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RESUMO

O objetivo desta revisdo sistematica foi descrever o género Francisella sp. e suas consequéncias para a
aquicultura. Francisella sp. é um patégeno emergente responsavel por grandes perdas econdmicas e
compreende trés espécies vastamente conhecidas: F. tularensis; F philomiragia e F. novicida. Ha muito a
ser feito para melhor compreender a provavel importancia da Francisella sp. como causadora de doencgas
em peixes. Particular atencdo deve ser dada a se obter uma melhor compreensdo da imunopatogénese da
doenca a fim de desenvolver vacinas e medidas de controle.
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ABSTRACT

The aim of this review was to describe the genus Francisella sp., and its consequences to aquaculture.
Francisella sp. is an emerging pathogen, which is responsible for large economic losses and it includes
three widely known species: F. tularensis; F philomiragia e F. Novicida. There is plenty work to be done
to further understand the likely importance of Francisella sp. as a cause of disease in fish. Particular
attention should be provided to obtain a better understanding of the immunopathogenesis of the disease for
the purpose of developing vaccines and control measures.

Key words: Aquaculture, Immunopathogenesis, Pathogen

INTRODUCAO

A aquicultura mundial cada vez mais se intensifica e diversifica, e isso resulta em
reconhecimento de agentes infecciosos e doencas antes desconhecidas (COLQUHOUN e
DUODU, 2011). Francisella sp. € um patdgeno bacteriano emergente que causa doenca
aguda para cronica em clima quente e frio e em espécies de peixes cultivados e selvagens
(SOTOetal., 2009, p.713). Esse género compreende trés especies vastamente conhecidas
F. tularensis; F philomiragia e F. novicida.

Dada a recente descoberta destas doencas, muitos trabalhos cientificos ainda estdo
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em andamento e ha um crescente interesse nessa area, pois as infec¢bes de Francisella

em peixes sdo graves e amplamente distribuidas.
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A presente revisdo abordard a caracterizacdo do género Francisella, ocorréncia da
doenca no mundo, espécies susceptiveis, sinais clinicos da doenca, interacdo na célula
hospedeira, transmissao, condi¢Bes susceptiveis, tratamento e identificacdo da bactéria

através de técnicas moleculares.

REFERENCIAL TEORICO
Caracterizacao do género Francisella

O género Francisella é composto de bactérias ndo-moveis, gram-negativa,
estritamente aerobias, cocobacilos intracelular facultativos (FOLEY e NIETO, 2010,
p.332) e compreende trés espécies vastamente conhecidas F. tularensis; F philomiragia
e F. novicida. Alguns autores consideram a espécie F. novacida como uma subespécie da
F. tularensis, sendo esta dividida em trés subespécies, F. tularensis spp tularensis,
holorctica e mediasiatica (FARLOW et al. 2005; COLQUHOUN; DUODU, 2011;
OTTEM, 2011). A espécie F. philomiragia divide-se em F. noatunensis ssp noatunensis
e F. noatunensis ssp orientalis (BIRKBECK et al., 2007; MIKALSEN, 2008).

No entanto, estudos de biologia molecular, tem demonstrado que ha uma grande
quantidade de espécies que ndo foram descritas para este género (BARNS et al., 2005;
BERRADA et al., 2010). Porém a situacdo taxonémica dentro do género é complexa e
atualmente, relativamente dinadmica. A situacdo tornou-se menos clara quando
comecaram as descricbes de varios isolados em diversas espécies de peixes
(COLQUHOUN e DUODU, 2011).

A F. tularensis ssp. tularensis é encontrada principalmente na América do Norte
e é considerada a mais virulenta para 0s animais e seres humanos (FARLOW et al., 2005;
SJOSTED, 2005, p.200). Considerando a aparente ligacédo entre F. tularensis e ambientes
aquaticos, peixes e anfibios tém sido considerados provaveis reservatorios (PARKER et
al., 1951).

