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RESUMO

O continuo crescimento da producgdo aquicola tem resultado também no
aumento da incidéncia e severidade de surtos infecciosos na aquicultura. A Francisela
noatunensis subsp. orientalis (FNO) é uma bactéria Gram negativa, com formato de
cocobacilo, com caracteristica fastidiosa e causadora da franciselose, doenca que afeta
principalmente cultivos de tildpia-do-nilo durante baixas temperaturas. Devido a
dificuldade na prevengdo e tratamento desta doenca, objetivou-se otimizar as
condi¢des de cultivo, preservagdo da FNO, além de avaliar os efeitos da bactéria
inativada sobre a proliferacdo de leucdcitos in vitro. As Cepas de FNO (0012018 -
Prevet laboratérios, Jaboticabal - SP, Brasil) foram cultivadas em meio de cultura
Muller-Hinton com Soro fetal bovino (SFB) e soro sanguineo de tilapia-do-nilo (ST) nas
concentragdes de 3% e 10%, incubados em estufa B.O.D na temperatura de 25°C. O
crescimento foi avaliado apds 12, 24, 48 e 72h de cultivo por meio de contagem em
camara de Neubauer e determinacdo da turbidez em espectrofotometro. Em seguida,
as FNO foram cultivadas em SFB e ST e criopreservadas em 20%, 30% e 50% de
glicerol, sendo armazenadas em diferentes temperaturas (-20, -80 e -196°C). Ap6s um e
sete dias de congelamento, as bactérias foram descongeladas e cultivadas e, seu
crescimento foi avaliado pela contagem em cdmara de Neubauer. Para a avaliacdo da
proliferacdo de leucécitos in vitro, essas células foram isoladas do bago, figado, e rim
cranial e incubados cultivados com diferentes concentragdes de FNO inativadas por
formol a 0,3%. Diferentes concentracdes de FNO foram avaliadas (106, 105, 104
células/puL). Os resultados demonstraram que o cultivo da FNO nos diferentes tipos de
soro apresentou maior contagem de bactérias (p<0,05), ap6és 12h de cultivo, no
tratamento contendo 10% de SFB em relagdo aos outros tratamentos. Apods 72h, ndo
houve diferengas significativas na contagem de FNO (p>,05). Na criopreservagdo o
melhor desempenho de crescimento da FNO foi com o meio de cultura contendo ST e
30% de glicerol. Neste estudo, foi observado que foi possivel o cultivo da bactéria em
ST, com a mesmo crescimento medido apds 72h. O cultivo celular de leucdcitos in vitro
juntamente com a FNO inativada em formaldeido promove a proliferagdo de mais

leucécitos. Estes resultados tém grande importancia na otimizagdo de cultivo da FNO.

Palavras-chave: Franciselose, microbiologia, meios de cultivo, criopreservacao, cultivo

celular.
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ABSTRACT

The expansion of global fish aquaculture in 2018 reached about 46% of total
production and it is natural that its intensification will result in the expansion of
infectious agents and diseases in aquaculture. Francisela noatunensis subsp. orientalis
(FNO) is a gram-negative, coccobacillus-shaped, fastidious bacterium that causes
francisellosis, a disease that mainly affects tilapia crops during low temperatures. Thus,
this work aimed to evaluate the FNO cultivations and cryopreservation conditions,
replacing fetal bovine serum (SFB) with tilapia blood serum (ST), in addition to
evaluating the in vitro leukocytes proliferation triggered by inactivated. FNO strains
(0012018 Prevet laboratory, Jaboticabal-SP, Brazil) were cultivated Muller-Hinton
medium with FBS and Nile tilapia blood serum (T) at concentrations of 3% and 10% at
25°C. FNO growing was evaluated after 12, 24, 48 and 72h of culture by counting in a
Neubauer chamber and measured by spectrophotometer. Then, FNO stock solution
were cultured in FBS and ST and cryopreserved in 20%, 30% and 50% glycerol; stored
at -20, -80 and -196.15°C. After one and seven days of freezing, the FNO were
cultivated, and their growth was evaluated by counting in a Neubauer chamber. For
the evaluation of leukocyte proliferation in vitro, leukocytes were isolated from the
spleen, liver, and head kidney and cultured with different concentrations of FNO
inactivated by 0.3% formalin. Different FNO concentrations were evaluated (106, 105,
10¢ cells/pL). The results indicated that the culture in the different types of serum had
no significant differences between treatments after 72 hours, however, the FNO
counting showed that after 12 hours of culture in a higher concentration of FBS, a high
number of cells/uL was counted. In cryopreservation, the best performance was the ST
with 30% glycerol. In this study, we demonstrated increase in serum concentration in
the culture medium increases the growth of FNO and when cell culture of the
inactivated bacteria is carried out, there is proliferation of leukocytes in the cranial
kidney and spleen. These results are important to optimize the FNO cultivation.

Keywords: Franciselosis, microbiology, culture medium, cryopreservation, cell culture.
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INTRODUCAO GERAL

A produgdo global de peixes em 2018 foi de aproximadamente 179 milhdes de
toneladas com valor comercial estimado em USD 401 bilhdes, dos quais USD 250 bilhoes sao
provenientes da aquicultura, correspondendo a 46% da producao total. (FAO, 2020). No ano
de 2021, o Brasil registrou uma producao aquicola total de 841.005 toneladas, um aumento de
4,7% em relagdo ao ano anterior (PEIXE BR, 2022). Dessa forma, é natural que a intensificagdo
dos métodos produtivos resultem na expansdo e desenvolvimento de novos agentes
infecciosos e doencas na aquicultura (RODRIGUES et al., 2018).

