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RESUMO - O granuloma visceral sistémica ou franciselose em peixes é causada por Francisella noatunensis
subspécie orientalis e F. noatunensis subspécie noatunensis. No Brasil, o primeiro surto de franciselose em
tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) foi registrado nos invernos de 2012 e 2013, no estado de Minas Gerais.
Entretanto, nada foi observado nas demais regifes produtoras. O objetivo neste trabalho foi diagnosticar o agente
causador da mortalidade de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em uma unidade produtora do estado de
Santa Catarina. Durante um surto de mortalidade em setembro de 2015, foram avaliadas 35 tilapias quanto a
presenca de parasitos, avaliacdo microbiolégica e analise da reacdo em cadeia da polimerase. Apds analises, foi
registrada a presenca da F. noatunensis subespécie orientalis, sendo o primeiro relato no sul do Brasil.
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ABSTRACT - The systemic visceral granuloma or franciselose is caused by Francisella noatunensis subspecies
orientalis and F. noatunensis subspecies noatunensis. In Brazil, the first Francisella outbreak of Nile tilapia
(Oreochromis niloticus) was recorded in the winters of 2012 and 2013 in the state of Minas Gerais. However,
nothing was observed in the other producing regions. The aim of this study was to diagnose the causative agent
of mortality Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in a production unit in the state of Santa Catarina. For a
mortality outbreak in September 2015, we were evaluated 35 Tilapia for the presence of parasites,
microbiological evaluation and analysis of the polymerase chain reaction. After analysis, it was registered the
presence of F. noatunensis subspecies orientalis, the first reported in southern Brazil
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INTRODUCAO

O granuloma visceral sistémico ou franciselose é
causada pelo cocobastonete Gram negativo
Francisella ssp. Essa bactéria é estritamente
aer6bia e apresenta crescimento intracelular
facultativa. Esta bacteriose €é emergente na
aquicultura mundial, podendo causar perdas em
ambientes marinhos e dulcicolas (Vestvik et al.,
2013; Nguyen et al., 2015). Recentemente foram
identificados dois agentes etiolégicos Francisella
noatunensis subspécie orientalis e F. noatunensis
subspécie noatunensis que sdo responsaveis pela
bacteriose em 4aguas tropicais e temperadas,
respectivamente (Soto et al., 2009; Duodu et al.,
2012; Vestvik et al., 2013; Nguyen et al., 2015).

Nas duas UGltimas décadas, paises como Japdo,
Tailandia, Taiwan, indonésia, Noruega, Suécia,
Reino Unido, Estados Unidos, Costa Rica, Chile e
Brasil ja registraram surtos dessa bactéria (Nguyen
et al., 2015). No Brasil, Leal et al. (2014)
registraram o primeiro surto de franciselose em
alevinos e juvenis de tilapias do Nilo (Oreochromis
niloticus) durante os invernos dos anos de 2012 e
2013, no estado de Minas Gerais (sudeste
brasileiro). Entretanto, outros casos ainda ndo
foram reportados nas demais regies produtoras do
Brasil. Assim, o objetivo deste trabalho foi
diagnosticar o agente causador da mortalidade de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) em uma
unidade produtora em Joinville, Santa Catarina.

RELATO DE CASO

As tilapias do Nilo (Oreochromis. niloticus)
estavam em um tanque escavado com 6.000 m2 e
1,2 m de profundidade média. O tanque era
utilizado como lagoa de estabilizacdo (ou
sedimentacdo) pela estacdo de piscicultura. No més
de setembro de 2015 foi observada mortalidade
discreta (aproximadamente 5%) de tilapias do Nilo,
com aumento progressivo ao longo dos dias. Os
peixes estavam apaticos, com cor escura nas
beiradas do tanque, ndo apresentando reacdes a
estimulos como oferta de racao.

A avaliagdo dos peixes foi dividida em trés etapas:
1° andlise das variaveis de qualidade de agua e
parasitoldgica; 2° biopsia; e envio de amostras para
laboratério autorizado.

