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Resumo: O crescimento da tilapicultura nas dltimas trés décadas tem feito desse grupo de
peixes um dos mais cultivados de forma extensiva no mundo. A tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus) é a espécie mais cultivada nos parques aquicolas brasileiros, devido a sua rusticidade, rapido
crescimento, tolerancia a baixa qualidade da agua e consideravel resisténcia a doengas. Porém, uma
bactéria emergente em aquicultura, Francisella noatunensis orientalis, extremamente virulenta, tem
sido responsavel por mortes de tilapias nos criatdrios brasileiros. O diagnostico através de testes
moleculares como a PCR em tempo real (QPCR) tem contribuido na identificacdo das espécies de
Francisella envolvidas nos casos de doenca granulomatosa nesses peixes. Medidas profilaticas devem
ser adotadas no intuito de diminuir o risco de contaminacdo das pisciculturas por essa bactéria
garantindo assim a saude do plantel e dessa forma, evitando prejuizos aos produtores. O presente
estudo tem como objetivo informar sobre a situacdo da franciselose em tilapias na aquicultura
brasileira.
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Abstract: The growth of tilapicultura in the last three decades has done of this fish group one
of the most extensive aquaculture of the world. The Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is the most
created specie in brazilian fish farms, because of its rusticity, fast growth, low water quality tolerance
and considerable diseases resistance. However, an emergente bacteria, Francisella noatunensis
orientalis, extremely virulent, has been responsible for tilapia deaths in brazilian farms. The molecular
diagnosis like real time PCR (gPCR) has contributed to Francisella’s species identification involved in
granulomatous disease in these fishs. Prevention measures should be applied in order to reduce the
Francisella contamination risk in fish farms, thus ensuring the squad health, avoiding losses to
producers. This study aims to inform about the situation of francisellosis in tilapias in brazilian
aquaculture.
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Introducéo

A aquicultura, uma arte milenar de
origem asiatica, é traduzida na atualidade
como a atividade do setor priméario mais
promissora a atender a deficiéncia de nutri¢do
da populacdo global. Isso se deve ndo apenas
ao fato de fornecer proteina animal de
qualidade, mas também por ser uma forma de
reduzir a pobreza pela geracdo de
oportunidades de trabalho para pessoas de
baixa qualificacdo profissional (ROCHA &
RODRIGUES, 2015).

Nas ultimas cinco décadas, a
producdo global de peixes tem aumentado
de forma surpreendente. A oferta alimentar
tem crescido em média 3,2 % ao ano,
enquanto que a populacdo mundial cresce
em torno de 1,6 %. Esse expressivo
desenvolvimento da aquicultura deve-se,
principalmente a combinacdo entre
aumento da populacdo, aumento da renda
per capita e a urbanizacdo, com melhora
na eficiéncia dos canais de distribuicdo
(FAO, 2014).

O Brasil apresenta um expressivo
potencial para o desenvolvimento da
aquicultura, pois comporta
aproximadamente 12% da agua doce
disponivel no planeta. Sdo mais de cinco
milhdes de hectares de laminas d"agua

disponiveis em reservatorio de usinas

hidrelétricas e bacias particulares e
também uma extensa costa maritima, em
torno de 8400Km, passivel de uso para
producdo a em cativeiro (CREPALDI et
al., 2006). Nos parques aquicolas
continentais brasileiros 0s peixes mais
cultivados sdo tilapia, tambaqui, pacu e
pirapitinga (BRASIL, 2016).

Apesar do potencial aquicola do Brasil,
0 pescado ainda ndo ocupa papel de destaque
da producdo de proteina animal no pais. O
consumo de peixes recomendado pela
Organizacdo Mundial da Salude é de 12
quilogramas/habitante/ano  sendo que a

populacéo brasileira consome 14,5

quilogramas/habitante/ano, enquanto 0

consumo per capita mundial é de 19,2
quilogramas/habitante/ano ~ (FAO, 2014;
BRASIL, 2015).

A tilapia do Nilo é uma espécie
tropical, originaria da bacia do rio Nilo, na
Africa. A temperatura ideal para seu
crescimento varia entre 2°C e 30°C, seu
desenvolvimento é prejudicado em
temperaturas abaixo de 15°C e ndo resiste a
temperaturas em torno de 9°C (AYROZA,
2013). Sua carne é saborosa, com baixo
teor de gordura (0,9 %) e de calorias (172
Kcal/100g de carne). Apresenta um
rendimento de filé em torno de 30 % a 40

%, 0 que a torna bastante interessante para
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industrializagao (NOGUEIRA &
RODRIGUES, 2007, RAQUEL et al,
2016).