Entre as doengas infecciosas presentes na aquicultura, cerca de 55% sdo causadas por
bactérias, onde o meio aquatico favorece o desenvolvimento de microrganismos.
(MARTINEZ et al., 2021). Recentemente, as bactérias do género Francisella emergiram como
patégenos severos na aquicultura em diversas espécies no mundo (SOTO et al., 2013b;
SOTO; ENDRIS; HAWKE, 2010). A Francisella sp. é uma bactéria intracelular facultativa
capaz de infectar e se replicar em células do sistema imunoldgico, principalmente,
macréfagos e células dendriticas, causando a franciselose (COLQUHOUN, 2011; SOTO,
2010).

A franciselose tem sido associada como uma das principais causas de mortalidade
em tilapia-do-nilo (Oreochromis niloticus) em paises como Noruega, Estados Unidos, Chile,
Costa Rica, Japao e Taiwan (MAUEL, 2007; SOTO, 2009). No Brasil, a francisielose foi
diagnosticada pela primeira vez em 2016, no estado de Minas Gerais, onde houve aumento
progressivo da mortalidade dos peixes (JATOBA; KLIPP; HOPPE, 2016).

Animais infectados com Francisiella sp. podem apresentar granulomas nos 6rgédos
viscerais, especialmente em o6rgdos hematopoiéticos, como rim cranial e baco, podendo
também ser encontrados no coragdo e figado (SHAHIN, 2020). Com vérios o6rgaos
comprometidos, os peixes acometidos pela Francisela noatunensis subsp. orientalis (FNO)
apresentam altas taxa de mortalidade na forma aguda, apresentando sinais clinicos
inespecificos como anorexia, exoftalmia, distensdo ventral, ascite, coloragdo escura, anemia,
branquias hemorragicas, excesso de muco, comportamento letdrgico e natagdo erratica

(RAMIREZ, 2015; SOTO, 2010, 2013%).
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A FNO possui estratégias que a permitem driblar os sistema imune dos peixes dos
peixes, possibilitando sua sobrevivéncia frente as substancias do interior dos fagolisossomos
ap6s sua fagocitose (BAKKEMO, 2011; BIRKBECK, 2011; CLEMENS, 2004; SANTIC, 2005).

Na falha da resposta imunolégica priméria, na tentativa de eliminar o patégeno, as
células infectadas sdo envoltas por uma cépsula fibrosa e espessa, chamada de granuloma,
sendo possivel sua observagao macroscopicamente (MARTINEZ, 2021; SOTO, 2013c). Com a
cronificacdo da doenca, ocorre a replicacdo das bactérias encapsuladas e, em seguida, a
ruptura do granuloma com disseminagdo das bactérias, causando mais danos ao tecido
(MARTINEZ et al., 2021).

O uso de antibidticos é a opgdo mais utilizada em diversos cendrios de infecgdes
bacterianas (BOTELHO, 2015). No Brasil, os antibidticos disponiveis para o uso na
aquicultura, a oxitetraciclina e o florfenicol, apresentaram resultados positivos no tratamento
da franciselose em tildpias-do-nilo. Em contrapartida, o uso de antibidticos tem sido
associado a proliferacio de bactérias resistentes e contaminacdo do meio ambiente
(BOTELHO, 2015), o que estimulou a procura de alternativas para prevencdo e controle da
doenca. Logo, o desenvolvimento de vacinas é uma opgdo promissora na prevencdo de
bacterioses em peixes, reduzindo consideravelmente as perdas econémicas (WANG et al.,
2013).

Pela agdo intracelular da FNO, a franciselose é de dificil diagndstico e tratamento
(SOTO et al., 2009), sendo a realizagdo de necrépsias uma ferramenta comumente utilizada
para diagnéstico. Os achados patolégicos mais comuns sdo 6rgdos com aumento de volume,
aspecto hemorrdgico, podendo apresentar nédulos no bago, rins, figado e branquias
(RAMIREZ et al., 2015). Metodologias moleculares e histolégicas foram aplicadas com
sucesso em um estudo onde um acervo de 68 tecidos de diferentes espécies de peixes foram
coletados de diferentes localizacdes geograficas entre 2000 e 2009 (SOTO et al., 2009), sendo
observado nas andlises histolégicas presenca multifocal de lesdes granulomatosas com
presenca de inimeros cocobacilos.

No estudo realizado por SOTO (2009), realizou-se o isolamento primario da bactéria
utilizando dois tipos de dgar: meio Cystine Heart Agar com 0,1% de cistina, suplementado
com 3% de soro fetal bovino. No Brasil, é comum o cultivo de FNO com meio Agar Muller-
Hinton (MH) (Difco™), contendo soro fetal bovino (3%), glicose (1%) e cloreto de L-cisteina
(0,1%) (ALARCON et al., 2019%). Posteriormente, é necessario o armazenamento correto para

preservacao destes microrganismos.
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O método de criopreservacao é utilizado para reduzir o metabolismo e a deterioracdao
(CASTRO, 2011). Ha intimeros agentes crioprotetores, porém, o glicerol é o mais utilizado
(AGUIAR et al., 2012).

Com base nas consideragdes acima, este trabalho visa otimizar condi¢des de cultivo e
criopreservacdo da Francisela noatunensis subsp. orientalis, além de avaliar os efeitos da

bactéria inativada sobre a proliferagdo de leucdcitos isolados de tilapia-do-nilo, in vitro.

No capitulo 1 sera apresentado o artigo intitulado “Francisella noatunensis subsp.
orientalis: culturabilidade e resposta in vitro de leucécitos isolados de tildpia-do-nilo” a ser

enviado para revista Fish and Shellfish Immunology.
REFERENCIAS

AIYAR, P.; SCHAEME, D.; GARCIA-ALTARES, M.;FLORES, F D.; DATHE, H,;
HERTWECK, C.; SASSO, S.; MITTAG, M. Antagonistic bacteria disrupt calcium homeostasis
and immobilize algal cells. Nature Communications, [S. I.], v. §, n. 1, p. 1-12, 2017. DOL
10.1038/s41467-017-01547-8.