Na primeira etapa, depois de verificar que os niveis
de oxigénio dissolvido estavam acima de 4,0 mg.L
! quatorze juvenis de tildpia do Nilo (O. niloticus),
com peso médio de 392 + 59 g, sendo quatro
assintomaticos, foram anestesiados em eugenol
(1%) até sessdao dos movimentos operculares, e
sacrificados por concussdo cerebral, sendo
registrada intensidade média (Bush et al., 1997) de
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20 para Trichodina sp.,, Monogenea e
Piscinoodinium sp. nas branquias e muco.

Para biopsia, outros cinco juvenis de tilapia do Nilo
(O. niloticus) moribundos, com peso médio de 386
+ 35 g, com branquias hemorragicas, deterioradas e
em estadgio de decomposi¢do; lesdo tegumentar;
olhos opacos, e nadadeiras descoloridas (Figura 1)
foram utilizados para realizacdo de biopsias. Os
peixes foram anestesiados em eugenol (1%) até
sessdo dos movimentos operculares, e sacrificados
por concussdo cerebral. Promoveu-se uma incisdo
ventral, no sentido da nadadeira caudal a cabeca. Os
orgdos foram visualizados e registrados, assim
como amostras dos rins, sangue, coracdo e figado
foram maceradas em gral estéril com solugdo salina
estéril a 0,85% de NaCl (SSE) na proporgdo de 1,0
g de amostra para 1,0 mL. O macerado foi
inoculado em placas de petri contendo e Agar
sangue (TSA, “triptone soya Agar”, HiMedia,
Mumbai, india com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado), e incubadas por 48h a 30°C. Ap6s 0s
procedimentos de isolamento e purificacdo pelo
método de esgotamento, as cepas foram incubadas
por 48h a 30°C em meio de cultura TSB (“triptone
soya broth” HiMedia, Mumbai, india) e mantidas
no cepario.

Depois da realizacdo da biopsia, outras 16 tilapias
do Nilo (O. niloticus) moribundas, com peso entre
61 e 407 g e mesmas caracteristicas descritas acima
(Figura 1), foram envidados ao AQUACEN na
Universidade Federal de Minas Gerais para exame
bacteriolégico e reacdo em cadeia da polimera
quantitativa  para  Francisella  noatunensis
subespécie orientalis.

Na anélise bacteriolégica foram coletadas,
assepticamente, amostras do cérebro e rim para
inoculagio em meio Agar Sangue, assim como
amostras do rim e bago foram inoculadas em Agar
Cistina Coracéo (TYC, Difco, USA) suplementado
com 1% de hemoglobina bovina. Todas as amostras
foram incubadas por 168h a 28°C (Rydzewski et
al., 2015).

As colbnias bacterianas foram identificadas com o
equipamento Microflex (MALDI Biotyper, Bruker,
EUA), que utiliza tecnologia de MALDI-TOF (do
inglés,  “Matrix-Assisted  Laser  Desorption
lonization — Time of Flight”) para analise do perfil
protedbmico e identificagdo dos micro-organismos
(Deak et al., 2015).

Das 16 tilapias, amostras de baco, cérebro e rim de
cada animal foram coletadas, assepticamente, e
agrupadas para extracdo de DNA e posterior analise
da reacdo em cadeia da polimerase quantitativa
(PCRq) para Francisella noatunensis subespécie
orientalis (Soto et al., 2010). Ap6s a PCRg, 0 DNA
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cromossomico bacteriano foi isolado de acordo com
0 método descrito por Jafar et al. (2009), e
identificagdo molecular foi realizada como em
Martinez et al. (2001).

Fig
opacos (B), e branquias hemorragicas (B e C) das
tilipias do Nilo (Oreochromis niloticus)
selecionadas para biopsia.

