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Yersiniose em Trachinotus marginatus (pampo). Diagnoéstico histopatolégico
e imuno-histoquimico
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RESUMO

Descreveu-se um surto de yersiniose em uma criacdo de pampo Trachinotus marginatus estudado no
Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha da Universidade Federal do Rio Grande. A enfermidade
manifestou-se por transtornos natatdrios, exoftalmia com panoftalmite e pela classica boca vermelha,
nome pelo qual se denomina “enfermidade da boca vermelha” (EBV). Na necropsia, foram observados
focos de hemorragia peritoneal, esplenomegalia e hepatomegalia. Microscopicamente, foi observada
panoftalmite com infiltrados inflamat6rios densos que afetavam quase todas as estruturas oculares. Esses
infiltrados estavam constituidos por granulécitos, linfocitos, macréfagos e células granulares eosinofilicas.
No exsudado, observaram-se estruturas pequenas, pouco coradas, de aspecto bacteriano Gram negativo. O
estudo imuno-histoquimico, que se utilizou de um anticorpo monoclonal anti-Yersinia ruckeri, resultou
positivo. Este é o primeiro surto conhecido de yersiniose em Trachinotus marginatus no Brasil.
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ABSTRACT

In the “Laboratorio de Piscicultura Estuarina e Marinha da Universidade Federal do Rio Grande” the
rearing of Trachinotus marginatus (pompano) is studied, and in one of these rearing a yersioniosis
outbreak occured. The disease was manifested by swimming disturbances, exophthalmia with
panophthalmitis and the classic red mouth, (red mouth disease (RMD). The necropsies revealed focus of
peritoneal hemorrhage, esplenomegaly and hepatomegaly. Microscopically a panophthalmitis with dense
inflammatory infiltrates was observed, which affected almost all ocular structures. These infiltrates were
constituted by granulocytes, lymphocytes, macrophages and eosinophylic granular cells (ECG), in the
exudates small structures less colored with Gram negative bacteria aspect were observed. The
immunohistochemical, which used a monoclonal antibody anti — Yersinia ruckeri was positive. The RMD
is caused by enterobacteria Gram negative, which affects both freshwater and saltwater fish, with
predominance in salmonids. This is the first known yersiniosis outbreak in Trachinotus marginatus in
Brazil and it is necessary to keep this disease in mind at the moment of rearing fish of this species.
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INTRODUCAO

A enterite da boca vermelha (EBV) é uma
enfermidade infecciosa cujo agente etioldgico € a
bactéria Yersinia ruckeri. Essa enfermidade foi
primeiramente  descrita para  salmonideos,
podendo apresentar infecgdes em outras espécies
(McArdle e Dooley-Martin, 1985). Desde que
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Rucker (1966) descreveu a enfermidade em
Idaho, nos EUA, vérios surtos tém sido
reportados em pisciculturas nos Estados Unidos,
no Canada e na Europa, resultando em grandes
perdas para a salmonicultura (Rodgers, 1991a).

Atualmente, uma grande variedade de espécies
de peixes, tanto de &guas continentais como
marinhas, sdo criadas em todo o mundo. De
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acordo com a FAO (2010), a aquicultura ¢ uma
atividade em expansdo, obtendo-se taxas de
crescimento ao redor de 8% ao ano. A criagdo de
espécies do género Trachinotus adquiriu impulso
no estado da Flérida e em outras areas do Golfo
do México pertencente aos Estados Unidos, na
década de 60. O interesse por sua criagdo esta
baseado em seu rapido crescimento, bom preco e
aceitacdo no mercado consumidor. No Brasil, a
espécie alvo de estudo é o pampo Trachinotus
marginatus (Sampaio et al., 2003; Chaves et al.,
2006; Costa et al., 2008; Cunha et al., 2009;
Okamoto et al., 2009).