ARAUJO, D M,; PEZZATO, A C.; BARROS, M M.; PEZZATO, L E.; NAKAGOME, F
K. Hematologia de tildpias-do-nilo alimentadas com dietas com 6leos vegetais e estimuladas
pelo frio. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, [S. 1], v. 46, n. 3, p. 294-302, 2011. DOIL
10.1590/50100-204X2011000300010.

AGUIAR, A D F T D. *; FATIMA , M,; TEIXEIRA, S;TELES, H D A Carlos;
MARTINS, G R.; QUIRINO, R; ]UNIOR, B.a;COSTA, C Edmara. Principios bésicos da
criomicrobiologia: Enfoque nos tipos de micro-organismos e nos principais agentes
crioprotetores [Basic principles of criomicrobiologia: focus in kind of microorganisms and

principals cryoprotectants agents]Acta Veterinaria Brasilica, v. [s.1: s.n.].

BAKKEMO, K R.; MIKKELSEN, H; BORDEVIK, M.; TORGERSEN, J.; WINTHER-
LARSEN, H C,; VANBERG, C.; OLSEN, R,; JOHANSEN, L H.; SEPPOLA, M. Intracellular
localisation and innate immune responses following Francisella noatunensis infection of
Atlantic cod (Gadus morhua) macrophages. Fish and Shellfish Immunology, [S. I.], v. 31, n. 6,
p- 993-1004, 2011. DOI: 10.1016/.£51.2011.08.020.

BIRKBECK, T. H.; FEIST, S. W.; VERNER-JEFFREYS, D. W. Francisella infections in

10



93
94

95
96
97

98
99
100
101

102
103
104

105
106
107
108

109
110
111
112

113
114
115

116
117

118

119

fish and shellfish. Journal of Fish Diseases, [S. I.], v. 34, n. 3, p. 173-187, 2011. DOL:
10.1111/j.1365-2761.2010.01226 x.

BOTELHO, A H;MOURAD, M N N.; FERREIRA, EM DS P A.; LEIRA, HMatheus;
MELO, C V Carlos. FRANCISELLA sp. - UMA REVISAO. Revista Cientifica De Medicina
Veterinaria, [S. 1], v. 25, p. 1679-7353, 2015.

CARVALHO, P L. P. F; YAMAMOTO, F Y,; BARROS, M M.; GATLIN, D M. L-
glutamine in vitro supplementation enhances Nile tilapia Oreochromis niloticus (Linnaeus,
1758) leukocyte function. Fish and Shellfish Immunology, [S. L], v. 80, n. June, p. 592-599,
2018. DOI: 10.1016/.fs1.2018.06.043.

CASTRO, K S D.; FUGIMURA, M. S; VAZ, L J.; MARCUSSO, P F. Estabilidade das
varidveis hematoldgicas em sangue de Colossoma macropomum armazenado com diferentes

anticoagulantes. [S. I.], p. 171-180, 2020.

CASTRO, S V.; CARVALHO, A D A.,; DA SILVA, C M G.; FAUSTINO, L R; DA
FIGUEIREDO, ] R; RODRIGUES, A P R. Agentes crioprotetores intracelulares: caracteristicas
e utilizagdo na criopreservagdo de tecido ovariano e odcitos. Acta Scientiae Veterinariae, [S.

], v.39,n.2,p.1-18, 2011.

CLEMENS, D L. LEE, B Y; HORWITZ, M A. Virulent and avirulent strains of
Francisella tularensis prevent acidification and maturation of their phagosomes and escape
into the cytoplasm in human macrophages. Infection and Immunity, [S. ], v. 72, n. 6, p.

3204-3217, 2004. DOI: 10.1128 /1A1.72.6.3204-3217.2004.

COLQUHOUN, D J.; DUODU, Sl. Francisella infections in farmed and wild aquatic
organisms. Veterinary Research, [S. L], v. 42, n. 1, p. 1-15, 2011. DOI: 10.1186/1297-9716-42-
47.

DIAS, M K R. Uso de imunoestimulantes no desempenho , fisiologia e imunidade de

alevinos de Arapaima gigas (Arapaimidae). [S. 1], v. 1822, p. 1-61, 2016.
FAO. The State of Food and Agriculture 2020. [s.I: s.n.]. DOI: 10.4060/ cb1447en.

ALARCON, F M. F. et al. Nile tilapia (Oreochromis niloticus) challenged infection by

11



120
121

122
123
124

125
126
127

128
129
130

131
132
133

134
135
136
137

138
139
140
141
142

143

144
145
146
147

Francisella noatunensis subsp. orientalis via an intragastric route protocol. Aquaculture, [S. 1],

v. 510, n. November 2018, p. 380-385, 2019. a. DOI: 10.1016/j.aquaculture.2019.06.007.

ALARCON, F M. F. et al. Nile tilapia (Oreochromis niloticus) challenged infection by
Francisella noatunensis subsp. orientalis via an intragastric route protocol. Aquaculture, [S. 1],

v. 510, n. June, p. 380-385, 2019. b. DOI: 10.1016/j.aquaculture.2019.06.007.

HSIEH, C. Y.; TUNG, M. C,; TU, C.; CHANG, C. D.; TSAI, S. S. Enzootics of visceral
granulomas associated with Francisella-like organism infection in tilapia (Oreochromis spp.).

Aquaculture, [S. 1], v. 254, n. 1-4, p. 129-138, 2006. DOI: 10.1016/j.aquaculture.2006.03.044.

