser classificados como bacteriostati-
cos ou bactericidas, de acordo com
os efeitos exercidos contra a bactéria.
Agentes bacteriostiticos geralmente
inibem processos de sintese na célu-
la bacteriana (normalmente de pro-
teinas e de 4cido fdlico necessdrio
para sintese de ribonucleotideos e
desoribonucleotideos em bactérias),
bloqueando a multiplicagio desses
bacterici-

microrganismos. Agentes

as células bacterianas (vivas ou mortas),
como nio sao destruidas, deverdo ser
fagocitadas e eliminadas pelas células
do sistema imune do peixe. Assim sen-
do, mesmo com a administragao desses
farmacos, a resposta imune do animal é
fundamental para elimina¢io da doenga
e promogao da cura.

As principais caracteristicas dos
antibiodticos utilizados na piscicultura
mundial, bem como seus mecanismos
de acdao nas células bacterianas, sio
apresentados na Tabela 1.

A utilizagio de antibidticos na
aquicultura teve inicio em meados da
década de 50, quando sulfonamidas fo-
ram empregadas no controle de surtos
de furunculose (infecgio causada pela
bactéria Aeromonas salmonicida) em
alevinos de trutas (Oncorhyncus mykiss)
nos Estados Unidos. Desde entao, va-
rios compostos antimicrobianos foram
testados, incluindo cloranfenicol, oxite-
traciclina, kanamicina, amoxicilina, qui-
nolonas, acido oxolinico, flumequina,
eritromicina, sulfadimetoxina, sulfame-
razina e florfenicol®'.

O uso de antibioti-

das promovem a morte
das células bacterianas.
Alguns antibiéticos bac-
tericidas possuem efeito
bacteriolitico, ~promo-
vendo a ruptura das célu-
las bacterianas. No caso
de antibidticos bacte-
riostéaticos e bactericidas

que nao promovem lise,

No Brasil, apenas
antibiéticos a
base de florfenicol
e oxitetraciclina
podem ser utilizados
para tratamentos
terapéuticos em casos de
doengas bacterianas em
peixes de produgdo

cos na aquicultura de-
pende de regulamentos
locais, que variam entre
os paises. No Brasil, ape-
nas antibidticos a base
de florfenicol e oxitetra-
ciclina podem ser utili-
zados para tratamentos
terapéuticos em casos
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Tabela 1. Principais exemplos dos antibiéticos comerciais utilizados na
aquicultura e seus mecanismos de a¢ao%%1°

Antibiético Mecanismo de agao
Amoxicilina Bloqueia a transpeptidagao da parede celular
Eritromicina Inibe a sintese proteica por se ligar a unidade 50S do
ribossomo bacteriano
Inibe a sintese proteica a partir da ligagéo a subunida-
Florfenicol de ribossémica 50S, inibindo a atividade tipo peptidil-

-transferase desta

Inibe a sintese proteica por ligacdo a subunidade 30S

Oxitetraciclina

dos ribossomos, impedindo a ligagdo do amino-acil
tRNA ao sitio A do ribossomo

Quinolonas
(Acidos nalidixico e oxolinico)

Fluorquinolonas
(Enrofloxacina, Norfloxacina e
Sarafloxacina)

Atuam bloqueando a atividade da enzima DNA girase
necessaria para a replicacao do DNA bacteriano

Sulfonamidas

Competem com o PABA pela enzima diidropteroato-
-sintetase e impedem a sintese de acido félico

de doencgas bacterianas em peixes de
producio®. O florfenicol (Aquaflor®,
MSD; Florfenicol 50%, FAV), deriva-
do fluorado do tianfenicol, é um agente
bacteriostatico que inibe a sintese
proteica a partir da ligagao a subunida-
de ribossomal 508, inibindo a peptidil-
-transferase, consequentemente, a sin-
tese proteica. Essa droga oferece maior
eficicia que seus anélogos (tianfenicol
e cloranfenicol), e até 0 momento nio
existem muitos relatos de desenvolvi-
mento de resisténcia bacteriana. Uma
vantagem adicional desse firmaco ¢é
que ele nao ¢ utilizado no tratamento
de seres humanos. Portanto, em caso
de patdégenos com mecanismos espe-

cificos de resisténcia a essa droga, nao
seriam risco para os consumidores. O
florfenicol apresenta ainda boa estabi-
lidade na 4gua, répida absorgao pelo
trato gastrintestinal dos peixes, exce-
lente distribuicao tecidual, inclusive
cérebro, e é efetivo contra diversos tipos
de bactérias, tanto gram-positivas como
gram-negativas'®. Para piscicultura, uma
vantagem adicional dessa substincia
advém de sua resisténcia térmica. Esse
antibiotico pode ser incluido na mistura
daragao na fabrica e submetido aos pro-
cessos térmicos de extrusdo e secagem,
sem haver degradacao significativa de
sua molécula.

Antibidticos a base de oxitetracicli-
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na (TM’ 700, Phibro) sio amplamente
utilizados nas pisciculturas brasileiras e
possuem eficicia contra bactérias gram-
-positivas e gram-negativas. E agente
bacteriostatico e inibe a sintese protei-
ca ao se ligar a subunidade ribossomal
30S, impedindo a ligagao do aminoacil-
tRNA ao sitio A do ribossomo. E efi-
ciente contra diversos patégenos de
peixes; porém, amostras resistentes a
esse medicamento tém sido descritas.
Adicionalmente, sabe-se que esse anti-
bidtico nao é capaz de promover a cura
completa em casos de infecgao pela bac-
téria Streptococcus agalactiae em tilapias,
o que induz a ocorréncia de portadores

assintomaticos e acarreta a persisténcia
do agente bacteriano na fazenda pro-
dutiva'®. Além disso, peixes portadores
podem propiciar a disseminagao da do-
enga entre propriedades. As principais
indicagoes de uso desses antibidticos
no Brasil, bem como as espécies que
podem ser submetidas a administragao
desses medicamentos, estdo apresenta-
das na Tabela 2.