Ocorréncia da Francisella sp

As primeiras infecgOes observadas e agora reconhecidas como Francisella
noatunensis ssp. Orientalis foram diagnosticadas em tilapia cultivada em agua doce e
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salgada (Oreochromis spp) no Taiwan (CHERN et al., 1994, p.61; CHEN et al., 2000,
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p.117; HSIEH et al., 2006, p.129). Em seguida, a doenca foi identificada em viveiros de
tilapia na Ameérica Latina (MAUEL et al., 2007, p.27; MIKALSEN; COLQUHOUN,
2009; SOTO et al., 2009, p.713) e nos EUA (MAUEL et al., 2005, p.601). A bactéria foi
também isolada de tilpia na Indonésia (OTTEM et al., 2009) e na Inglaterra (JEFFREY
etal., 2010, p. 161).

Outras espécies afetadas foram encontradas na Califérnia por Ostland et al. (2006,
p.135) e no Japdo através de animais importados da China (FUKUDA et al., 2002, p.119).
Ha ocorréncias ao longo de uma grande area em ambos os lados do Oceano Pacifico e em
ambientes diversos, de 4gua doce, salobra e salgada (OTTEM, 2011).

A distribuicdo da F. noatunensis ssp. noatunensis € mais restrita. A maioria dos
registros de Francisella s&o em viveiros de bacalhau, mas as infec¢bes foram também
detectadas em populacdes de bacalhau selvagem (ALFJORDEN, 2006; ZERIHOUN et
al., 2008; ALFJORDEN et al., 2009,p.55; KARLSBAKK et al., 2010, p.101), em
bacalhau selvagem do sul do Mar do Norte (VAN BANNING, 1987, p.1; ZERIHOUN et
al., 2008), e no bacalhau de cativeiro e selvagem da costa da Noruega, sendo a Unica
espécie de peixe na Noruega onde a bactéria foi isolada (NYLUND et al., 2005, p.44;
OLSEN et al., 2006, p.277). A linhagem de F. noatunensis ssp. noatunensis também esta
presente no Chile (BIRKBECK et al., 2007, p. 277).

Espécies Susceptiveis

Muitas doencas bacterianas sistémicas resulta em morte relativamente rapida dos
peixes afetados, que desaparecem da populacdo e, portanto, sendo dificil detectar a
prevaléncia nas populacGes de peixes selvagens. Uma prevaléncia de aproximadamente
20%, com base em observacGes macroscopicas, foi identificada em bacalhau selvagem
capturado na Costa Oeste na Suécia (COLQUHOUN e DUODU, 2011).

Infeccbes reconhecidas como Francisella noatunensis ssp. orientalis foram as
primeiras a serem observadas em tilapia (Oreochromis spp.) do Taiwan em ambientes de
agua salobra e de 4gua doce (CHERN et al. 1994, p.61). Além de Taiwan, a bactéria foi
identificada em tilapias cultivadas na América Latina (MAUEL et al., 2007, p.27), mais
especificamente na Costa Rica (MIKALSEN et al., 2009; SOTO et al., 2009, p. 213) e
em varios estados dos Estados Unidos (MAUEL et al., 2005, p. 601). A bactéria foi
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também isolada de tilapias na Indonésia por Ottem et al. (2009) e recentemente
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confirmada em tilapias cultivadas em sistemas de recirculagdo na Inglaterra (JEFFREY
etal., 2010, p. 161).

Uma investigacdo antiga também identifica retrospectivamente a bactéria em
varios peixes ornamentais em Taiwan (HSIEH et al. 2007, p. 29). Na tabela seguinte sdo

apresentadas algumas espécies susceptiveis a bactéria.

