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Brain injuries and haemato-immunological profile in Oreochromis niloticus after ingestion
of feed infected with Streptococcus agalactiae

Marco Shizuo Owatari *; Mauricio Laterca Martins 2; José Luiz Pedreira Mourifio 3

Resumo: O objetivo do estudo foi avaliar o tecido cerebral e 0 sangue de tilapia-do-nilo
apos ingestdo de racdo contaminada por Streptococcus agalactiae. 90 peixes foram alocados
em seis unidades experimentais, sendo quatro tratamentos e duas unidades controle, totalizando
15 animais por tanque. Os peixes receberam o indculo bacteriano via ragdo infectada, com um
volume de 100 pL g ragdo ! [10° UFC], enquanto os peixes do grupo controle receberam a
mesma racdo, sem o inoculo bacteriano. Foram realizadas duas coletas de amostras biologicas.
A primeira coleta ocorreu no sétimo dia p6s-infeccdo e a segunda coleta no décimo quarto dia
pos-infeccdo. Amostras de tecido do cérebro e aliquotas de sangue foram coletadas de 24 peixes
por tratamento para analises histoldgicas e hematoimunoldgicas. As analises histolégicas do
presente estudo revelaram que no tecido cerebral a intensidade das lesfes ndo se altera entre 0
sétimo e o décimo quarto dia. Na hematoimunologia, houve alteracGes significativas entre o
sétimo e o décimo quarto dia na CHCM, no hematdcrito, no nimero de trombécitos e
neutréfilos, bem como na quantidade de lisozima.
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Abstract: The aim of the study was to evaluate the brain tissue and blood of Nile tilapia
after ingestion of feed contaminated by Streptococcus agalactiae. 90 fish were allocated in six
experimental units, four treatments and two control units, totalling 15 animals per tank. The
fish received the bacterial inoculum via infected feed, with a volume of 100 uL g feed - [10°
CFU], while the fish in the control group received the same feed, without the bacterial
inoculum. Two collections of biological samples were performed. The first collection on the
seventh post-infection day and the second collection on the fourteenth post-infection day. Brain
tissue samples and blood aliquots were collected from 24 fish per treatment for histological and
hemato-immunological analyses. The histological analyses of the present study revealed that in
the brain tissue the intensity of the lesions does not change between the seventh and fourteenth
days. In hemato-immunology, there were significant changes between the seventh and
fourteenth day in CHCM, in haematocrit, in the number of thrombocytes and neutrophils, as
well as in the amount of lysozyme.
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Introducéo

O cérebro dos peixes teledsteos
possui muitas semelhangcas com o
cérebro humano em sua composicdo
béasica, porém, é diferente em forma e
complexidade (ROBERTS, 2012). A
tilapia-do-nilo tem contribuido para o
desenvolvimento da oferta mundial de
alimentos desde os tempos remotos do
antigo Egito e continua sendo uma
importante espécie cultivada em agua
doce. E considerado um peixe muito
resistente a doengas bacterianas quando
comparado as demais espécies de peixes.
No entanto, a tilapia é suscetivel as
doengas bacterianas. As infeccbes por
Streptococcus agalactiae tornaram-se
um grande problema no cultivo,
causando sérios prejuizos econémicos
(AMAL & ZAMRI-SAAD, 2011;
TAVARES-DIAS & MARTINS, 2017).

Streptococcus agalactiae é um
dos patdgenos mais importantes na
aquicultura em todo o mundo
(PRIDGEON & KLESIUS, 2012).
Portanto, acOes para o0 controle e
mitigacdo da estreptococose tém sido
constantemente estudadas em todo o
mundo (YANONG & FRANCIS-
FLOYD, 2002; SUN et al., 2016; SOTO
etal., 2016; ZHANG et al., 2018). Além

disso, o S. agalactiae € um importante
patdgeno com potencial zoonoético, ou
seja, pode afetar tanto os humanos
quanto 0S animais
(SUANYUK et al., 2008), ameacando a

seguranca e a saude dos trabalhadores da

aquaticos

pesca, industria processadora e eventuais
consumidores de peixes contaminados
(SUN et al., 2016).