3. Vias de administracao

Diferentemente do tratamento de
espécies terrestres, o uso de antibiéticos
na aquicultura apresenta caracteristicas
proprias, desde a via de administragao

Tabela 2. Antibidticos comercias utilizados na aquicultura brasileira e as doengas
as quais sdo recomendadas’>®

Antibidtico Espécie Doenga
Septicemia Hemorragica causada por Aeromonas
. moveis
Tilapias e
hibridos
Estreptococose por Streptococcus agalactiae
AQUAFLOR®
(Florfenicol)
Trutas . .
Doencga da boca vermelha (Yersinia ruckeri)
Septicemia hemorragica causada por A. liquefaciens
Bagres
Doengas por Pseudomonas
Doenga ulcerosa (Haemophillus piscium)
TM® 700 Furunculose (A. salmonicida)
(Oxitetraciclina) i . . . ) )
Salmonideos | Septicemia hemorragica causada por A. liquefaciens
Doengas por Pseudomonas
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do medicamento até a
resposta dos peixes ao
tratamento. A adminis-
tracao de antibidtico aos
peixes pode ser condu-

Administra¢do
conduzida de seis
formas diferentes: oral
banho, imersao, spray,
injecdo e topica.

técnica laboriosa, que
necessita de sedagao pré-
via e é impraticavel para
o tratamento em larga
escala. Sua realizacio é

zida de seis formas dife-
rentes: oral (associada
a ragao ou com particulas bioencapsu-
ladas), banho, imersio, spray, injecio e
topica® (Tabela 3). Porém, na prética, a
administragiao desses produtos por via
oral, misturados a ragdo, é geralmen-
te a forma mais aplicada e realizada no
Brasil®.

O tratamento via injegdo permite a
correta administragao da dose terapéuti-
ca do antibidtico no peixe, porém é uma

justificdvel apenas em re-
produtores de alto valor
zootécnico, quando a terapia prévia por
via oral nao apresentar bons resultados.
Os principais sitios de inje¢ao incluem
a cavidade intraperitoneal e a via intra-
muscular. A absor¢ao do antibidtico é
rapida, alcangando a corrente sanguinea
e distribuindo-se pelos tecidos de ma-
neira eficaz. O volume requerido para
a administragao de antibidtico por essa
via é baseado no peso do peixe a ser tra-

Tabela 3. Vias de administragdo dos antibioticos em peixes®

Vias de
administracao

Caracteristicas

Oral (incorporado
aracdo)

Necessita de componentes palataveis; risco baixo de contaminagdo ambiental
devido a pequena quantidade

Particulas
bioencapsuladas

Necessita de componentes palataveis; risco baixo de contaminagdo ambiental
devido a pequena quantidade

Banho

Necessario longo tempo de exposigdo ao antibidtico, que deve ser soltvel ou
capaz de dispersar adequadamente; quantidades elevadas do antibidtico

Imersao

Curta exposi¢do ao antibiotico, que deve ser soluvel ou capaz de se dispersar
adequadamente; problemas com a aquisi¢do do diluente
Curta exposicdo ao antibidtico, que deve ser soluvel ou capaz de se dispersar
adequadamente; problemas com a aquisi¢do do diluente

Spray

Medicamento espalhado sobre os peixes a partir de contengdo e curta expo-
sicdo ao ar. Deve ser soltvel ou capaz de se dispersar adequadamente. Pode
causar poluicdo ambiental.

Injecdo

Realizado apenas em peixes de alto valor zootécnico; geralmente requer anes-
tesia; é laborioso; insignificante o risco de poluigdo ambiental

Topico

Realizado apenas para o tratamento de Ulceras em peixes ornamentais
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tado, dose recomendada
do antibiotico e a con-
centragdao fornecida do
medicamento. O calculo
pode ser realizado a par-
tir da expressdo: V=(Dx

A principal via de
administragdo de
antibiético utilizada na
prdtica é a oral, através
da incorporagdo do
medicamento a ragdo..

¢Oes para realizacao de
tratamentos com antibi-
Otico via banho. Nessa
via de administracio, a
droga pode ser absorvida
via brdnquias ou trato di-

P)/C, onde V é o volume
requerido do antibioti-
co; D, dosagem recomendada (mg/kg);
P, peso do peixe (kg); e C, concentragio
fornecida do medicamento (mg/mL)"".
Apesar da existéncia de tais recomenda-
¢oes da literatura, vale salientar que nao
existem produtos (antibidticos) licen-
ciados no Brasil para uso injetdvel em
peixes de produgao. Adicionalmente, os
produtos a base de florfenicol e oxitetra-
ciclina sao comercializados na forma de
p9d, ndo devendo ser administrados por
vias parenterais. No passado, diversos
produtores tinham por habito admi-
nistrar por via injetdvel o antibidtico
oxitetraciclina em p9, diluido em solu-
cao fisiolégica (0,9%), principalmente
em reprodutores. Esse antibiotico nao
apresenta boa solubilidade em solugao
fisiolégica com pH préximo a neutrali-
dade (pH=7), devendo ser diluido em
solucdes levemente 4cidas. Assim, nao
havia uma correta solubilizagao e apos
a administracao formavam-se cristais de
antibidtico na musculatura dos peixes.
Devido ao carater acido dessa substin-
cia, era comum a ocorréncia de dreas de
necrose na local da aplicagao. Essa pra-
tica tem se reduzido nos ultimos anos.
Na literatura existem recomenda-

gestorio. Os banhos para
serem efetivos devem ser
realizados por periodos mais prolonga-
dos e é necessdria uma maior quantida-
de do antibidtico para alcancar o efeito

5817 Por esses motivos, sua

desejado
aplicabilidade é pequena no contexto da
piscicultura comercial. No passado, esse
tipo de tratamento foi muito realizado
durante o transporte de alevinos em sa-
cos plésticos. O principal produto utili-
zado no transporte era a oxitetraciclina
e objetivo era evitar as mortalidades no
periodo pos-transporte, principalmente
as causadas pela bactéria Flavobacterium
columnare (causadora da columnario-
se). Atualmente, com a adogio de boas
praticas de manejo, o uso profilatico de
antibiotico na dgua de transporte tem
diminuido.