Por essse motivo, a tildpia vem
sendo considerada a espécie ideal para uso
em aquicultura, devido também a sua
rusticidade, répido crescimento, tolerancia
a baixa qualidade da &gua além da
consideravel  resisténcia a  doencas
(LITTLE et al., 2008). Entretanto, assim
como outras espécies de peixes, a tilapia
tem sido afetada por doengas e sua
vulnerabilidade a elas tem aumentado
proporcionalmente a densidade desses
peixes nos tanques (JEFFERY et al.,
2010). O presente trabalho tem por
objetivo apresentar a real situacdo da
aquicultura brasileira no que diz respeito a
franciselose em tilapias por meio de uma
reviséo de literatura.

Metodologia

A metodologia de pesquisa dessa
revisdio € baseada em livros e artigos
cientificos. Os artigos cientificos foram
adquiridos a partir dos sites:

(a) www.pubmed.com;

(b) http://highwire.stanford.edu;

(c) wwwe.scholar.google.com;
(d) www.scielo.br.
Espécies de tilapias
A tilapicultura é originaria da Asia,
h& mais de quatro mil anos. Seu expressivo
crescimento nas Ultimas trés décadas tem

feito desse grupo de peixes um dos mais

cultivados de forma extensiva no mundo.
Nesse ambito, a tilapia do Nilo,
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) é
a principal espécie cultivada (SOTO et al.,
2014).

A chegada da til&pia ao Brasil, data
da década de 1950, quando a espécie
Tilapia rendalli (Boulenger, 1897) foi
importada de Elisabethville (Congo Belga),
atual Republica Democratica do Congo —
Africa  (GURGEL, 1998),  para
povoamento dos reservatorios hidrelétricos
da empresa Light no Estado de Séo Paulo.
Em 1971, o Departamento Nacional de
Obras Contra a Seca (DNOCS) introduziu
essa espécie com o0 objetivo de
povoamento dos reservatérios da regido
nordeste (OLIVEIRA et al, 2007;
BARROSO et al., 2015).

Nesse momento da historia da
introducdo da tilapia no Brasil alguns
entraves foram identificados. A baixa taxa
de crescimento de T. rendalli e a alta
prolificidade e consanguinidade de O.
niloticus  causou a  disseminagdo
descontrolada da tilapia nos reservatorios
brasileiros tendo como resultado baixos
indices de produtividade (OLIVEIRA et
al., 2007). A partir dai outras espécies
foram sendo trazidas da Africa, dentre elas
Oreochromis aureus — tilapia azul
(Steindachner, 1864),
urolepis hornorum - tilapia de Zanzibar
(Trewavas, 1966) e

Oreochromis

Oreochromis
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mossambicus — tildpia de Mocambique
(Peters, 1852) com o0 objetivo de
repovoamento para préticas de pesca
alimentar

artesanal e seguranca

(BARROSO et al., 2015).
Francisella spp.

Dentre as bacterioses encontradas
nos cultivos de tilpia destaca-se a
franciselose, responsavel por perdas
econdmicas na producdo de peixes. Nesse
caso, Francisella noatunesis é o principal
agente de risco. Essa espécie é responsavel
por causar granulomas multifocais em
Orgdos internos como baco, rins e figado,
levando a hiporexia, anorexia e morte

(SOTO et al., 2009a; SOTO et al., 2012).
Os micro-organismos pertencentes ao
género Francisella foram isolados pela
primeira vez em 1910, na Califérnia, nos
Estados Unidos da América (EUA) e
posteriormente, em 1922, descritos pelo
bacteriologista americano Edward Francis
(RYAN & RAY, 2004). Pertencem a familia
Francisellaceae, sio membros do grupo das y-
proteobactérias e sdo cocobastonetes gram-
negativos imdveis, alcool-acido-resistentes,
parasitas intracelulares, anaerobios
facultativos, ndo formadores de esporos

(SOTO et al., 2012; MARTINS et al., 2015).
A taxonomia do género Francisella
spp. esta em discussdo e revisdo. Atualmente, 5
espécies sdo reconhecidas: F. tularensis, F.
philomiragia, F. noatunensis, F. hispaniensis e
F. halioticida (OTTEM et al., 2009; HUBER
et al., 2010; BREVIK et al., 2011). A espécie

F. noatunensis compreende duas subespécies:
Francisella  noatunensis  noatunensis e
Francisella noatunensis orientalis (OTTEM et
al., 2009).