Os micro-organismos
patogénicos podem causar doencas e
geralmente infectam o hospedeiro
através da boca, poros urogenitais ou
através de lesbes que rompem a barreira
cutanea (ROBERTS, 2012). Assim, a
presente pesquisa teve como objetivo
avaliar e divulgar os consequentes danos
aos tecidos cerebrais e alteracGes
hematoimunoldgicas em tilapia-do-nilo
apo6s a ingestdo de racdo contaminada
com S. agalactiae.

Material e Métodos
2.1 Delineamento experimental

Todos o0s procedimentos de
manipulacdo e eutandsia dos peixes
foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA/UFSC
9594280417) utilizando eugenol (75 mg
L) para anestesia. Um total de 90
alevinos de tilapia-do-nilo com peso

médio de 45 g foram distribuidos em 6
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unidades experimentais de 90 L cada,
com 15 peixes por tanque. As unidades
experimentais foram dispostas em uma
estufa iluminada com fotoperiodo
natural. Foi utilizada racdo comercial
(40% proteina bruta) capaz de atender as
exigéncias nutricionais dos alevinos. Os
peixes foram alimentados quatro vezes
ao dia durante o periodo de aclimatacéo.
Os parametros da agua foram mantidos
em: temperatura 28,12+1,41°C; pH
7,18+0,22; amonia total 0,25+0,50 mg
L', nitrito 0,100,100 mg L
alcalinidade 33,15+10,25 mg CaCO3 L!
e oxigénio dissolvido 6,50+0,55 mg L
em condicBes de conforto para tilapia
(POPMA & LOVSHIN 1996).
2.2 Infecgdo experimental com ragdo
contaminada

A alimentacgéo foi embebida com
indculo bacteriano vertido diretamente
nos pellets em um recipiente plastico e
foi realizada com dosagem de 100 uL g
feed! [10° UFC] previamente definido
em DLso. Os peixes foram alimentados
apenas uma vez com a racdo contendo o
patogeno, na frequéncia de quatro vezes
ao dia, de acordo com 0 manejo
alimentar proposto. A racdo foi oferecida
cuidadosamente para que todos os peixes
tivessem a oportunidade de capturar as
particulas da racdo. O indculo bacteriano
foi inserido na ragdo dez minutos antes

do manejo alimentar. O controle

negativo foi composto em duplicata, e 0s
animais  alimentados com  ragdo
embebida em solucgéo salina tamponada
com fosfato (PBS). A temperatura da
agua nos tanques foi gradualmente
aumentada para 31°C com aquecedores
termostaticos. Durante o0  desafio
experimental os  peixes  foram
constantemente monitorados entre zero e
336 h pos-infecgdo. Os sinais clinicos
foram observados e descritos, e as
mortalidades contadas ao longo do
periodo.
2.3 Analise histolégica

Para avaliacdo histologica, foram
coletados fragmentos de tecido do
cérebro de 24 peixes do grupo infectado;
12 peixes no setimo e 12 peixes no
décimo quarto dia ap6s a infec¢cdo, bem
como o grupo controle, a fim de
estabelecer uma amostra de peixes
saudaveis. As amostras foram fixadas em
formalina tamponada 10%, lavadas e
desidratadas em serie crescente de alcool
etilico, clarificadas em xilol e embebidas
em parafina a 60 °C para serem fatiadas
em cortes de 4um (micrétomo PAT-54
MR10) e coradas com hematoxilina-
eosina (H & E). Posteriormente, as
laminas foram preparadas em meio
Entellan® e analisadas pelo microscopio
de contraste de interferéncia de fase Axio
Imager A.2 (DIC) com o software Zen
Pro (Zeiss, Gottingen, Alemanha).
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Para todos os Orgdos, foram
atribuidos  valores para alteracdo
histolégica, de acordo com o grau de
intensidade; O (auséncia de alteragdo), 1
(alteracdo leve, correspondendo a < 25%
da area do tecido), 2 (alteracdo
moderada, 25% a 50% da area do tecido)
e 3 (alteracdo grave, > 50% da area do
tecido), de acordo com o0 método descrito
por Schwaiger et al. (1997) e Brum et al.
(2018).