A principal via de administragao de
antibiotico utilizada na pratica é a oral,
através da incorporagao do medicamen-
to aragao. A incorporagao pode ser reali-
zada diretamente na fabrica de ragao ou
na propriedade. No Brasil, a maioria das
ragOes comerciais para peixes sao extru-
sadas. O processo de extrusio (alta tem-
peratura e pressao por um tempo curto)
pode promover a degradagao parcial ou
total dos antibidticos. Como supramen-
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cionado, o florfenicol é resistente a esse
processo. Quanto a oxitetraciclina, po-
rém, nao existem informagoes seguras.
Uma segunda forma de incorporagao
é apds o processo de extrusio. Nesse
caso, o antibidtico pode ser pulveriza-
do a ragdo para sua incorporagio aos
péletes. No pais, apenas uma fabrica de
racao estd licenciada pelo Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) para incorporar antibiéticos a
racao de peixes. Para a incorporagao de
antibioticos na fabrica de ragio, é neces-
sdria a receita emitida por um médico
veterindrio devidamente regularizado
nos orgaos de classe.

A incorporagao do antibiético a ra-
¢ao dentro de uma propriedade é um
procedimento comumente realizado
nas pisciculturas. O procedimento pode
ser realizado manualmente em uma su-
perficie limpa (o mais comum é sobre
uma lona, o que facilita posteriormente
o recolhimento da ragao medicada) ou
com uso de uma betoneira. O antibidti-
co deve ser pesado de acordo com a dose
a ser administrada; posteriormente, este
¢ misturado a ragdo. Apds a homoge-

cada 100 kg de ragao. A quantidade de
antibiotico a ser incorporada podera va-
riar de acordo com o tipo de antibidtico
escolhido e o grau de pureza do mesmo.
A dose final do antibidtico deverd ser
calculada na unidade mg/kg de peso
vivo por um periodo pré-determinado,
considerando a taxa de arragoamento

de cada tanque®.

4. Tipos de tratamentos com
antibidticos

A fim de se evitar prejuizos econd-
micos dentro de um sistema de cultivo
decorrente de infecgdes bacterianas,
tratamentos terapéuticos podem ser
instituidos. Considera-se tratamento
terapéutico o uso de antimicrobianos
para tratar infecgOes ja estabelecidas na
propriedade, ao passo que tratamento
profilatico corresponde a utilizagiao de
antimicrobianos de forma a prevenir o
desenvolvimento da infec¢ao®.

Na aquicultura, a administragao
de antibiéticos de forma terapéutica é
realizada por periodos de 10 dias con-
secutivos, por via oral, em grupos de
peixes alocados em tanques. E a forma

neiza¢io, é adicionado
6leo de soja comestivel
ragao. O 6leo tem como
fungao evitar que o anti-
bidtico seja solubilizado
quando em contato com
a dgua durante o arragoa-
mento. Recomenda-se o
uso de 1 L de 6leo para

A administragdo de
antibiéticos de forma
terapéutica é realizada
por periodos de 10
dias consecutivos, por
via oral, em grupos
de peixes alocados em
tanques.

mais coerente para a uti-
lizagao de antibiéticos,
devendo ser instituida
a partir do diagndstico
do agente etioldgico res-
ponsavel pelas mortali-
dades (como as doengas
de peixes nao possuem
sinais clinicos patogno-
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monicos, exames laboratoriais sio ne-
cessarios). Entretanto, a anorexia é uma
das primeiras alteragoes fisioldgicas in-
duzidas por infecgdes bacterianas em
peixes, tornando a antibioticoterapia
oral limitada nos animais acometidos.
Dessa forma, a administracao terapéu-
tica de antibidtico por via oral evita a
ocorréncia de doengas em peixes niao
infectados ou em fase inicial da doen-
¢a, que ainda consomem ragao'®. Nesse
contexto, ¢ importante que técnicos e
produtores sejam orientados de que,
nos casos de surto, mesmo apos a intro-
dugio da antibioticoterapia oral, mor-
talidades ainda continuardo sendo ve-
rificadas. Estas serao oriundas da morte
dos peixes sintomdticos e anoréxicos,
que nao irdo ingerir a ragio medicada e
morrerdo. Em geral, as mortalidades co-
mecam a diminuir de maneira significa-
tiva 4-5 dias ap6s o inicio do tratamento.
A posologia dos principais antibidticos
utilizados no Brasil para o combate das
infecgOes bacterianas estd apresentada
na Tabela 4.

Com a intensificagao da producao
de peixes, houve a necessidade de se
utilizar sistemas de cultivos com altas
densidades de estocagem e com empre-
go de grande quantidade de insumos
durante os ciclos de produgao. A asso-

ciagao desses fatores reduz a eficiéncia
do sistema imune dos peixes, tornan-
do-os mais susceptiveis as doengas.
Adicionalmente, falhas no manejo e de
biosseguridade contribuem para a dis-
seminagao do agente infeccioso dentro
de um plantel. Esse cendrio resulta no
aumento da utilizacio de antibioticos,
sendo que alguns, apesar de nao reco-
mendado, sio administrados de forma
profilitica. Tratamentos profilaticos
sao geralmente realizados a partir da
administracao do antibidtico a ragio de
forma tética, realizados prévia ou poste-
riormente a um evento de manejo con-
siderado estressor, como classificacao,
despesca e transporte®'®. Muitos produ-
tores ainda adotam tais praticas como
rotinas em suas pisciculturas. Porém, o
uso constante de antibidticos pode sele-
cionar microrganismos resistentes, tor-
nando o tratamento instituido menos
eficaz, como descrito®.