Segundo  Klinger-Bowen et al.
(2012), bactérias do género Francisella
isoladas de peixes ndo sdo reconhecidas
como sendo zoonoticas, significando que
estas ndo causam doenca em humanos.
Patogenia

Os mecanismos de patogenicidade
da Francisella noatunensis orientalis nao
sdo totalmente conhecidos. Esses micro-
organismos apresentam uma expressiva
taxa de infectividade e notavel habilidade
em persisitir no ambiente (SOTO et al.,
2015).

Em tilapias, a franciselose pode se
manifestar de forma aguda, apresentando sinais
clinicos discretos, porém com alta taxa de
mortalidade; ou como uma infeccdo sub-aguda
ou crbnica, com sintomas inespecificos tais
como anorexia, natacdo erratica, anemia e
exoftalmia. Em alevinos essa bactéria
apresenta alta infectividade e uma notavel
habilidade em persistir no ambiente ((SOTO et
al., 2015; SOTO et al., 2009b).

As lesBes mais comumente
encontradas em peixes acometidos por
franciselose sdo esplenomegalia,

granulomas afetando principalmente o
baco e rins, e de forma menos frequente o
figado, intestinos e musculo esquelético.
Nos granulomas esta contida uma mistura

de células epiteliais e macréfagos com
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um vacuolo citoplasméatico contendo
bactérias cocoides. As lesdes musculares
sdo  geralmente
infiltrativas (JEFFERY et al., 2010;
COLQUHOUN & DUODU, 2011;
CAMUS et al., 2013).

Estudos tem contribuido para um

granulomatosas e

melhor entendimento da atividade
imunoldgica da Francisella noatunensis e
dos fatores bacterianos envolvidos na
doenca. Tais pesquisas estdo relacionadas
com a caracterizagédo do
lipopolissacarideo e [B-glucano desse
micro-organismo isolado de tilapias
(KAY et al., 2006). Ha também estudos
de identificacdo de um anticorpo
especifico de resposta a um constituinte
ndo protéico de 20 kilodaltons,
provavelmente lipopolissacarideo, de
Francisella noatunensis  noatunensis
isolada de bacalhau (COLQUHOUN &
DUODU, 2011).

Bacteérias do género Francisella spp.
sdo capazes de penetrar a pele intacta ou
injuriada para induzir uma resposta
inflamatéria local, com formacdo de
papulas e ulceras in situ. Através de
dispersdo linfohematogénica, os agentes
conseguem invadir o tecido parenquimal
resultando na formacdo de granulomas e
abscessos (HSIEH et al., 2006).

Klinger-Bowen et al. (2012)
relataram que pode haver peixes com

granulomatose em surtos de outras doencas

que ndo a franciselose, ou seja, essa leséo
por si s6 ndo confirma a presenca de
Francisella nas tilapias.

Epidemiologia

Os primeiros relatos reconhecidos
de Francisella noatunensis orientalis em
tilapias (Oreochromis spp) aconteceram
em Taiwan em 1992 (CHEN et al., 1994;
CHERN; CHAO, 1994). Posteriormente,
esse micro-organismo foi identificado em
outras localidades como os Estados
Unidos da América (MAUEL et al.,
2005), America Latina (MAUEL et al.,
2007), mais especificamente na Costa
Rica (SOTO et al.,, 2009a), Indonésia
(OTTEM et al., 2009) e Inglaterra
(JEFFERY et al., 2010). Essa bactéria ja
foi relatada em outras espécies de peixes
na Califérnia e no Japdo, em peixes
importados da China (OSTLAND et al.,
2006).

No Brasil, os surtos de doenca
granulomatosa em tilapias tem ocorrido
desde 2012. Porém, o primeiro relato
confirmado de Francisella noatunensis
orientalis no pais foi descrito em 2014,
em 44 tilapias (alevinos e juvenis) com
sintomatologia clinica para franciselose,
cultivadas em sistemas de tanques-rede,
provenientes de surtos descritos em 5
regibes distintas do Estado de Minas
Gerais, Brasil (LEAL et al., 2014).

A Francisella noatunensis

orientalis é suspeita de persistir no
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ambiente mesmo sem a presenca de peixes
(SOTO ET AL., 2015). Um estudo
realizado por Soto et al. (2015) indicou a
formacdo de biofilmes desse micro-
organismo em até 24 horas apés a
inoculagdo em ambiente controlado, com a
agua em diferentes temperaturas e niveis
de salinidade.