2.4 Analise hematoimunologica

Para a analise hematoldgica, foi
coletado sangue de 24 peixes do
tratamento; 12 peixes no sétimo e 12
peixes no décimo quarto dia apds a
infeccdo, bem como o grupo controle
para estabelecer uma amostra de peixes
saudaveis. A coleta de sangue foi
realizada por punc¢éo do vaso caudal com
seringas de insulina revestidas com
solugéo HEMSTB
(EDTA K2 15 gdL™!') para contagem

total de eritrocitos e contagens

anticoagulante

diferenciais da série branca de acordo
com os protocolos de Ranzani-Paiva et
al. (2013), Ishikawa et al. (2008) e
Ranzani-Paiva et al. (2013). A
concentracdo de hemoglobina foi
analisada pelo método da
cianometahemoglobina  descrito  por
Collier (1944). O volume corpuscular
médio (MCV) e a concentracdo média de
hemoglobina  corpuscular (MCHC)

também foram calculados (Wintrobe,
1934).

As anélises imunoldgicas foram
realizadas com aliquotas de sangue
coletadas com seringa sem
anticoagulantes, dos mesmos peixes
descritos anteriormente. O sangue foi
centrifugado a 1400g por 10 min para
retirada do soro e armazenado a -20 °C
para analise imunoldgica de proteina
total (LabTest®), concentracdo de
imunoglobulina total (AMAR et al.,
2000) e titulo de atividade aglutinante
(SILVA et al., 2009). Para verificar a
atividade antimicrobiana sérica, um
indculo de S. agalactiae foi cultivado em
meio de cultura caldo BHI (HiMedia,
india) a 32 °C por 24 h, preparado na
concentracdo de 0,5 na escala de
McFarland e diluido em meio caldo
pobre (PB) 100.000 vezes. A diluicdo
seriada do soro em meio PB foi realizada
na proporgdo de 1:2 até o 12° pogo. Para
controle positivo e branco, a solucao
salina foi diluida em PB da mesma forma
que o soro. Por fim, 20uL da suspensao
bacteriana foram adicionados a cada
poco da amostra de soro diluida e do
controle  positivo. A microplaca
contendo S. agalactiae foi incubada a 32
°C por 24 h. O crescimento dos
microrganismos foi determinado
visualmente pela observagdo da

formacé&o de um botéo no fundo do pogo.
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2.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada
com o software Statistica 13.0 (Statsoft
Inc., EUA). As

comparadas pelo teste de Levene para

médias  foram
verificar a homocedasticidade e, em
seguida, o teste de Shapiro-Wilk foi
usado para avaliar a normalidade dos
dados. Os dados sem homogeneidade
foram transformados em log10 (x + 1).
Em seguida, os dados foram submetidos
a andlise de variancia unifatorial e as

médias separadas pelo teste de Tukey.

Os dados

submetidos a analise de varidncia

imunolégicos  foram
bifatorial quando verificadas diferencas

significativas, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey.
Resultados

A anélise histoldgica revelou a
evolucdo da septicemia no orgdo. No
cérebro, observou-se estabilidade nas
lesOes, ou seja, a intensidade manteve-se
estatisticamente igual entre o sétimo e o

décimo quarto dia (Tabela 1).