JATOBA, A; KLIPP, S P; HOPPE, R. Primeiro relato de Francisella noatunensis subesp.
orientalis no sul do Brasil - Relato de caso. Acta Veterinaria Brasilica, [S. I.], v. 10, n. 2, p. 172,

2016. DOI: 10.21708/avb.2016.10.2.5512MARTINEZ-L., P.;

MARTINEZ P, M., GOLLAS G, T, HERNANDEZ L, J;, ROBLES P, G R.
Granulomatosis in fish aquaculture: a mini review. Reviews in Aquaculture, [S. I.], v. 13, n.

1, p. 259-268, 2021. DOI: 10.1111/raq.12472.

MAUEL, M. J; SOTO, E; MORALIS, J. A; HAWKE, ]J. A Piscirickettsiosis-like
syndrome in cultured Nile tilapia in Latin America with Francisella spp. as the pathogenic
agent. Journal of Aquatic Animal Health, [S. I], v. 19, n. 1, p. 27-34, 2007. DOL
10.1577/H06-025.1.

NGUYEN, V V.; DONG, H T.; SENAPIN, S.; PIRARAT, N. Francisella noatunensis
subsp . orientalis , an emerging bacterial pathogen affecting cultured red tilapia (Oreochromis
sp .) in Thailand Francisella noatunensis subsp . orientalis , an emerging bacterial pathogen
affecting cultured red tilapia ( Oreochr. [S. L], n. February 2018, 2015. DOI:
10.1111/are.12802.

PEIXE BR. Peixe BR da Piscicultura. Anuario 2022, [S. I.], p. 1-140, 2022.

PULPIPAT, T.; MAEKAWA, S.; WANG, Pi C; CHEN, S C. Immune responses and
protective efficacy of a formalin-killed Francisella noatunensis subsp. orientalis vaccine
evaluated through intraperitoneal and immersion challenge methods in oreochromis

niloticus. Vaccines, [S. I.], v. 8, n. 2, p. 1-14, 2020. DOI: 10.3390/ vaccines8020163.

12



148
149
150

151
152
153
154
155

156
157
158
159
160

161
162
163
164
165

166
167
168
169
170

171
172
173

174
175
176

RAMIREZ-P, Jo G. The fish pathogen Francisella orientalis: characterisation and
vaccine development. [S. ], n. April, p. 1-263, 2015. Disponivel em:
http:/ /dspace.stir.ac.uk/handle/1893/21822?mode=full#.Wi6_5bacaxM.

RODRIGUES, M V; FRANCISCO, C J.; DAVID, G S.; DA SILVA, R ].; FALCONE-
DIAS, M F; ]UNIOR, J P A. Monitoring of Francisella noatunensis subsp. orientalis in farmed
Nile tilapia (Oreochromis niloticus) in Brazil. Aquaculture International, [S. I.], v. 26, n. 1, p.
127-138, 2018. DOI: 10.1007 /s10499-017-0204-4. Disponivel em:
http:/ /link.springer.com/10.1007 /s10499-017-0204-4.

SANTIC, M.; MOLMERET, M.; KLOSE, K E; JONES, S; ABU KWAIK, Y. The
Francisella tularensis pathogenicity island protein IgIC and its regulator MgIA are essential
for modulating phagosome biogenesis and subsequent bacterial escape into the cytoplasm.
Cellular Microbiology, [S. I], v. 7, n. 7, p. 969-979, 2005. DOI: 10.1111/j.1462-
5822.2005.00526.x.

SHAHIN, K. PIREZAN, F.; ROGGE, M., LAFRENTZ, B R, SHRESTHA, R P.;
HILDEBRAND, M.; LU, F.; HOGENESCH, H.; SOTO, E. Development of IgIC and GroEL
recombinant vaccines for francisellosis in Nile tilapia, Oreochromis niloticus. Fish and
Shellfish Immunology, [S. ], v. 105, n. April p. 341-349, 2020. DOL
10.1016/j.£s1.2020.07.045.

SHAHIN, K_; SHINN, A P.; METSELAAR, M.; RAMIREZ-P, ] G; MONAGHAN, S J;
THOMPSON, K D.; HOARE, R.; ADAMS, A. Efficacy of an inactivated whole-cell injection
vaccine for nile tilapia, Oreochromis niloticus (L), against multiple isolates of Francisella
noatunensis subsp. orientalis from diverse geographical regions. Fish and Shellfish

Immunology, [S. L], v. 89, n. April, p. 217-227, 2019. DOI: 10.1016/.fsi.2019.03.071.

SOTO, E.; HAWKE, ]J. P, FERNANDEZ, D.; A MORALES, ]. Francisella sp., an
emerging pathogen of tilapia, Oreochromis niloticus (L.), in Costa Rica. Journal of Fish

Diseases, [S. 1], v. 32, n. 8, p. 713-722, 2009. DOI: 10.1111/j.1365-2761.2009.01070.x.

SOTO, E.; KIDD, S.; GAUNT, P. S.; ENDRIS, R. Efficacy of florfenicol for control of
mortality associated with Francisella noatunensis subsp. orientalis in Nile tilapia, Oreochromis

niloticus (L.). Journal of Fish Diseases, [S. I], v. 36, n. 4, p. 411-418, 2013. a. DOL

13



177

178
179
180

181
182
183
184

185
186
187
188
189

190
191
192

193
194
195
196

197

198

199

200

201

202

10.1111/j.1365-2761.2012.01425 x.

SOTO, E.; ENDRIS, R G.; HAWKE, John P. In vitro and in vivo efficacy of florfenicol
for treatment of Francisella asiatica infection in tilapia. Antimicrobial Agents and

Chemotherapy, [S. I.], v. 54, n. 11, p. 4664-4670, 2010. DOI: 10.1128 / AAC.00206-10.

SOTO, E.; KIDD, S.; MENDEZ, S.; MARANCIK, D.; REVAN, F.; HILTCHIE, D,
CAMUS, A. Francisella noatunensis subsp. orientalis pathogenesis analyzed by experimental
immersion challenge in Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.). Veterinary Microbiology, [S.