A EBV é principalmente uma enfermidade da
truta arco-iris, no entanto outros salmonideos,
como o salmdo do Atlantico, podem apresentar a
mesma doenga. Ainda, tem-se descrito a infeccéo
por essa bactéria em outras espécies, como, por
exemplo, em enguias, percas, gobideos, esturjdes,
linguados e carpas (Stoskopf, 1993). A EBV, néo
foi descrita para essa espécie, entretanto nao
existe razdo para que 0s pampos nao se infectem.
A transmissdo da enfermidade é principalmente
por via horizontal, durante sua fase de
desenvolvimento em &gua doce. A infectividade
do agente pode perpetuar-se e alcancar outros
hospedeiros, tais como peixe ou crustaceos
silvestres. Estes vetores podem, por sua vez,
transmitir o agente infeccioso para 0s peixes
posteriormente, durante sua producdo em agua
salgada (Rodgers, 1991a).

A fase aguda da enfermidade caracteriza-se pela
alta letalidade em razdo do aparecimento de
septicemia. As taxas de mortalidade s&o
proporcionalmente maiores quanto menor for a
idade (tamanho) dos peixes (Rodgers, 1991b).
Nos peixes adultos, o quadro manifesta-se como
uma infec¢do crbnica, e os sinais clinicos sdo
congestdo capilar e venosa do cérebro e dos
vasos oculares. LesGes hemorragicas sdo
observadas nos 6rgdos internos, no musculo, no
intestino e e m toda superficie corporal. A
tonalidade avermelhada na boca do peixe, de
onde deriva 0 nome dessa patologia, € um sinal
observado com baixa frequéncia, uma vez que
parece manifestar-se tardiamente, nos 0ltimos
estagios da fase crénica da enfermidade.

A mortalidade devido a EBV, na maioria dos
casos, inicia-se entre o quinto e o décimo dia do
contato com a bactéria. O estado sanitario dos
animais também influencia, visto que o estresse
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pode acelerar ou tardar o surto da enfermidade
(Fuhrmann et al., 1983; Avci e Birincioulu,
2005).

O objetivo deste trabalho foi relatar um surto de
yersinose em Trachinotus marginatus em cria¢do
de peixes.

CASUISTICA

Foram estudados seis exemplares de T.
marginatus oriundos da Estacdo Marinha de
Aquacultura — FURG. Os peixes foram,
involuntariamente, submetidos a luminosidade
intensa com lampadas e tubos fluorescentes de
480nm durante 24 horas. Os animais foram
anestesiados com benzocaina a 5%, e a necropsia
foi realizada de acordo com Romano (1987).
Foram coletados cérebro, rins, figado, intestino,
baco e coracdo. Os tecidos foram fixados em
formol tamponado 10%. Todas as amostras
foram processadas em equipamento automatico
Bavimed 2050, e sua inclusdo feita em paraplast.
Os blocos foram cortados em espessura de 3 em
micrétomo Leica-M123. Os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina, PAS, tricromio de
Masson, reticulina de Gomori, Giemsa, Gram,
Grocott, Fite-Faraco — modificado por Parisot e
Decker — e alcian blue. As microfotografias
foram obtidas por microscopio Olympus B201
com sistema PM20.

A imunodeteccdo foi realizada com anticorpo
policlonal feito em coelhos imunizados com Y.
ruckeri mortas e foi ressuspendida em Freund
(CIMAE, Argentina). As laminas histoldgicas
foram incubadas por 20 minutos em tampao Tris
com 0-3% H,0, e, posteriormente, incubadas em
soro suino diluido em tampdo fosfato (PBS) 1:5
por 30 minutos. Em seguida, foram incubadas
com o anticorpo policlonal anti-Y. ruckeri
diluido em PBS a 1:1500.