Tabela 1: Avaliacdo histoldgica no tecido cerebral de tilapia-do-nilo ap6s ingestdo de racdo
infectada com Streptococcus agalactiae. Fragmentos de tecido do cérebro de 24 peixes foram analisados
no sétimo e décimo quarto dia. Para todos os érgdos foram atribuidos valores de alteragdo histoldgica de
acordo com o grau de intensidade; 0 (auséncia de alteracdo). 1 (alterac&o leve, correspondendo a < 25% da
area tecidual). 2 (alteragdo moderada, 25-50% da area do tecido) ¢ 3 (alteracao grave, > 50% da area do
tecido), conforme método descrito por Schwaiger et al. (1997). (*) indicam diferenca significativa entre os

grupos (p < 0,05).
Alteracdes 7° dia 14° dia Controle P (value)
Degeneracéo e necrose 2,00+0,19 1,70+0,21 1,33+0,33 0,2477
Reducao de células granulares 0,00 0,00 0,00
Perda de neurdpilo 0,00 0,00 0,00
Edema intracelular* 1,60+0,16% 2,38+0,262 1,33+0,33" 0,0294
Vacuolizagao 1,8740,35 1,50+0,22 1,00+0,00 0,1663
Perda corpusculo de Nissl* 2,150,292 1,33+0,15° 0,3340,33° 0,0027
Encefalite* 1,87+0,35? 1,70+0,30? 0,00P 0,0188
Meningite* 2,12+0,29° 1,88+0,39% 0,00° 0,0291
Granuloma 0,00 0,00 0,00
Degeneracdo/necrose neural 1,87+0,22 1,40£0,16 1,00£0,00 0,0575
Gliosis 2,00+0,27 1,7040,21 2,00+0,57 0,6793

O edema intracelular, embora
mais intenso no décimo quarto dia, ndo
foi significativamente diferente (p >
0,05) do sétimo dia. Porém, diferente (p

< 05) do grupo controle.

Da mesma forma, a meningite foi
numericamente mais intensa no sétimo
dia, mas sem diferenca estatistica (p >
0,05) a partir do décimo quarto dia
(Figura 1l e 2).
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Figura 1: Alteracdes histoldgicas no tecido cerebral de tilapia-do-nilo (peso médio de 45
g) no sétimo dia apos ingestdo de racdo infectada com S. agalactiae. Em a, b, c, d, e
(infectados); f (grupo controle). a: Degeneragdo e necrose de neurdnios no tectum do
mesencefalo (seta preta). b: grave degeneragdo e necrose (circulo preto), vacuolizagdo
citoplasmatica (seta preta), meningite e encefalite com infiltrados de células
mononucleares (ponta de seta preta). c: vacuolizacdo citoplasmatica (ponta de seta preta),
degeneracgéo e necrose severas (Seta preta), gliose severa (quadrado preto). d: Meningite
e encefalite com infiltrados de células mononucleares (seta preta), congestdo severa e
areas hemorréagicas (circulo preto). e: degeneracgdo e necrose grave (seta vermelha), perda
do corpo de Nissl (seta preta), degeneragdo e necrose de neurbnios no tectum do
mesencéfalo (ponta de seta preta), gliose grave (quadrado preto). f: meningite leve (seta
preta). Coloragdo H&E. *Gliose = tecido cicatricial no cérebro.
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Figura 2: Alteragdes histoldgicas no tecido cerebral da tilapia-do-nilo (peso médio de 45
g) no décimo quarto dia apds ingestdo de ragdo infectada com S. agalactiae. Em a, b, c,
d, e (infectados); f (grupo controle). a: Degeneracdo e necrose leve/média no toro
longitudinal, teto do mesencéfalo e toro semicircular (seta preta). b: Vacuolizacdo
citoplasmatica fraca/média (seta preta), degeneracdo e necrose no teto do mesencéfalo
(ponta de seta preta). c: congestdo intensa e areas de sangramento (circulo preto). d:
meningite leve/moderada com infiltrados eosinofilicos (seta preta), congestdo grave e
areas hemorragicas (circulo preto). e: degeneracdo fraca/média e necrose no toro
longitudinal e toro semicircular (circulo preto), edema intracelular fraco/médio no teto do
mesencéfalo (quadrado preto), perda generalizada do corpo de Nissl (seta preta) e
degeneracdo e necrose moderadas de neurdnios na medula espinhal (seta preta). f:
vacuolizacdo citoplasmatica fraca/média (seta preta) e gliose fraca/média (quadrado
preto). Coloracdo H&E.