L], v.164, n. 1-2, p. 77-84, 2013. b. DOI: 10.1016/j.vetmic.2013.01.024.

SOTO, E,; KIDD, S.; MENDEZ, S.; MARANCIK, D.; REVAN, F.; HILTCHIE, D,
CAMUS, A. Francisella noatunensis subsp. orientalis pathogenesis analyzed by experimental
immersion challenge in Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.). Veterinary Microbiology, [S.
L], v. 164, n. 1-2, p. 77-84, 2013. c. DOIL 10.1016/j.vetmic.2013.01.024. Disponivel em:
http:/ /dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.01.024.

SOTO, E.; WILES, J.; ELZER, P.; MACALUSO, K.; HAWKE, ] P. Attenuated Francisella
asiatica iglC mutant induces protective immunity to francisellosis in tilapia. Vaccine, [S. L], v.

29, n. 3, p. 593-598, 2011. DOI: 10.1016/j.vaccine.2010.06.040.

WANG, N.; YANG, Z.,; ZANG, M, LIU, Y.; LU, C. Identification of Omp38 by
immunoproteomic analysis and evaluation as a potential vaccine antigen against Aeromonas
hydrophila in Chinese breams. Fish and Shellfish Immunology, [S. L], v. 34, n. 1, p. 74-81,
2013. DOI: 10.1016/].fs1.2012.10.003.

14



203

204

205

206
207

208

209

210

211

212

213

214

215
216
217
218

219

220

221

222

223

224

Capitulo 1

Artigo cientifico 1

Francisella noatunensis subsp. orientalis: CULTURABILIDADE E RESPOSTA in
vitro DE LEUCOCITOS ISOLADOS DE TILAPIA-DO-NILO
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Francisella noatunensis subsp. orientalis: CULTURABILIDADE E RESPOSTA in
vitro DE LEUCOCITOS ISOLADOS DE TILAPIA-DO-NILO
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RESUMO

A producgdo global de peixes provenientes da aquicultura vem crescendo, e
consequentemente a intensificagdo da produgdo resulta um aumento da presenca doengas na
aquicultura. No presente estudo foi utilizado a bactéria Francisella noatunenesis subp.
orientalis. Foram propostos trés ensaios. No ensaio I, o delineamento experimental para a
otimiza¢do do meio de cultivo da FNO foi em esquema fatorial de 2x2x4 com 4 repeticdes
por tratamento. Sangue fresco foi coletado de tilapia-do-nilo e posteriormente processado. A
FNO foi cultivada conforme descrito por Fernandez-Alarcon et al. (2019) e adaptado para
meio liquido. Os tratamentos receberam dois suplementos nutritivos (soro sanguineo de
tilapia-do-nilo- ST e soro fetal bovino - SFB); duas concentracdes deste suplemento (3 e 10%)

e quatro tempos de cultivo da bactéria (12, 24, 48 e 72h). O delineamento experimental do
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ensaio II foi em esquema fatorial 3x2x3 com 6 repeti¢es por tratamento. O meio de cultivo
MH suplementado com 1% de glicose e 0,1% de hidrocloreto de L-cisteina monoidratado (3%
de ST ou SFB) foi utilizado como padrao nas amostras para avaliagao do crescimento da FNO
nas diferentes concentracdes de glicerol (20, 30 e 50%) e temperaturas (-20°C, -80°C e -196°C).
Os testes de criopreservacado apresentados, o melhor desempenho na contagem absoluta foi
no -80°C com ST com 30% de glicerol. No ensaio III foi inativado a FNO com formaldeido e
testado o efeito dela inativada sobre leucécitos de diferentes érgdos. Os resultados sugerem
que o cultivo da FNO pode ser melhorado e que os efeitos sobre a proliferagdo podem ser
indicativos para a formulacdo de métodos de prevencdo como vacinas. Os resultados
demonstraram quando o soro fetal bovino foi usado na concentragdo de 10% no meio de
cultura para isolamento, foi possivel observar maior velocidade de crescimento da bactéria.
Soro sanguineo de tildpia-do-nilo pode ser utilizado em substitui¢do ao soro fetal bovino no
cultivo da FNO. O uso do soro de tilapia-do-nilo a 3% e 30% de glicerol a -80°C, demonstrou
ser a melhor metodologia para preservagéo.

Palavras-chave: Franciselose, microbiologia, meios de cultivo, criopreservagdo, cultivo

celular.

ABSTRACT

The global production of fish from aquaculture has been growing and the
production intensification results in a disease increasing in aquaculture. In the present
study, Francisella noatunenesis subp. orientalis was used at the experimental design of assay I
for the FNO culture medium optimization was in a 2x2x4 factorial scheme with 4
replications per treatment. The treatments were two nutritional supplements (Nile tilapia
blood serum - ST and fetal bovine serum - FBS); two concentrations of this supplement (3
and 10%) and four times of bacteria culture (12, 24, 48 and 72h). In the assay II, the
experimental design was in a 3x2x3 factorial scheme with 6 replications per treatment. In
the assay III, FNO was inactivated with formaldehyde and testing its inactivated effect on
leukocytes from different organs. The results suggest that the cultivation of FNO can be
improved and that the effects on proliferation can be indicative for the formulation of
prevention methods. In this study we demonstrate that tilapia blood serum can be used to
replace fetal bovine serum in the cultivation of FNO. Increasing the concentration of fetal

bovine serum to 10% in the isolation culture medium may aid in faster growth and increase
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in bacterial mass for studies that need this purpose. The use of 3% tilapia serum with 30%
glycerol at -80°C proved to be the best methodology for cryopreservation. And the
proliferation results are promising for the development of inactive vaccines against FNO.