Como mencionado anteriormen-
te, no Brasil apenas os medicamentos
a base de florfenicol e oxitetraciclina
podem ser utilizados de forma terapéu-
tica em surtos de doencas bacterianas.
Dessa forma, as opg¢des na escolha de
antibidtico sio limitadas. Mesmo assim,
¢ importante conhecer algumas caracte-
risticas do agente infeccioso, como for-

Tabela 4. Posologia comumente utilizada de antibidticos em peixes®

Antibiotico

Posologia

Florfenicol

10 mg/peso vivo de peixe/dia durante 10 dias

Oxitetraciclina

50-100 mg/peso vivo de peixe/dia durante 10 dias
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mas de transmissao, sitios de infecgao e
resisténcia natural a algum antibiético.
Previamente a determinacao da droga
ideal a ser utilizada, é pertinente a rea-
lizagao de um diagnoéstico laboratorial
para identificagdo do patégeno, bem
como testes de sensibilidade a antimi-
crobianos para avaliagao da eficiéncia
de diferentes antibiéticos. Os principais
métodos utilizados para a determinagao
in vitro da sensibilidade dos microrga-
nismos aos antibidticos sao o de discos
de difusio (antibiograma) e determina-
¢30 da concentragio inibitéria minima
(CIM) por microdiluigio®®?!. Como os
patégenos de peixes possuem caracte-
risticas de cultivo peculiares em relagao
a outros patdgenos animais, tais testes
devem ser realizados por laboratérios
especializados no diagnéstico de doen-
as de organismos aquaticos. Além dis-
so, todos esses procedimentos devem
ser realizados de acordo com normas
internacionais, para que os resultados
e controles sejam validos e possam ser
comparados com outros resultados na-
cionais e internacionais. O Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)
possui protocolos especificos, padroni-
zados e aceitos internacionalmente para
determinagao para a realizagao de anti-
biograma e determinagao da CIM para
bactérias isoladas de animais aquati-
cos**?!, Esses manuais apresentam todas
as etapas, insumos e controles de quali-
dade que devem ser realizados durante
os testes. Essa padronizagdao garante a

qualidade e permite a comparagao dos
dados gerados por diferentes laborato-
rios, em regides distintas. Isso é muito
importante para o monitoramento epi-
demioldgico das tendéncias de emer-
géncia de microrganismos resistentes
no pais.’**!.

Apesar da existéncia de protocolos
internacionais, o principal problema
para determinagdo da sensibilidade de
patdgenos de peixes aos antibidticos é
a auséncia de valores de referéncia. Sem
esses valores de concentragao inibitdria
minima e o didmetro dos halos de ini-
bigao, para muitos patégenos nao é pos-
sivel determinar se a amostra é sensivel
ou resistente. Para sanar esse problema
j& existem hoje metodologias estatisti-
cas validadas, que permitem, a partir da
andlise de um conjunto de amostras de
um determinado microrganismos, cal-
cular o chamado ponto de corte epide-
mioldgico. Esses valores sao utilizados
para classificar as amostras como selva-
gem (sensiveis) ou nao-selvagem (resis-
tentes)*. Na Tabela S, sdo apresentados
alguns pontos de corte epidemioldgicos
para patogenos isolados no Brasil.

A associagao dos resultados obtidos
de sensibilidade aos antibidticos e os
dados da doenga na propriedade permi-
tem a escolha, pelo médico veterindrio,
do antibidtico mais eficaz a ser utiliza-
do. Para fazendas que fagam a utilizacao
rotineira de antibiéticos para o controle
de mortalidades, é recomendado o mo-
nitoramento periddico da sensibilidade

6. Antibioticoterapia em peixes 75



Tabela 5: Pontos de corte epidemiolégicos (PCE) provisdrios calculados para
patdégenos bacterianos isolados de casos de infec¢ao em peixes no Brasil

Patégeno Antibidtico PCE (CIiMm?) (Disco dP:EDifuséo) Referéncia
Aeromonas moveis | Florfenicol <4 ug/mL >23 mm 24
Aeromonas moveis | Biciclomicina <6,25ug/mL | - 24
S. agalactiae Oxitetraciclina <1,95 pg/mL >23 mm 14

Florfenicol |  --- 216 mm
Eritromicina | - 221 mm
Weissella ceti Oxitetraciclina | - 210 mm 25
Norfloxacina | ~  --- 27 mm
Sulfonamida | = --—-- Resistente

1Concentragdo Inibitéria Minima

aos antimicrobianos a partir de amos-
tras bacterianas isoladas na proprieda-
de. Esse monitoramento permite deter-
minar de maneira rapida a ocorréncia de
resisténcia bacteriana as drogas utiliza-
das e inferenciar sobre efetividade des-
ses produtos®.