Tabela I: Espécies susceptiveis a bactéria Francisella sp
Espécies Referéncias

Tilapia Oreochromis niloticus Soto et al.,2009

Bucke; Zerihun et al., 1989

Hsieh et al., 2006

Mauel et al., 2007

Jeffrey et al., 2010
Bacalhau do Atlantico Gadus morhua Olsen et al.,2006

Nylund et al. 2006

Ottem et al. 2007, 2008

Bucke 1989;
Salméo do Atlantico Salmo Salar Birkbeck et al., 2007
Peixes ornamentais Hsieh et al. 2007
Robalo Hibrido Ostland et al. 2006

Dentre as espécies acometidas, o bacalhau é a Unica espécie de peixe na Noruega
a partir do qual a bactéria tem sido isolada (NYLUND et al., 2005, p. 44, OLSEN et al.,
2006, p.307). Sugere-se que o bacalhau é o principal hospedeiro para F. noatunensisssp.
noatunensis ao longo da costa sul da Noruega. Vérias espécies de peixes e alguns
invertebrados também foram identificados como fracamente positivo usando o ensaio
Real-time-PCR FC50 que apenas detecta F. noatunensis entre a conhecida Francisella.
A linhagem de F. noatunensis ssp. noatunensis também estd presente no Chile
(BIRKBECK et al., 2007, p. 505).

Vojtech et al., (2009) em estudos com Zebrafish descobriram que 0s mesmos eram
susceptiveis a infeccdo pelo Francisella sp, pois apresentaram lesbes no figado, baco,

pancreas e rins, mostrando estagios iniciais da formacdo de granuloma.

Sinais clinicos da doenca
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A infeccdo por Francisella sp. caracteriza-se como uma sindrome aguda (com
poucos sinais clinicos e alta mortalidade) subaguda ou crénica (com sinais clinicos
inespecificos com variados graus de mortalidade) (SOTO et al, 2010, p. 2070;
COLQUHOUN e DUODU, 2011).

Segundo Soto et al. (2009, p.713) tilapias infectadas apresentaram sinais clinicos
ndo especificos, tais como a natacdo erratica, anorexia, anemia, exoftalmia e alta
mortalidade. ApGs exame microscopico, varios érgdos internos (principalmente baco e
rim) apresentaram nédulos brancos. O exame histolégico revelou a presenca de lesdes
granulomatosa multifocal, com a presenca de cocos bacilos. Os peixes acometidos nadam
erraticamente e depois morrem. Este sinal clinico pode ser relacionado com a quantidade
de inflamagé&o granulomatosa presente no sistema nervoso central.

Para Mauel et al. (2007, p. 27) em estudos com tilapias relataram que os peixes
afetados estavam com aparéncia palida, magro e tinha um comportamento de natacdo
anormal. Peixes grosseiramente afetados ndo tinha ulceracdes na pele, mas apresentaram
areas focais de hemorragia, petéquias e perda de escamas. Além disso, os autores também
observaram que as tilapias afetadas em criacGes de peixes da América do Sul tiveram
leses intramusculares que afetaram significativamente o processamento das carcacas.

Em estudos realizados em Bacalhau do Atlantico Gadus morhua por Olsen et al.
(2006, p.307) observaram lesdes internas de cores branco ou creme, parcialmente saliente
com nddulos de véarios tamanhos particularmente no baco, coracdo, rim e figado. Além
desses aspectos os animais acometidos pela Francisella apresentaram emagrecimento,
nodulos hemorragicos e ascite. O exame histopatoldgico revelou uma extensa regido
granulomatosa crbnica em resposta as multiplas lesdes presentes em todos 6rgdos
afetados. As lesdes iniciais compostas por acumulos de macrofagos ativados séo
intercaladas entre as lesdes mais avangadas caracterizadas pela presenca de centros
necroticos rodeados por uma camada de células epitelioides (macrofagos) e uma camada
exterior de fibroblastos, células vacuolizadas, linfdcitos e pequenos vasos sanguineos.

Colquhoun e Duodu (2011) relataram que a maioria das infec¢bes bacterianas
sisttmicas comuns que afetam populacdes de bacalhau na Noruega € a furunculose,
causada por cepas atipicas de Aeromonas salmonicida. Este tipo de infec¢do pode resultar

em doenca apresentando-se macroscopicamente muito semelhante a francisellosis.
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Embora ambas as doengas resultam em grande desenvolvimento de granulomas, elas séo

facilmente diferenciadas por exame histologico.