Keyboards: Francisela noatunensis subs orientalis, microbiology, culture media,

cryopreservation, cell culture

1. INTRODUCAO

A produgdo global de peixes em 2018 foi de aproximadamente 179 milhdes de
toneladas com valor comercial estimado em USD 401 bilhdes, dos quais USD 250 bilhoes sdo
provenientes da aquicultura (FAO, 2020). No ano de 2021, o Brasil registrou uma producao
aquicola total de 841.005 toneladas, um aumento de 4,7% em relacdo ao ano anterior (PEIXE
BR, 2022). Dessa forma, é natural que a intensificacdo da produgdo resulte na expansao de
novos agentes infecciosos e doencgas na aquicultura (RODRIGUES et al., 2018).

Entre as doengas infecciosas presentes na aquicultura, cerca de 55% sdo causadas por
bactérias, que em meio aquético possuem um ambiente propicio para o seu
desenvolvimento. (MARTINEZ et al., 2021). A Francisella noatunensis subsp. orientalis (FNO) é
uma bactéria intracelular facultativa que causa a franciselose, doengca que afeta
principalmente cultivos durante baixas temperaturas (COLQUHOUN; DUODU, 2011;
SOTO; ENDRIS; HAWKE, 2010).

A franciselose tem sido associada como uma das principais causas de mortalidade em
tilapia-do-nilo em paises como Noruega, Estados Unidos, Chile, Costa Rica, Japao e
Taiwan(MAUEL, 2007, SOTO, 2009). No Brasil, essa bacteriose foi diagnosticada pela
primeira vez em 2016, no estado de Minas Gerais (]ATOBA; KLIPP; HOPPE, 2016).

Animais com infeccao por FNO podem desenvolver granulomas nos érgaos viscerais,
especialmente em 6rgados hematopoiéticos como rim cranial e bago, porém também podem
ser achadas no coracao e figado (SHAHIN et al., 2020). Os peixes que sdo acometidos pela
FNO apresentam altas taxa mortalidade na forma aguda, apresentando sinais clinicos
inespecificos como anorexia, exoftalmia, ascite, coloracdo escura, anemia, branquias
hemorréagicas, excesso de muco, comportamento letdrgico e natagdo erratica (RAMIREZ,
2015; SOTO, 2010,2013%).

A FNO possui estratégias para sobreviver a resposta imunolégica dos peixes, que

ap6s a bactéria ser fagocitada por células dendriticas ou macréfagos possibilita a
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sobrevivéncia da bactéria a agdo do sistema de degradacdo do fagolisossomos (BAKKEMO,
2011; BIRKBECK; FEIST; VERNER, 2011; CLEMENS, 2004; SANTIC, 2005).

Na falha da resposta imunolégica primaria, para eliminar o patégeno, as células
infectadas sdo envoltas por uma capsula fibrosa espessa que mantém o patdgeno isolado,
chamado de granuloma, sendo possivel a sua observagao macroscopicamente (MARTINEZ,
2021; SOTO, 2013c). Persistindo a doenca, ocorre a replicacdo das bactérias encapsuladas,
podendo ocorrer ruptura do granuloma com dissemina¢do das bactérias, causando mais
danos ao tecido (MARTINEZ et al., 2021).

O uso de antibiéticos é a opgdo mais utilizada em diversos cendrios de infecgdes
bacterianas (BOTELHO et al., 2015). Entretanto, o uso de antibiéticos, tem sido associado a
proliferacdo de bactérias resistentes e contaminacdo do meio ambiente (BOTELHO et al,,
2015), o que estimulou a procura de alternativas para prevengdo e controle da doenga. Logo,
o desenvolvimento de vacinas é considerado uma opgdo promissora na prevencdo de
bacterioses em peixes, reduzindo consideravelmente as perdas econéomicas (WANG et al,,
2013).

Devido sua caracteristica intracelular, a franciselose é de dificil diagnéstico e
tratamento (SOTO et al., 2009), sendo a realizagdo de necrépsias uma ferramenta comumente
utilizada para diagndstico. Os achados sao 6rgdos com aumento de volume, aspecto
hemorragico, podendo apresentar nédulos no bago, rins, figado e branquias (RAMIREZ et
al., 2015).

No estudo realizado por SOTO (2009), realizou-se o isolamento primério da bactéria
utilizando dois tipos de agar: meio Cystine Heart Agar com 0,1% de cistina, suplementado
com 3% de soro fetal bovino. No Brasil, o isolamento e cultivo da FNO é feito com meio Agar
Muller-Hinton (MH) (Difco™), contendo soro fetal bovino (3%), glicose (1%) e cloreto de L-
cisteina (0,1%) (FERNANDEZ et al., 2019%).

Apo6s o cultivo da FNO, o armazenamento correto é necessirio para preservagio
destes microrganismos. A metodologia de criopreservagdo é utilizada visando reduzir o
metabolismo e aumentar a preservacdo bacteriana (CASTRO et al., 2011). Ha intimeros
agentes crioprotetores, porém, o glicerol é o mais utilizado (AGUIAR et al., 2012).

Com base nas consideragdes acima, o presente trabalho visou otimizar as condigoes
de cultivo e preservacdo da FNO, além de verificar os efeitos da bactéria inativada sobre a

proliferacao de leucécitos in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cultivo da bactéria

Os isolados de Francisella noatunenesis subsp. orientalis (0012018 Prevet Laboratério,
Jaboticabal-SP, Brasil) utilizada, sdo provenientes do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento
de Aquicultura/Instituto de Pesca. As bactérias foram cultivadas em meio Agar Muller-
Hinton (MH) (Difco™), contendo soro fetal bovino (3%), glicose (1%) e cloreto de L-cisteina
(0,1%) conforme descrito por Alarcon et al. (2019). Apdés 72 horas de incubagdo, a
temperatura de 25°C foram submetidas a técnica de PCR convencional para confirmacao

molecular.