Na analise hematoimunologica, generalizada, caracterizada por

encontramos um perfil de hemopatia alteracbes no sangue. Foi observada
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reducdo significativa na quantidade de
hemoglobina no sangue dos peixes
infectados, bem como leucopenia e
monocitose em ambos os tempos de

amostragem quando comparados aos

peixes do grupo controle. MCHC,
hematdcrito, trombacitos, neutrofilos e
lisozima  foram  significativamente
diferentes entre o sétimo e o décimo

quartos dias (Tabela 2).

Tabela 2: Parametros hematoimunoldgicos (média + desvio padrdo) de juvenis de tilapia-do-nilo (peso
médio 45 g) no sétimo e décimo quarto dia ap0s a ingestdo de racdo infectada com Streptococcus
agalactiae. VCM = volume corpuscular médio. CHCM = concentracéo de hemoglobina corpuscular média.
MIC = concentragdo inibitéria minima; MBC = concentragdo bactericida minima. (*) indicam diferenca

significativa entre os grupos (p < 0,05).

Hemograma 14° dia Controle P (value)
Hemoglobina (g dL /) * 8,31+0,69"  7,78+0,43"  13,50+0,50°  0,0002
VCM (fL) 171,96+6,95 158,19+30,74 157,57+35,67 0,8952
CHCM (gdL ™) * 33,47+3,12° 50,1745,15*  50,91+6,98°  0,0221
Hematdcrito (%) * 25,83+1,50° 17,33+1,54°  27,33+2,96°  0,0009
Eritrécito (x 10° puL7) 1,51+0,08  1,300,13 1,57+0,16 0,3312
Trombdcito (x 103 uL~') * 38,38+8,82° 69,92+11,05° 49,00+8,22°  0,0416
Leucdcito (x 10% uL ') * 31,86+6,70° 19,91+3,34° 5565+13,25*  0,0192
Neutrofilo (x 103 uL™ 1) * 9,56+3,28%  2,38+1,43" 2,04+0,62° 0,0437
Linfocito (x 10% uL™") 53,19+#8,12  50,31+5,90 73,08+6,96 0,3442
Mondcito (x 10° uL ') * 15,72+4,65° 14,33+2,50°  3,55+1,05°  0,0469
Proteina sérica total (mg mL™/) 41,07+£2,96  37,70+3,16 36,90+1,05 0,6252
Imunoglobulinas (mg mL~7) 26,52+2,30  23,70+1,96  22,98+154  0,4365
Lisozima (ug mL~/) * 2,22+0,92°  0,97+0,38°  3,72+0,50*  0,0462
Titulo de aglutinacao (logz (x + 1)) 4,58+0,41 5,08+0,29 5,58+0,00 0,1622
MIC (%) 3,83+0,25  3,58+0,00 3,58+0,00 0,4633
MBC (%) 2,83+0,48 3,58+0,00 3,25+0,33 0,3192
Discussdo lesbes, além de sugerir ou mesmo
Surtos de mortalidade por confirmar, a causa da afeccdo

Streptococcus agalactiae continuam a
causar perdas econémicas significativas
na tilapicultura mundial (ZHANG et al.,
2018).

tecidos de o¢rgdos de peixes sdo

LesGes histopatoldgicas em

constantemente descritas por
pesquisadores, pois, sdo capazes de
informar a

natureza, gravidade,

extensdo, evolucdo e intensidade das

(SCHWAIGER etal., 1997; RIBEIRO et
al., 2011, AGAMY, 2012;
TATTIYAPONG et al., 2017; JESUS et
al., 2021).