Pelo fato da franciselose ser uma
doenca cronica na natureza e de alta
infectividade, a prevaléncia de peixes
infectados em uma populacéo pode ser alta
(ALFJORDEN; RUANE, 2015). Embora,
um estudo de Soto et al. (2013a) avaliando
a prevaléncia de Francisella noatunensis
orientalis em 827 tilapias da ilha de Oahu,
no Havai, obtiveram apenas 8 isolados
desse micro-organismo como resultado.
Diagnostico

A identificacdo de bacterioses em
peixes é realizada através da verificacdo dos
sinais clinicos, isolamento de bactérias,
técnicas bioquimicas e moleculares, como por
exemplo, reagdo em cadeia da polimerase
(PCR), em especial a PCR em tempo real
(gPCR), seguidas de sequenciamento. Para o
diagnostico  especifico e definitivo sdo
utilizados métodos baseados em analises de
sequenciamento da subunidade ribossomal 16S
RNAr (JANDA; ABBOTT, 2007). Esse
fragmento do DNA gendmico € conservado
entre as bactérias, o que permite a identificacdo
acurada entre as espécies de micro-organismos
presentes nas amostras (CLARRIDGE, 2004).

As vantagens na utilizagdo da PCR
para o diagndstico de doengcas como a
franciselose reside em sua capacidade de
amplificar uma sequéncia precisa de DNA de
forma répida e precisa, com elevada
sensibilidade e especificidade. Porém, ha
algumas limitagfes nessa metodologia. Para
que sejam sintetizados primers especificos,
deve-se conhecer a sequéncia de DNA a
amplificar; e ainda, a facilidade de
contaminacdo da amostra por DNA estranho, a
limitada extensdo da sequéncia passivel de
amplificagdo e a possibilidade de ocorrer
incorporagcdo errbnea de bases durante a
replicacio sdo desvantagens a serem
consideradas ao se adotar essa técnica (JORDE
et al., 2010).

A PCR é um método qualitativo e
como tal, é baseado na amplificacdo das
sequéncias-alvo seguidas por eletroforese em
gel de agarose para detectar o DNA
amplificado. Essa metodologia permite a
deteccdo dos produtos de reacdo apenas ao
final de todos os ciclos de termociclagem,
guando a amplificacdo do DNA-alvo encontra-
se saturada. Na PCR em tempo real (gPCR) o
que ocorre é a deteccdo ciclo a ciclo, o que
permite a verificacdo da expressdo génica entre
as amostras no inicio da fase exponencial de
amplificagcdo, onde ainda ndo ha saturagdo
(NASCIMENTO et al., 2010).

A técnica de PCR para a deteccao
de Francisella spp. em peixes e mamiferos
tem sido descrita por Jacob et al. (2011).

Kulkarni et al. (2011) isolaram esse género
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em bacalhau e Birkbeck et al. (2007) em
diferentes espécies de Salmdo no Chile,
utilizando essa mesma metodologia.

O diagndstico de Francisella spp.
por PCR tem sido indicado em lotes em
quarentena para posterior introducdo de
novos peixes no plantel. Isso tem
contribuido na prevencdo de surtos de
franciselose em tilipias (KLINGER-
BOWEN, 2012). Segundo Camus et al.
(2013) para que ndo ocorra prejuizo na
eficacia do teste de PCR para o diagnostico
de Francisella sp., as amostras de tecidos
ndo devem ser enviadas fixadas em formol.
Porém, em casos em que a cultura desses
micro-organismos em meio especifico se
torna invidvel, estes autores sugerem o
desenvolvimento de novos protocolos de
PCR no intuito de validar essa metodologia
em tecidos fixados em formol.

Para a identificacdo de Francisella
noatunensis orientalis em tilapias, a
utilizacdo de gPCR (SOTO et al., 2013b)
tem sido descrita. No caso desta ultima,
sua utilizacdo para identificacdo de outras
espécies anteriormente descritas como
sendo Francisella piscicida, ja foi relatada
por Ottem et al. (2008).

Ruane et al. (2015) investigaram
um surto de doenca granulomatosa em
bacalhau utilizando a técnica de qPCR e
identificaram  bactérias do  género

Francisella como sendo a causa do surto.

Soto et al. (2012) confirmaram a
presenca de Francisella noatunensis
subespécie  orientalis e  Francisella

noatunensis  subespécie  noatunensis,
utilizando o método de QgPCR para
deteccdo do crescimento  bacteriano
intracelular no locus C (iglC) em tecidos
de peixes de diferentes espécies.