O segundo anticorpo foi um anti-imunoglobulina
de coelho feito em suinos (Dako, Argentina)
diluido em PBS 1:20. O tempo de incubagdo do
segundo anticorpo foi de 30 minutos. Foi
também utilizado um complexo peroxidase-
antiperoxidase (PAP) (Dakopatts) diluido em
PBS durante 30 minutos. Como cromdgeno, foi
utilizada a diaminobenzidina em H,0, al 0,03%,
e a intensidade da coloracdo foi controlada.
Quando atingiu a reacdo esperada, ela foi parada
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por meio de lavagem em dagua corrente. Como
corante de contraste, foi utilizado o verde luz.

DISCUSSAO

Como antecedente, deve-se recordar que 0s
peixes estiveram expostos a uma luminosidade
intensa, com lampadas e tubos fluorescentes de
480nm, durante 24 horas, 0 que causou estresse
luminoso. Clinicamente os animais apresentaram
poucos transtornos e bons reflexos ao som. Em
alguns exemplares, havia hiperpigmentacédo
dorso-caudal e todos tinham algum grau
de exoftalmia uni ou bilateral. O globo
ocular apresentava hemorragias escleréticas
e intraoculares e petéquias perioculares.
Hemorragias na regido bucal, tanto externa
quanto interna, foram observadas. N&o se
constataram ulceracdes ou qualquer outra leséo
no restante do corpo. Durante a necropsia, foi
observado que o peritonio visceral estava aderido
aos o6rgdos abdominais e que havia hemorragia
em toda a serosa peritoneal. O figado
apresentava hepatomegalia friavel. Em trés casos,
apresentava esplenomegalia evidente. No tubo
digestorio, constatou-se a serosa congestionada,
e, em alguns setores, foi observado o
amolecimento da parede.

As alteracOes histoldgicas foram observadas em
varios 6rgaos por se tratar de uma enfermidade
sisttmica com alteracbes relacionadas com o
quadro séptico bacteriano. No olho, observou-se
cornea mais grossa, e a pele adjacente da
conjuntiva  apresentava densos infiltrados
inflamatérios que se estendiam até a membrana
basal (MB) epitelial. Os infiltrados estavam
compostos  por  granulécitos,  macréfagos,
linfocitos e abundantes células granulares
eosinofilicas (GEC); entre as células, existia
exudado edematoso com pequenas estruturas
bacterianas Gram negativas. Na coroide, foram
observados densos infiltrados inflamatérios com
hemorragia, a retina estava desprendida e
edematosa, com acimulo de material sanguineo
entre as coroides e a retina (Fig. 1 e 2).

No parénquima hepético, foram observados
focos de necrose cetrolobular e infiltrados
linfoides (Fig. 3). No bago, foram constatadas
dilatacdo e congestdo dos sinusoides com focos
hemorragicos e necrose. No tecido renal,

observou-se pouca atividade hematopoiética e
melanomacrofagos desagregados.

A imunomarcacdo com anticorpo policlonal
contra Y. ruckeri feita no material ocular foi
positiva (Fig. 4). A imuno-histoquimica é uma
técnica importante para a deteccdo de antigenos
microbianos em tecidos. A esse método podem-
se somar os métodos classicos para se obterem
resultados mais rapidos e de alta sensibilidade,
pois 0 crescimento bacteriano em meio de
cultivo é lento e trabalhoso. Com o virus, a
questdo € mais interessante, pois ja se podem
realizar diagnésticos sobre tecidos fixados sem
necessariamente realizar cultivos celulares.
Todavia, a possibilidade de se contar com o
tecido fixado e processado permite realizar
estudos retrospectivos, por exemplo, sobre novas
enfermidades de cuja existéncia anterior ndo se
sabia por ndo serem descritas ou por nao
contarem com o anticorpo apropriado (Jansson,
1991; Hammer, 2007; Singh, 2008).

Neste estudo, tanto pela clinica quanto pelos
achados histopatoldgicos, a suspeita de uma
yersioniose esteve sempre presente, o que foi
definido pela imuno-histoquimica.