5. Impactos decorrentes do uso
de antibioticos na aquicultura

O uso de antibiéticos na aquicul-
tura causa elevagao do custo de produ-
¢do e, as vezes, o tratamento executado
nao é capaz de debelar a infeccio na
propriedade, devido a diversos fatores

mencionados anterior-

dtico é disperso na dgua e pode resul-
tar em uma maior pressio de selecao
em uma ampla variedade de bactérias
presentes no ambiente aquatico. O am-
biente aquatico é considerado eficiente
para a selecao de bactérias resistentes
aos antibiéticos, bem como para a tro-
ca de genes de resisténcia, por meio de
elementos genéticos moveis™. Parte dos
antibidticos incorporados a ragio se
dissolvem na 4dgua, e outra parte passa
pelo sistema digestdrio do peixe sem ser
absorvida, sendo esses residuos elimi-
nados no ambiente aquético. O antibi-
6tico residual presente na dgua pode se

mente. Na piscicultura,
os antibidticos sio ge-
ralmente adicionados a
ragdo e posteriormente
sao fornecidos aos pei-
xes. Esse fornecimento
pode ser nocivo ao meio
ambiente, pois o antibi-

O uso de antibidticos
na aquicultura causa
elevacdo do custo de
produgdo e, ds vezes, 0
tratamento executado
ndo é capaz de
debelar a infec¢do na

propriedade.

depositar em sedimen-
tos ou ser ingerido por
outros animais, modifi-
cando o perfil de micror-
ganismos na microbiota
desses peixes e induzin-
do a sele¢io de bactérias
resistentes aos antibio-
ticos*®, Assim sendo, os
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produtos devem ser utilizados com base
em critérios técnicos, para o controle de
surtos de doengas bacterianas, e nunca
profilaticamente ou como promotor de

crescimento?®.

6. Consideracoes finais

A antibioticoterapia deve ser reali-
zada como medida terapéutica de com-
bate de surtos de doencas bacterianas.
E uma medida eficiente

3. SERRANO, P. H. Responsible use of antibiot-
ics in aquaculture. In: Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAO Fisheries
Technical Paper 469. Roma, 200S.

4. ROMERO, J; FEIJOO, C. G; NAVARRETE,

P. Antibiotics in Aquaculture — use, abuse and al-
ternatives. In: CARVALHO, E. D.; DAVID, G. S.;
SILVA, R.]J. Health and environment in aquaculture.
Rijeka: InTech, 2012. 414p.

S. NOGA, E.]. Fish disease: diagnosis and treatment.
2.ed, Iowa: Blackwell Publishing, 2010, 536p.

6. AUSTIN, B; AUSTIN, D.A. Bacterial Fish
Pathogens. Diseases of Farmed and Wild Fish, 4.
ed. Chichester: Springer/Prazis

e segura quando realiza-
da de forma adequada;
porém, somente ela nao
resolve problemas rela-
cionados a sanidade de

A antibioticoterapia -
deve ser realizada como
medida terapéutica de
combate de surtos de
doengas bacterianas.

Publishing, 2007. 553p.

FIGUEIREDO,
H. C. P; LEAL, C. A. G.
Infecgdes  por  Streptococcus
spp. em peixes. In: SILVA-
SOUZA, A. T,; LIZAMA, M.
A. P; TAKEMOTO, R. M.
Patologia e Sanidade de orga-

organismos  aquaticos.
Para obten¢io de uma
produgao saudavel e com lucratividade,
deve-se investir na prevengao e controle
das enfermidades. Isso é feito através da
realizagdo de manejo sanitdrio dentro
do sistema de cultivo. A associagio de
priticas de prevengdo, como quaren-
tena e vacinagao, bem como préticas
de controle, como descarte de animais
doentes, tratamentos com antibidti-
cos e realizacio de testes laboratoriais
de diagndstico, propiciam uma criagao
produtiva e livre de doengas.
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1. Introducao

As doengas infecciosas de peixes
apresentam diversas peculiaridades em
relagio as enfermidades de animais ter-
restres, principalmente a auséncia de

sinais clinicos caracteris-
ticos para a maioria das
infec¢oes. Assim sendo,
a realizagdo de exames
laboratoriais é pega es-
sencial no diagndstico
dessas  enfermidades.
A coleta e a remessa de

peixes para realizacio

bigstockphoto.com

de exames laboratoriais sao etapas fun-

damentais para a realiza¢ao de um diag-

A coleta e a remessa
de peixes para
realizagdo de exames
laboratoriais sdo etapas
fundamentais para
a realizagao de um
diagnéstico preciso e
acurado.

ndstico preciso e acurado'. Amostras
coletadas, acondicionadas e enviadas
inadequadamente comprometem a rea-
lizacao dos exames laboratoriais e os re-

sultados obtidos, poden-
do nao refletir o status
de doenca dos animais
avaliados™?

O presente artigo
descreve os principais
procedimentos para a
coleta e remessa de pei-
xes para o diagndstico de

7. Coleta e Remessa de Peixes para Diagndstico de Doengas Infecciosas 79


mailto:carlosleal%40vet.ufmg.br?subject=
http://bigstockphoto.com

doengas infecciosas. Este tem como ob-
jetivos fornecer informagdes para auxi-
liar técnicos e produtores na selegao dos
animais a serem coletados, bem como as
formas de acondicionamento e remessa
desses materiais para a obtengao de re-
sultados confidveis.

2. Selecao dos animais
e namero de peixes
coletados

Na piscicultura, a coleta de animais
para exames laboratoriais ¢é realizada
em duas situagdes distintas: 1- durante
surtos, em que o diagnoéstico é realiza-

tragem ¢ baseada na coleta aleatéria de
um numero de animais determinado
pelo delineamento amostral*. Devido
a amplitude e complexidade do tema,
o presente artigo ird se ater apenas aos
métodos de coleta e remessa de material
para diagndstico em casos de surtos, ou
seja, para determina¢ao do agente etio-
légico durante mortalidades.