DISCUSSAO

Na biopsia dos cinco peixes foi observada a
presenca de nédulos brancos (granulomas) renais,
hepaticos e no coragdo; tratos intestinais e
estbmagos vazios, com presenca esporddica de
liquido amarelo no estdmago; rins hipertrofiados;
odor desagradavel; e figado esponjoso e com
nodulos (Figura 2). Essas alteracBes ja foram
reportadas por Birkbeck et al. (2011), Colquhoun &
Duodu (2011) e Nguyen et al. (2015) em peixes
contaminados com Francisella ssp.

Os peixes utilizados na biopsia apresentaram
ocorréncia de 100% de bactérias hemoliticas nos
rins e 50% de a de bactérias hemoliticas no sangue.
No figado nédo foi observado presenca de bactérias
com essas caracteristicas. A confirmagdo da
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Francisella noatunensis subespécie orientalis foi
obtida em setembro de 2015 pelo AQUACEN na
Escola de Veterinaria da UFMG. Verificou-a
ocorréncia 62,5% para esse agente nos 16 juvenis
avaliados através do PCR, enquanto nas analises
bacteriologicas foi registrada prevaléncia de 50,0%
para as amostras do baco e 37,5% do rim, enquanto
no cérebro nada foi detectado.

No Brasil, desde 2012 s&o registradas perdas devido
a franciselose em Tilapias do Nilo (O. niloticus)
cultivadas em tanque rede, podendo provocar
mortalidade de até 60%. Os peixes enfermos
apresentam anorexia, melanose, exoftalmia, natagdo
erratica, Ulceras de pele, branquias e palidez (Leal
et al., 2014). Essas caracteristicas foram observadas
durante o surto em Santa Catarina que registrou
mortalidade média de 55%. A falta de registros
desta enfermidade, em anos anteriores, pode estar
relacionada com a baixa cobertura de técnicos
competentes e compromissada com a ética e
aquicultura nacional.

Apesar da F. noatunensis subespécie orientalis ser
caracteristica de clima tropical, ambos os surtos
registrados no Brasil (Minas Gerais e Santa
Catarina) ocorreram nos periodos em que a agua
estava mais fria (inverno) que pode ser um
“gatilho”, fator ambiental necessario (ma qualidade
de agua, manejo inadequado e/ou dieta de baixa
qualidade) para este micro-organismo desenvolva
sua patogenicidade nos peixes. Essa casuistica
corrobora com Soto et al. (2012) que ao elevar a
temperatura de 25 a 30°C preveniu o
desenvolvimento de sinais clinicos e mortalidade
nos peixes desafiados com F. noatunensis. Segundo
Soto et al. (2015) esse agente patogénico tém a
capacidade de produzir biofilme, além de
sobreviver a diferentes salinidades (0 a 35 %o), que
dificulta o desenvolvimento de estratégias de
prevencdo, tratamento e erradicagdo desse patdgeno
emergente.

Este cendrio ratifica a necessidade do
aprimoramento nas técnicas de manejo sanitério,
em especial de carater preventivo, que envolve
técnicas simples como: calagem, monitoramento
dos pardmetros de qualidade de A&gua e
parasitolégico, assepsia dos materiais utilizados nos
tanques e melhor fluxo de pessoas; a técnicas mais
sofisticadas como aplicagdo de vacinas, probidticos
e aditivos alimentares. Este manejo preventivo
associado a criacdo de uma rede eficiente no
diagndstico de doengas nos animais de origem
aquética poderia fornecer maiores subsidios aos
piscicultores, evitando perdas, e principalmente,
reduzindo a disseminacdo dos agentes patogénicos
em meio aquético.
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CONCLUSAO

A mortalidade das tilapias do Nilo foi ocasionada
por Francisella noatunensis subespécie orientalis.
Este € o primeiro relato deste patégeno emergente
no sul do Brasil, fato que deve ser divulgado aos
piscicultores, pois devido as grandes oscilacdes de
temperatura observadas da regido, assim como
invernos mais  rigorosos, torna 0s  peixes
susceptiveis ao desenvolvimento dessa bactéria.
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