Francisella spp. e interacfes na célula hospedeira

As células alvo primérias para a Francisella spp. em vertebrados, sdo fagocitos
(Proctor et al., 1975, Lofgren et al., 1983, p.229) epitélios e células dendriticas (HALL et
al., 2007, p.521, KAMAISHI et al., 2010, p.145).

Os fagocitos sdo importantes no controle inicial de infeccdes por internalizar os
agentes patogénicos e na formacao de fagolisossomos que eventualmente degradam esse
conteddo. Entretanto as bactérias intracelulares, incluindo os membros do género
Francisella desenvolveram resisténcia a essa degradacdo do fagolisossomo
(GOLOVLIQV et al., 2003, p.5940, CLEMENS et al., 2004, p. 3204, SANTIC et al.,
2005, p. 969).

Transmisséo

Ha algumas evidéncias de estudos experimentais que a bactéria é transmitida
horizontalmente de peixe para peixe a curtas distancias (NYLUND et al., 2006, p. 383;
MIKALSEN et al., 2009). Segundo Colquhoun e Duodu (2011) bactérias do género
Francisella sdo ndo-mdveis e sdo transmitidas por contato direto com animais infectados,
através de agua ou alimentos contaminados, ou por vetores, tais como insetos.

A espécie Francisella tularensis, que é agente causador da tularemia, além de ser
um importante patdégeno animal, € um agente zoonoético que tem recebido consideravel
estudo como agente de bioterrorismo em potencial. O organismo tem uma alta taxa de
infectividade e maltiplas rotas infecciosas (KEIM et al., 2007, p. 30; NANO; SCHMERK,
2007, p. 122).

Condicbes susceptiveis

Ha limitadas informagdes publicadas da epidemiologia da doenca em tilapia. E
relatado que a tilapia em Taiwan sdo mais afetadas durante o inverno sendo considerada

uma doenca de agua fria. Também € relatado que tilapias criadas em unidades de
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recirculacdo podem ser mais susceptiveis a doenca (Hsieh et al., 2006, p. 129).
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Entretanto para Colquhoun e Duodu (2011) as condigOes ambientais, em especial
a temperatura, parece desempenhar um papel significativo na taxa de mortalidade.
Geralmente, quanto maior a temperatura, mais aguda a doenga, com niveis de mortalidade
cada vez maiores. A presenca de infeccOes mistas com outras bactérias patogénicas de
peixe pode também significativamente afetar as taxas de mortalidade.

De acordo com Birkbeck et al. (2011, p.173) ndo se sabe ao certo a faixa de
temperatura ideal para qualquer Francisella espécies (subespécies). Ambas crescem bem
entre 15 e 22 ° C, in vitro, sugerindo que provavelmente represente um maior risco na
primavera, no verdo e em climas temperado. Mas na auséncia de experimentos ou
evidéncias epidemioldgicas adicionais, este permanece especulativo.

Mauel et al. (2003) observaram em seus estudos que houve um aumento na
mortalidade apds a transferéncia de peixes de lagoa em lagoa, em tempos de aumento da
turbidez da agua e aumento ou queda da temperatura da agua.

Segundo Birkbeck et al. (2011) a lista de espécies afetadas por este grupo de
organismos provavelmente ira aumentar, particularmente porque existem varias espécies,
tanto marinhas e de dgua doce em uma gama de diferentes continentes e latitudes, que
sdo supostamente afetadas por patégenos bacterianos intracelulares ndo identificados que
causam sinais de doengas semelhantes e histopatoldgico associados com Francisella spp.

Tratamento

Ha pouca informacdo disponivel sobre o controle e métodos que poderiam ser
usados para Francisella em bacalhau e outras espécies de peixes, mas presume-se que
peixes afetados podem ser tratados com antibioticos.