A amostra a ser coletada é tao im-
portante quanto o método de diagnos-
tico a ser empregado, pois, quando re-
alizada sem critérios, pode gerar falsos
diagnoésticos ou a ndo identificagao de
microrganismos envolvidos em surtos

de doengas infecciosas'.

do para determinagao
da etiologia da doenga;
2- para fins de monito-
ramento sanitario, em
que um delineamento
amostral é realizado em
fungao de pardmetros

Nos casos de surtos,

para o diagnéstico

devem ser coletados

peixes moribundos com  xes

sintomatologia clinica
da doenca.

Nos casos de surtos,
para o diagnéstico de-
vem ser coletados pei-
moribundos com
sintomatologia  clinica

da doenca. Nesses ani-

estatisticos e epidemio-

légicos. Neste ultimo caso, o objetivo é
determinar a presenga e a prevaléncia de
patdgenos na propriedade. Diferentes
literaturas e ferramentas on-line estao
disponiveis para a realizagao de delinea-
mentos amostrais para monitoramento
sanitario na produgao animal. Um bom
exemplo ¢é o sitio Epitools, desenvolvi-
do pelo AusVet Animal Health Service,
que disponibiliza de maneira gratuita
ferramentas para a realizacao de planos
amostrais (http://epitools.ausvet.com.

au/content.php?page=home). No caso

de monitoramentos sanitdrios, a amos-

mais a possibilidade de
sucesso no isolamento e
identificagao do agente etioldgico é sig-
nificativamente maior que em animais
subclinicos ou assintométicos, devido
a maior quantidade de microrganismos
circulantes ou nos tecidos. Na Figura 1,
sao apresentados exemplos de peixes
moribundos, com sinais clinicos de
doengas infecciosas durante surtos.

O numero de peixes a ser coletado
para diagndstico de uma doenga infec-
ciosa varia de acordo com aspectos téc-
nicos (tipo de sistema de cultivo, dispo-
nibilidade de peixes para envio, doenga
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em questdo, logistica de envio etc.) e
financeiros (valor dos animais, disponi-
bilidade de recurso para envio e custeio
dos exames). Nio existe um ndmero

exato que atenda todos os casos. Mas, na

experiéncia de mais de dez anos dos pro-
fissionais do AQUAVET-Laboratério
de Doengas de Animais Aquaticos (EV-

Figura 1: Sinais clinicos observados em peixes acometidos por doengas infecciosas. A-— truta-arco-iris
com prolapso retal; B- truta-arco-iris com exoftalmia bilateral; C- tildpia do Nilo com opacidade de cér-
nea (seta) junto com outros peixes letdrgicos; D- tilapia do Nilo com perda de equilibrio; E- tilapia do
Nilo com exoftalmia bilateral e paralisia bucal (seta), e, no fundo, outro animal com perda de equilibrio;
F- tildpia do Nilo com abscesso ulcerado no pedunculo caudal.
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UFMG), verificou-se
que o envio de 5 a 8 pei-
xes (moribundos com si-
nais clinicos da doenca)
tem possibilitado um
diagndstico acurado do
agente etioldgico envol-
vido na maioria dos ca-

sos acompanhados. Em

O envio de S a 8 peixes
(moribundos com sinais
clinicos da doenga)
tem possibilitado
um diagndstico
acurado do agente
etiologico envolvido
na maioria dos casos
acompanhados.

preferéncia com aeragio
suplementar. Isso difi-
culta e encarece a remes-
sa, principalmente devi-
do a distancia entre os
locais de produgao e os
laboratérios. Além disso,
mesmo em situa¢des em
que é possivel o envio

casos em que a doenga
ocorre em diferentes sis-
temas de cultivo (ex. tanques de terra,
gaiolas), é necesséria a coleta de animais
em cada uma das unidades.

Apods serem coletados, os peixes
moribundos podem ser enviados ao
laboratério vivos, resfriados ou conge-
lados. Cada uma das formas apresenta
pontos positivos e negativos que serao

de animais vivos, em
muitos casos estes nao
suportam o transporte. Pelo fato de ja
estarem acometidos pelo agente infec-
cioso (moribundos) quando coletados,
nao resistem ao estresse do transporte.
Essa forma de envio é aplicavel princi-
palmente para o diagndstico de doengas
em larvas e alevinos. Usualmente o tem-
po de translado méximo recomendado

descritos a seguir.

O melhor material
para a realizagao de exa-
me laboratorial é o envio
de peixes vivos?, possi-
bilitando a equipe do

Essa forma de
envio é aplicdvel
principalmente para o
diagnéstico de doengas
em larvas e alevinos.

para esse tipo de envio é
de oito horas.

A forma mais co-
mum de submissio de
peixes para o diagnostico
de doengas infecciosas é

laboratério avaliar os si-
nais clinicos e realizar todos os tipos de
exames (parasitoldgico, bacteriolégico,
viroldgico e histopatolégico). Porém,
do ponto de vista logistico, essa é a
pior forma de envio de

o envio dos animais res-
friados. Os peixes moribundos sao co-
locados em sacos pldsticos e acondicio-
nados em caixas isotérmicas com gelo
(normal ou reciclavel). Esse tipo de en-

vio aumenta a acessibili-

material, principalmen-

dade e viabilidade para a

te para animais adultos.
Para chegarem vivos ao
laboratério, os peixes
devem ser enviados em
recipientes com 4gua, de

A forma mais comum

de submissdo de peixes

para o diagnéstico de
doengas infecciosas é
0 envio dos animais

resfriados.

realizagdo de exames la-
boratoriais, permitindo
que amostras oriundas
de longas distancias pos-
sam chegar ao laboraté-
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rio. O tempo de trans-
lado méaximo para esse
tipo de despacho é de 48
horas, podendo ser reali-
zado via empresas aéreas
ou rodovidrias. Apesar
da viabilidade, o envio
de peixes resfriados nao
permite a avaliagdo da

sintomatologia clini-

O envio de peixes
resfriados é
particularmente vidvel
para diagndstico de
doengas bacterianas e
virais em peixes.