2.2 PCR convencional

As colonias de bactérias isoladas foram ressuspendidas em microtubos de 0,2 mL
contendo NFW (nuclease free water). Para o processo de PCR convencional direto das colonias,
utilizou-se primers especificos para a identificacao de FNO (F:
GCGGATTAAAGGTGGCCTTTGC e R: CCTGCAAGCTATTAACTCACAG), descritos por
Hsieh et al. (2006). A reagdo foi executada com a mistura de 20pL de reagentes do kit GoTag®
Colorless Master Mix (Promega), 10 nM de primers e 200 ng/ pL de DNA genémico como
template, totalizando o volume de 25 uL por microtubo.

O DNA foi amplificado de acordo com a seguinte programagcédo: desnaturacéo (3 min,
95°C), seguido por 36 ciclos de 95°C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72°C por 60 seg e finalmente
um ciclo de 72°C por 10 min. Em seguida, todo o produto de PCR gerado foi aplicado em gel
de agarose a 2,4% corado com Safedye Nucleic Acid Stain submetidos a eletroforese por 20

min a 250V.

2.3. Ensaio I - Otimizacdo do cultivo da bactéria

As tildpias-do-nilo foram obtidas na Nucleo Regional de Pesquisa de Pirassununga
(NRP/Centro de Pesquisa de Aquicultura/Instituto de Pesca/APTA/SAA), conforme

normas e recomendagdes da Resolugdo n° 592 de junho de 1992, do Conselho Federal de

Medicina Veterinaria, e preceitos de Principios Eticos da Experimentacio Animal. Este
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projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para experimentacio animal do Instituto de Pesca

(Protocolo 01/2018).

O delineamento experimental para a otimiza¢do do meio de cultivo da FNO foi em
esquema fatorial de 2x2x4 com 4 repeti¢des por tratamento. Os tratamentos foram dois
suplementos nutritivos (soro sanguineo de tilapia-do-nilo - ST e soro fetal bovino - SFB);
duas concentracdes deste suplemento (3 e 10%) e quatro tempos de cultivo da bactéria (12,
24, 48 e 72 h). Para isso, sangue fresco foi coletado da tilapia-do-nilo utilizando seringas nao
heparinizadas. O sangue foi centrifugado 500 x g por 30 min, e o soro filtrado com filtro MF-
Millipore™ (25mm x 0,20um) e armazenado a 4 °C até a sua utilizagdo. Para o preparo do
meio que serd utilizado, foram utilizados 64 tubos conicos (Falcon) de 15 mL. Todos
tratamentos receberam meio de cultura suplementado com 1% de glicose e 0,1% de
hidrocloreto de L-cisteina monoidratado, conforme descrito por Fernandez-Alarcon et al.
(2019) e adaptado para meio liquido. As varidveis nos tratamentos foram as diferentes
concentragoes e os diferentes soros, sendo 3 ou 10% de soro sanguineo de tildpia-do-nilo, 3

ou 10% de soro fetal bovino. O cultivo a 3% SFB foi utilizado como controle.

A FNO foi semeada em tubo conico de 15 mL contendo meio de cultivo liquido MH
suplementado (como descrito anteriormente, com 3% SFB), incubado em estufa B.O.D a 25°C
por 72h. Posteriormente, foi realizada a contagem bacteriana em Camara de Neubauer
(AIYAR et al., 2017; CLEMENS; 2004), sendo a quantidade de células obtidas apds cultivo de
5 x 106 células/ pL.

Durante o experimento foi utilizada a concentracao de 5x10¢ células correspondendo a
72 pL da solugdo mae. Esta quantidade foi introduzida em tubos contendo 8 mL de meio,

incubados em estufa B.O.D a 25 °C e o crescimento avaliado ap6s 12 h, 24 h, 48 he 72 h.

A avaliacao foi realizada pela quantificacao bacteriana pela contagem em Camara de
Neubauer com diluicdo de 1:10 e leitura da densidade 6ptica por espectrémetro (BEL
Photonics® Spectrophotometer SP 1105, 680nm). Para confirmacdo das amostras, foram
realizadas extragcdes de DNA (Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega®) seguidas pela

confirmagdo por PCR de acordo com a metodologia previamente citada.

2.4. Ensaio II - Técnicas de preserva¢do e armazenamento de cepas de Francisella

noatunensis subsp. orientalis.
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O delineamento experimental foi em esquema fatorial 3x2x3 com 6 repeticdes por
tratamento. No total, 214 criotubos foram utilizados para realizacdo deste ensaio. Sendo os
tratamentos: as temperaturas de armazenamento (-20°C, -80°C e -196°C). O meio de cultivo
MH suplementado com 1% de glicose e 0,1% de hidrocloreto de L-cisteina monoidratado (3%
de ST ou SFB) foi utilizado como padrdo nas amostras e os tratamentos consistiram nas

diferentes concentra¢des de glicerol no meio de cultivo (20, 30 e 50%).

A FNO foi semeada em tubo conico de 15 mL contendo 8 mL de meio de cultivo
liquido MH suplementado (como descrito anteriormente, com 3% SFB), incubado em estufa
B.O.D a 25°C por 72h. Posteriormente, foi realizada a contagem bacteriana em Camara de
Neubauer, sendo a quantidade de células obtidas apds cultivo de 6,64x 10¢ células/pL

(AIYAR, 2017; CLEMENS; 2004).