Ottem et al. (2007), relataram que o0s peixes isolados que apresentavam sinais da
doenca foram resistentes aos antibidticos sulfametoxazol-trimetoprim, penicilina,
ampicilina, cefuroxima e eritromicina, mas foram susceptiveis a ceftazidima, tetraciclina,
gentamicina e ciprofloxacina com parciais susceptibilidade ao acido oxolinico. Mais
recentemente Soto et al. (2010) mostraram que o florfenicol pode ser usado para controlar
experimentalmente a francisellosis em tilapias infectadas. Florfenicol foi capaz de reduzir
a carga bacteriana em til&pias e sua incorporagdo na alimentagdo em varios momentos
apos o desafio com F. noatunensis ssp. orientalis proporcionou 100% e 86,7% de

sobrevivéncia relativa para os grupos tratados de 1 a 3 dias ap6s o desafio,
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respectivamente. Assim, este antibiético tem a capacidade de penetragdo intracelular,

promovendo a limpeza e protecdo bacteriana se usado no inicio da infec¢éo.

Identificac@o da bactéria através de técnicas moleculares

Birkbeck et al. (2007) foram capazes de amplificar o gene de rRNA 16S por PCR
e identificar a presenca de Francisella sp em Salméo do Atlantico Salmo salar. Hsieh et
al. (2007) também tém mostrado, utilizando PCR e hibridizacdo in situ de tecidos
embebidos em parafina fixadas em formalina, que o agente bacteriano intracelular
provavel responsavel por numerosas lesdes granulomatosas em um numero de espécies
comercializadas de peixes ornamentais, entre 1998 e 2002 foi de uma espécie de
Francisella, com sequéncia do gene 16S rRNA de homologia para o patégeno causador
da doenca em tilapias tailandesa.

Vojtech et al. (2009) em estudos com Zebrafish descobriram que 0s mesmos eram
susceptiveis a infeccdo pela Francisella sp. Pois apresentaram lesdes no figado, baco,
pancreas e rins, mostrando estagios iniciais da formacdo de granuloma. A resposta do
hospedeiro foi medida através de transcrigcdo reversa e PCR em tempo real, mostrando
regulacdo positiva de genes para a interleucina-1p, y-interferon e fator de necrose tumoral,
indicando que o Zebrafish pode ser util no estudo mais amplo das interagdes Francisella-
hospedeiro.

Diagndstico anterior de francisellosis em espécies de peixes foi feita com o auxilio
de histopatologia, microscopia eletrénica, ensaios de cultura convencionais, reagdo em
cadeia de polimerase (PCR), utilizando Francisella sp., primers especificos, 16S rRNA
sequenciamento e a hibridacdo in situ (KAMAISHI et al., 2005, HSIEH et al., 2006, p.
129, OSTLAND et al., 2006, p.135, MAUEL et al., 2007, p. 27, OTTEM et al., 2007,
p.343, SOTO et al., 2009, p. 713). No entanto, o diagnostico do patdgeno permanece um
desafio, e algumas das técnicas atuais sdo dificeis, demorada e cara; requerendo pessoal
especializado e propensas a mostrar falsos negativos devido a baixa sensibilidade, ou
falsos positivos devido a baixa especificidade (SOTO et al.,2010, p. 2070).

CONCLUSAO
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Claramente, ainda ha muito a ser feito para melhor compreender a provavel
importancia da Francisella spp. como causadora de doengas em peixes. Particular atencéo
deve ser dada a se obter uma melhor compreensdo da imunopatogénese da doenca, para
um melhor guia de esforcos a fim de desenvolver vacinas e outras medidas de controle.
Também deve se ter uma preocupacdo em aperfeicoar as técnicas moleculares e
ferramentas genéticas na identificacdo da bactéria. Estudos praticos devem ser realizados
com o objetivo de desenvolver antibi6ticos no tratamento da bactéria. E importante
ressaltar que o uso de antibidtico na aquicultura deve ser feito de forma consciente,

evitando assim animais resistentes a doenca e contaminagdo do meio aquatico.
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