O envio de peixes
congelados para o
diagndstico de doengas
ndo ¢ recomendado.

mento das amostras para
posterior envio ao labo-
ratdrio. Porém, o conge-
lamento provoca a mor-
te de diversas bactérias
patogénicas de peixes,
o que pode provocar re-
sultados falso-negativos.
Essa forma de envio
pode ser utilizada para

ca dos peixes, e o gelo
pode ocasionar altera-
¢Oes cutdneas, gerando duvidas quanto
a génese ante ou post-mortem das lesoes.
Além disso, esse material nao permite
a realizacdo com seguranga de exame
parasitoldgico, pois o gelo pode matar

diagnoéstico de doengas
virais; contudo, nao exis-
tem descrigdes da ocorréncia destas em
peixes tropicais no Brasil.

Cabe ressaltar que nao devem ser
coletados para o diagnéstico de doen-
cas infecciosas peixes mortos encon-
trados nos sistemas de

0s parasitas, ou a morte
dos animais faz com que
estes se desprendam da
carcaga, e histopatolo-
gico, pois em seis horas
apds a morte dos peixes,
mesmo em condigoes

Nao devem ser
coletados para o
diagndstico de doengas
infecciosas peixes
mortos encontrados nos
sistemas de cultivo.

cultivo. Apds a morte, o
peixe entra rapidamente
em estado de decom-
posicdao. Isso permite
a contaminagao bacte-

riana post-mortem dos

de refrigeracao, comega

a ocorrer processos de

autolise celular, dificultando a diferen-
ciagdo posterior de sua génese ante ou
post-mortem. O envio de peixes resfria-
dos ¢é particularmente vidvel para diag-
ndstico de doengas bacterianas e virais
em peixes.

O envio de peixes congelados para o
diagnostico de doengas nao é recomen-
dado, tendo aplicabilidade em situagoes
muito especificas. Essa forma tem como
vantagem a possibilidade de armazena-

tecidos, com coloniza-
cao por diferentes mi-
crorganismos, acelerando sua deterio-
ragao e inviabilizando a realizagdo de
exames laboratoriais, principalmente
bacteriologia®.

3. Procedimentos para o
envio de espécimes

Como supramencionado, os
peixes podem ser encaminhados ao
laboratério vivos ou resfriados. Para
tanto, cada forma de envio deve seguir
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procedimentos especificos, a fim de se
otimizar os resultados obtidos pelos
exames laboratoriais.

Os procedimentos para envio de
amostras estdao descritos a seguir, de
acordo com as recomendagdes do
Laboratério de Doengas de Animais
Aquéticos (AQUAVET) da Escola de
Veterindria.

A) Envio de peixes vivos

I.  Encher um saco pléstico resis-
tente com 1/3 de dgua limpa;

II. Devem ser coletados, para
diagndstico de doengas infec-
ciosas, peixes vivos com sin-
tomatologia clinica da doen-
¢a. Nao submeter para exame
laboratorial peixes mortos ou
peixes sadios misturados com
peixes doentes;

III. Coletar os peixes doentes,
acondiciond-los nos sacos
plasticos, completar os 2/3
restantes com oxigénio e veda-
-los com ligas de borracha ou
outros materiais. Identificar
individualmente cada grupo
de peixes, colocando entre as
informagoes a data da coleta,
lote, sistema de cultivo e pro-
priedade de origem;

IV.  Colocar os sacos no interior de
uma caixa térmica de isopor e
envolvé-los com gelo picado
até a altura da dgua no interior
dos sacos plasticos. O objeti-

VIL

VIIL

vo ¢ diminuir a temperatura
da 4dgua, o metabolismo dos
animais e prolongar o tempo
de transporte;

Fechar a caixa térmica, veda-la
com fita adesiva e prontamen-
te submeter ao laboratério;
Identificar no exterior da caixa
térmica o nome do remetente,
propriedade, local de destino,
nome do laboratério de des-
tino e nome do responsavel
pela recepgao do material;

O laboratério deve estar cien-
te do envio do material e ser
avisado do provavel horédrio
de chegada;

Informagdes sobre paridme-
tros produtivos, manejo, ca-
racteristicas dos  sistemas
de cultivo, histérico da pro-
priedade, histérico da ocor-
réncia de doengas, surtos,
tratamentos realizados, en-
tre outros, sao importantes
para o esclarecimento da
doenga e auxiliam os técnicos
do  laboratério  durante
a realizagio dos exames
adequados para cada caso.
Portanto, essas devem ser
fornecidas. Caso nao seja
possivel o contato direto via
e-mail ou telefone, essas in-
formagdes devem ser manus-
critas, colocadas no interior
de sacos plasticos, estes poste-
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IX.

riormente vedados e colados
no interior da tampa da caixa
térmica. Assim, na chegada ao
laboratério os técnicos terao
acesso a essas;

Em caso de duvidas, os profis-
sionais do laboratério devem
ser contatados previamente
para o esclarecimento e reso-
lugao de possiveis problemas
operacionais;

Caso o percurso entre a origem
e o laboratério ultrapassar 6
horas, ou caso o responsavel
tenha duvidas se o animal che-
gara vivo, os peixes devem ser

submetidos resfriados.

B) Envio de peixes Resfriados:

L

1L

I1I.

Devem ser coletados, para
diagnostico, peixes vivos com
sintomatologia  clinica da
doenga. Nao submeter para
exame laboratorial peixes
mortos ou misturar peixes
sadios e peixes doentes sem
identifica-los;

Coletar os peixes doentes,
acondiciona-los em sacos
plasticos individuais e identi-
ficar de maneira que essa in-
formagao niao se perca caso o
material seja molhado;
Colocar os peixes no interior
de uma caixa térmica (isopor
ou plastico) com uma camada

de gelo sob os peixes e, poste-

Iv.