A'Y. ruckeri é uma bactéria Gram negativa cuja
porta de entrada é a via digestiva, gerando
rapidamente septicemia com pouco ou nulo
comprometimento do tubo digestdério (Austin,
2003). No presente estudo, nenhum exemplar
estudado apresentou lesdes intestinais. A EBV é
principalmente uma enfermidade de truta
arco-iris criada, no entanto outras espécies
podem ser infectadas e manifestar a enfermidade
(Stoskopf, 1993). Neste trabalho descreveu-se,
possivelmente, o primeiro surto dessa doenga em
T. marginatus no Brasil.

Os pampos estudados e que apresentaram EBV
foram submetidos a um estresse luminoso. O
excesso de luz gera imunodepressao em varias
espécies de peixes (Richards et al., 2007;
Karakatsouli, 2008). Os mecanismos pelos quais
0 excesso de luz causa a imunodepressdo estdo
relacionados ao aumento do cortisol, que, por sua
vez, inibe a producgdo de interleucina I, gerando
falha na apresentacdo e uma reducdo na
populacédo de linfdcitos (Ruchin, 2006).
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Figura 1. Coroides com densos infiltrados inflamatérios e necrose focal (seta). Observa-se restos do
epitélio com pigmentacdo (EP). H-E 20 X.

Figura 2. Detalhe do infiltrado inflamatorio da imagem anterior. Observa-se macrofagos abundantes com
citoplasma de aspecto edematoso (seta menor) e focos de necrose com granuldcitos (seta maior) H-E 40
X.
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Figura 3. Parénquima hepético com infiltrados lin
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Os mecanismos patogénicos dessa bactéria
parecem pouco claros, no entanto a presenca de
ferro na bactéria parece estar associada a sua
atividade hemolitica e proteolitica, sendo muito
dificil que os mecanismos imunes sejam efetivos
frente a Y. ruckeri (Fernandez et al., 2007). O
estresse intenso de qualquer etiologia favorece as
infeccbes bacterianas em geral por uma
deficiéncia na resposta imune especifica (Raida e
Buchmann, 2008a). O surto registrado na EMA,
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s (seta menor) e foco de necrose (seta maior). 40 X

2

-

\ L, 1
colbnias de Y. ruckeri (seta). Anti-

apresentado neste trabalho, foi subito, e a alta
mortalidade ndo permitiu a realizacdo de
tratamento, mas sabe-se que alguns antibidticos
geram bons resultados (Stoskopf, 1988). O uso
desses medicamentos deve ser restringido na
aquicultura, e tratamentos alternativos, como o
uso de probidticos e sistemas de filtros
biol6gicos, parecem ser Uteis como preventivo de
surtos dessa enfermidade (Capkin, 2009; Bomo,
2004). A solucdo, pelo menos parcial, para a
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prevencdo dessa enfermidade é a utilizacdo de
vacinas sempre que o manejo da criacdo dos
peixes for correto, sem gerar estresse (Raida e
Buchmann, 2008b; Stevenson, 1997).

Assim, confirma-se neste diagnostico a presenca
de Y. ruckeri em pampos e acredita-se que € o0
primeiro surto diagnosticado no Brasil. No caso
de essa bactéria estar disseminada nos sistemas
de criacdo do Brasil, é possivel que seja
secundaria a uma contaminagdo comum, 0 que
reforca a necessidade de se realizarem estudos
epidemiolégicos para que estes gerem
informacdes bésicas, imprescindiveis para a
implementacdo de medidas terapéuticas e
profilaticas que impegcam a difusdo deste
microrganismo, tanto em cativeiro como no meio
natural.

Este trabalho demonstra como as enfermidades
constituem um desafio para os produtores e
investigadores que trabalham com esses peixes,
0S quais devem levar em consideragdo a
necessidade de se fazerem estudos de rotina com
a EBV em peixes enfermos.
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