As exotoxinas secretadas por S.
agalactiae podem danificar celulas

sanguineas ou tecidos de Orgdos,
interferindo diretamente nas respostas

imunes, causando danos fisioldgicos ao
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hospedeiro (ZHANG et al, 2018;
PALANG etal., 2020). A lise das células
eucarioticas é a funcdo primaria dessas
toxinas durante a doenca bacteriana.
Sabe-se que bactérias, como as do
género Streptococcus, podem colonizar
0 intestino utilizando uma estratégia
caracteristica de bactérias patogénicas,
denominada injectossoma, na qual
transferem  proteinas efetoras aos
enterdcitos presentes no revestimento
intestinal. Essas proteinas permitem a
adesdo e colonizacdo do patégeno nos
enterécitos (TWETEN & CAPARON,
2005; PAL et al., 2019). Uma vez que
tais exotoxinas entram em contato com o
trato digestivo dos animais, promovem a
proliferacdo do patdgeno por todo o
organismo do hospedeiro, promovendo
uma resposta inflamatoria sistémica,
comprometendo 6rgdos importantes,
como o cérebro.

@) diagndstico
hematoimunoldgico do sétimo dia
revelou que os peixes infectados
apresentaram uma resposta inata aguda
contra o patdgeno, comprovada pela
reducdo significativa de leucocitos, que
atuam diretamente na defesa do
organismo (RANZANI-PAIVA et al.,
2013; FAZIO, 2019), bem como, na
guantidade de hemoglobina, indicando
uma reducgdo nos niveis de oxigénio nos

orgéos dos animais.

Concomitantemente, foi  observado
aumento significativo das linhagens de
neutréfilos e mondcitos, o que pode ser
explicado pela necessidade de promover
0 equilibrio do organismo por meio de
uma resposta coordenada para eliminar o
patdgeno, migrando para o0s focos
inflamatorios, e assim, atuando nos
processos de fagocitose. Além disso, 0s
mondcitos possuem vocagdo citotoxica
inespecifica, desencadeando um
aumento da atividade fagocitica de
antigenos bacterianos, induzida pela
liberacdo de fatores ativadores de
macrofagos por meio da inoculagdo de
patdbgenos mortos ou seus produtos
(THRALL, 2007; ROBERTS, 2012;
FAZI0, 2019).

A lisozima é uma enzima
altamente potente contra bactérias
porque quebra suas paredes celulares.
Em peixes, é encontrado em células
fagociticas, soro e muco (ROBERTS,
2012). Em bactérias Gram-positivas, a
lisozima promove a lise celular alterando
as propriedades das estruturas da
superficie celular, quebrando a ligacao
glicosidica entre o 4cido  N-
acetilmuréamico e a N-acetilglicosamina
no peptidoglicano bacteriano, um
importante componente da parede
celular (SAHOO et al., 2012, GONG,
2014). Como marcador de doenga, a

atividade de lisozima sérica, que é um

9
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dos mecanismos de defesa mais
fundamentais contra infeccGes, pode ser
descrita como um marcador potencial de
atividade de mondcitos/macrofagos
(SAHOO et al., 2012). Essa informacéo
corrobora os achados imunolégicos do
presente estudo, que revelou uma
quantidade estavel de lisozima no sétimo
dia, porém bastante reduzida no décimo
quarto dia, indicando que os animais
estavam passando por um processo de
imunossupressao, ou seja, 0
enfraguecimento do sistema
imunoldgico ap6s uma resposta aguda
nos primeiros dias apés a infeccao.
Atualmente, existe um consenso
universal sobre a importancia da
prevengdo e controle de patdégenos na
producdo de peixes. Uma das estratégias
de controle é conhecer os organismos
patogénicos com 0s quais estamos
lidando, os mecanismos de acéo, ciclo de
vida, metabolismo, respostas a estimulos
e sua evolucdo e assim intervir de forma
mais eficiente no controle da doenca. A
utilizacdo de racdo infectada para
administrar o patégeno é um modelo
experimental que pode ser utilizado,
porém  os sinais  clinicos da
estreptococose sdo tardios, podendo
aparecer apenas a partir do quinto dia

pos-infeccdo.

Concluséo

O cérebro da tilapia foi
consideravelmente danificado quando os
peixes receberam alimentos
contaminados com a  bactéria
Streptococcus agalactiae. Além disso, o
hemograma pode expressar diferentes
condicdes de acordo com o periodo de
amostragem.
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