VIL

VIIIL
IX.

riormente a coleta de todos os
animais, cobrir com gelo pica-
do ou recicldvel (transporte
aéreo). Camadas intermedia-
rias de gelo podem ser coloca-
das dependendo da altura da
caixa;

Identificar
cada peixe, colocando entre

individualmente

as informacgdes a data da co-
leta, lote, sistema de cultivo e
propriedade de origem. Peixes
de diferentes lotes podem ser
acondicionados e submetidos
em uma mesma caixa térmica;
porém, esses devem ser iden-
tificados individualmente;
Fechar a caixa térmica, veda-la
com fita adesiva e prontamen-
te submeter ao laboratério;
Identificar no exterior da caixa
térmica o nome do remetente,
propriedade, local de destino,
nome do laboratério de des-
tino e nome do responsavel
pela recepgao do material;
Fazer a reposi¢ao do gelo sem-
pre que possivel, dependendo
do tempo de translado;

Nao congelar o material;
Informagées sobre pardme-
tros produtivos, manejo, ca-
racteristicas dos  sistemas
de cultivo, histérico da pro-
priedade, histérico da ocor-
réncia de doengas, surtos,
tratamentos realizados, en-
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tre outros, sao importantes
para o esclarecimento da
doenga e auxiliam os técnicos
do  laboratério  durante
a realizagio dos exames
adequados para cada caso.
Portanto, essas devem ser for-
necidas. Caso nio seja possi-
vel o contato direto via e-mail
ou telefone, essas informacoes
devem ser manuscritas, colo-
cadas no interior de sacos plas-
ticos, estes posteriormente ve-
dados e colados no interior da
tampa da caixa térmica;

X. O laboratério deve estar cien-
te do envio do material e ser
avisado do provavel hordrio
de chegada;

XI. Em caso de duvidas, os profis-
sionais do laboratério devem
ser contatados previamente
para o esclarecimento e reso-
lugao de possiveis problemas
operacionais;

XII.  Caso o percurso entre a fazen-
da e o laboratério possa ultra-

passar 48 horas, esse material
corre o risco de se deteriorar e
resultados nao fidedignos do
problema podem ser obtidos.
Outras formas de coleta e envio de
peixes para exames laboratoriais estio
descritas no Manual de coleta e remessa
de amostras para diagnostico de enfer-
midades de animais aquéticos na Rede
Nacional de Laboratdrios do Ministério
da Pesca e Aquicultura, disponivel no
sitio http://www.mpa.gov.br/images/
Docs/Monitoramento_e_Controle/
sanidade pesqueira/Manual%20
de%20Coleta%20e%20Remessa.pdf.

4.Envio de amostras e
principais exames a serem
realizados

De acordo com as suspeitas clinicas
de um surto dentro de uma piscicultura,
diferentes tipos de amostras podem ser
enviados para o laboratdrio e submeti-
dos aos exames parasitologico, bacte-
riolégico, fungico, viral ou histopatolo-
gico. Na Tabela 1, estao apresentadas as

Tabela 1. Amostras a serem coletadas e
formas de envio para as diferentes suspeitas clinicas?

Doengas Tipo de Amostra Forma de Envio
Doengas Parasitarias Peixe inteiro (recomendado) Vivo
Doengas Bacterianas Peixe inteiro Vivo ou resfriado

Doengas Fungicas

Peixe inteiro ou amostras de larvas

Vivo ou resfriado

Doengas virais (suspeitas)

Peixe inteiro ou amostras de larvas

Vivo ou resfriado ou congelado

Surtos atipicos com alta
mortalidade

Peixe inteiro ou amostras de larvas | Vivo
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amostras e a forma de envio para o diag-
noéstico das diferentes doengas infeccio-
sas e parasitdrias em peixes.

5. Recepcao dos peixes no
laboratério

No laboratério, apds o recebimen-
to dos peixes, todos os dados afixados
sobre o isopor sio conferidos e, caso
haja alguma irregularidade ou auséncia
de dados, o contato imediato com o re-
metente deve ser realizado. Os peixes
sdo inspecionados para certificagao da
possibilidade da execucio do exame
laboratorial (se estio vivos ou em es-
tado de deterioragdo). Em peixes que
chegam vivos, apds a inspegao inicial,
deve ser realizado o exame parasitolo-
gico. Posteriormente, com material e
equipamento adequados, os peixes de-

verdo ser eutanasiados de acordo com
as recomendagdes da Resolu¢gio CFMV
n° 1.000, de 11 de maio de 20125, exa-
minados externamente mais uma vez e
necropsiados para a coleta asséptica de
tecidos (Figura 2). Os tecidos coletados
serdo submetidos ao exame bacteriol6-
gico e flngico a partir de estriados em
meios de cultivos seletivos, seguido por
incubacio e avaliagio da obtengao de
possiveis isolados. Cada microrganismo
obtido serd submetido a identificacao
fenotipica, bioquimica e molecular de
acordo com a suspeita clinica.

6. Consideracoes finais

O diagnostico de doengas infeciosas
em peixes é uma pega fundamental para
o controle das enfermidades em fazen-
das. Para isso, a coleta e remessa de ma-
terial devem ser realizadas de maneira

Figura 2: Peixe a ser submetido a necropsia e exame bacterioldgico.
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criteriosa. Diversas formas de coleta e
remessa de peixes para exames labora-
toriais diferentes das apresentadas no
presente artigo estao disponiveis na li-
teratura. Mas, de posse das informagoes
e recomendagoes bdsicas apresentadas
aqui, técnicos e produtores poderao
realizar com sucesso essa etapa crucial
para um bom diagndstico de doengas
em peixes.
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