A identificacdo de Francisella spp.
através da identificacdo da subunidade 16S
RNA ribossomal tem sido estudada
(JEFFERY et al., 2010). Brett et al.
(2014) investigaram um surto de
bacteremia em humanos em Louisiana nos
Estados Unidos. Os resultados do
sequenciamento apontaram a Francisella
novicida como agente causador da doenca.
Os autores realcam a importancia desse
método para a diferenciacdo do diagnostico
de doenca causada por Francisella
novicida e Francisella tularensis em
humanos.

O sequenciamento da porcdo 16S
do ribossomo tem sido utilizado como
ferramenta de deteccdo de Francisella
noatunensis orientalis (JEFFERY etal.,
2010) Lin et al. (2015) isolaram esse
micro-organismo no sul da China, através
dessa metodologia, em uma investigacao
de doenca granulomatosa em tilapias.
Nguyen et al. (2015) também utilizaram
essa metodologia para a deteccdo dessa

bactéria em 10 peixes clinicamente
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doentes, oriundos de duas fazendas de
cultivo de tilapias na Tailandia.
Controle e prevencao

Atualmente, ndo ha vacinas comerciais
disponiveis para a prevencdo da franciselose
em peixes (SOTO et al., 2013b). Algumas
empresas estdo trabalhando no
desenvolvimento de vacinas para a doenca.
Testes estdo sendo realizados em bacalhau na
Noruega, mas ainda sem resultados
satisfatorios (COLQUHOUN  &DUODU,
2011).

Peixes acometidos por Francisella
noatunensis orientalis tendem a ndo se
alimentarem, por esse motivo, € indicado o uso
de antibi6ticos como medida profilatica, sendo
a administracdo dos farmacos realizada dias
antes da diminuicdo da temperatura da agua,
antecipando assim uma provavel infeccdo
(KLINGER-BOWEN, 2012). Por outro lado, o
uso de antibidticos para tratamento da
franciselose pode ndo oferecer efeito
satisfatorio e duradouro, uma vez que a
bactéria é intracelular, a doenca é caracterizada
por alta prevaléncia e transmissibilidade, baixa
dose infectante e causa inapeténcia em peixes
severamente infectados (COLQUHOUN &
DUODU, 2011).
demonstram que a oxitetraciclina (CHERN;
CHAO, 1994) e a tetraciclina (MAUEL et al.,
2005; OSTLAND et al., 2006) demonstraram

certo grau de eficacia para o tratamento da

Porém, alguns estudos

franciselose. Soto et al. (2011) verificaram a
eficiéncia do florfenicol no tratamento de
tilapias juvenis experimentalmente infectadas

com Francisella spp. e observaram uma

eficiéncia de 100 % no grupo tratado ap6s 30
dias do desafio, enquanto que no grupo
controle, que ndo recebeu o medicamento, a
mortalidade nesse periodo foi de 70 %.

A FDA (United States Food and Drugs
Administration) permite o uso de trés
antibiéticos em ragdo de peixes: Florfenicol,
Oxitetraciclina e Sulfadimetoxina/ormetropim
(FDA, 2016). No Brasil, a Instrugdo Normativa
n° 13 de 15 de julho de 2015 (BRASIL, 2015)
dispbe sobre o Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes para as cadeias de
carnes e estabelece os limites maximos de
residuos de antimicrobianos que podem estar
presentes na carne de peixes de cultivo. Nessa
normativa, dentre os antibidticos relacionados,
constam os autorizados pelo FDA com seus
respectivos limites residuais permitidos na
carne dos peixes e ndo ha descricdo nesta
legislacdo de proibicdo do uso dos mesmos.

Os imunoestimulantes sao

substancias  quimicas, sintéticas ou
biolégicas que atuam no sistema imune
especifico, aumentando a atividade
fagocitica e bactericida das células de
defesa, melhorando a resisténcia do peixe a
doencas infecciosas. Seu uso pode ser uma
interessante alternativa a ser aplicada nas
boas praticas de manejo no intuito de
reduzir ou ndo utilizar antimicrobianos no
ciclo de producdo de tilapias
(BRICKNELL & DALMO, 2005).

A eficacia dessas préaticas esta
diretamente relacionada a qualidade sanitaria

dos peixes comercializados. A conscientizagdo
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dos produtores em relacdo aos riscos e da
importancia desse manejo preventivo sdo de
suma importancia na garantia da salde da
populagéo.
Consideracoes finais

Mais estudos devem ser realizados
no intuito de melhorar o conhecimento a
respeito da importancia da Francisella spp.
em criatorios de tilapias no Brasil, a
compreensdo de sua patogenia e O
aprimoramento das técnicas moleculares
de diagnostico para que as autoridades

possam tomar as medidas cabiveis para o
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