A quantidade de bactérias inoculadas foi de 6,64x 10¢ células correspondendo a 81,5
uL do tubo méae + 918,5 uL de meio de cultivo padrdo para FNO em cada criotubo (1 mL) e,
entdo foram incubadas por 72h em estufa B.O.D a 25°C. Em seguida, foi adicionado a
concentragdo necessaria de glicerol para cada criotubo e posteriormente realizado o
armazenado de forma direta nas temperaturas descritas. Apds 24h, foram retirados 18
criotubos de cada método de armazenagem e, posteriormente, 1 semana depois outros 18.
Foi realizado o descongelamento das amostras em temperatura ambiente, em seguida estas
foram semeadas em meio liquido conforme descrito por Fernandez-Alarcon et al. (2019) e
incubadas em estufa B.O.D. a 25°C por 72h. Em seguida, foram realizadas as contagens do
namero de células de FNO em CAmara de Neubauer e realizadas as extracées de DNA

(Wizard® Genomic DNA Purification kit (Promega®) seguidas pela confirmagdo por PCR.

2.5. Ensaio III - Proliferacdo de leucdcitos in vitro

O delineamento experimental utilizado neste ensaio foi inteiramente casualizado com
trés tratamentos e trés réplicas, onde foram utilizadas 106, 105, 10¢ células de FNO/uL
inoculadas no cultivo celular de leucécitos.

As bactérias foram cultivadas até a concentracdo de 1x10% células/pL. Apés o cultivo,
as bactérias foram centrifugadas 500 x g por 20 min até a formagdo de um pellet. O pellet foi

ressuspendido em 0,3% de solugdo de formaldeido em PBS e mantido em shaker durante 72h
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a 25°C. As bactérias inativadas foram lavadas trés vezes em PBS estéril para remogdo do
formaldeido. A inativacdo das bactérias foi determinada pela semeadura em meio MH
suplementado e incubados para confirmar o nao crescimento de colonias.

O rim cranial, bago e figado de tilapia-do-nilo foram coletados de forma asséptica, e
transferidos para placa de petri contendo meio RPMI 1640. Em seguida foram macerados e,
filtrados com Falcon® 40 pm Cell Strainer (BD Falcon). Posteriormente, a solucdo filtrada foi
transferida para um tubo falcon (15mL) e, adicionado o meio RPMI 1640 (suplementado com
10% de soro fetal bovino, 0,3% L-glutamina, 280mM de HEPES e 0,2% de NAHCO:;) e
centrifugando a 120 x g, durante 10 min; este procedimento foi repetido trés vezes (SIWICK,
1980). Para separacdao dos leucdcitos, 4 mL da solucdo filtrada foram ressuspendidos e
colocados sobre 5 ml de Ficoll-Paque Plus (densidade 1077) (GE Healthcare) e centrifugados
a 500 x g por 30 min. O buffy coat foi recuperado, transferido para outro tubo e centrifugado
a 120 x g durante 10 min com meio RPMI 1640 suplementado como anteriormente (SIWICK,

1980).

Posteriormente os leucécitos do rim cranial, bago e figado de tilapias-do-nilo foram
corados com CellTrace™ CFSE Cell Proliferation Kit (Invitrogen, USA) e 100uL da suspensao
celular, com aproximadamente 1 milhdo de células, foram colocadas em placas de 96 pogos
de fundo redondo. Em cada pogo foi adicionado 100pl de RPMI 1640 medium contendo as
bactérias. Diferentes concentra¢des de bactérias foram testadas (106, 105, 10¢ células/pL) para
determinar se as bactérias inativadas estimulam a proliferacdo de leucdcitos in vitro. Um
grupo controle utilizando o meio RPMI 1640 com concanavalina A (COn A) 20mg/pL foi
utilizado como controle de proliferagdo dos leucdcitos. No grupo controle da florescéncia
(stain) foi adicionando apenas o reagente fluorescente no pogo contendo o cultivo dos
leucdcitos. Os leucécitos foram incubados a 20°C durante sete dias e andlises de citometria de
fluxo foram realizadas apés este periodo. Dados de citometria foram coletados no FACS
Calibur Flow Cytometer com Cytek DxP Multi-Color Upgrade system (BD-Cytec, USA) usando
Flow]o-CE 7.5v (Cytek, USA) e analisados no FlowJo 10.7 software (BD, USA). O indice de

proliferacao foi calculado com base na intensidade da fluorescéncia de cada tratamento.

2.6 Analises estatisticas
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As analises estatisticas foram realizadas no Graphpad Prism (Graphpad Software,
USA) usando o teste de analise de variancia (One-way ANOVA), seguido do teste de Tukey

para mdltiplas comparacdes. A significancia foi estabelecida para p<0,05.

3.0 RESULTADOS

3.1 Identificacdo da cepa de Francisella noatunensis subsp. orientalis

Apbs a realizagdo da analise molecular de PCR convencional das duas amostras de
Francisella noatunensis subsp. orientalis utilizadas neste trabalho, referentes a cepa (0012018
Prevet Laboratério) observou-se a amplificacdo do fragmento de 286 pares de base nas
amostras analisadas. O controle positivo apresentou o mesmo tamanho de fragmento,

enquanto o controle negativo ndo foi observado amplificacdo do DNA. (Figura 1).

Figura 1- Eletroforese em gel de agarose (2,4%) dos produtos de DNA amplificados por PCR
a partir de colonias isoladas de Francisella noatunensis subsp. orientalis. (100bp: Marcador de
peso molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen®); 1, 2: colénias isoladas de Francisella

noatunensis subsp. orientalis. CP: controle positivo CN: controle negativo).

3.2 Ensaio I - Otimizacdo do cultivo da bactéria
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Apbs a avaliagdo da analise estatistica ap6s 72 horas de cultivo, verificou-se que nao
houve melhor desempenho entre os diferentes tratamentos. As diferengas estatisticas ndo
foram significativas na densidade optica nos diferentes tratamentos (Figura 2) (p<0,05; One-
way ANOVA). Entretanto, a contagem em cdmara de Neubauer mostrou que apés 12h de
cultivo o tratamento com SFB na concentragdo de 10% apresentou uma quantidade maior de
células/ul comparada com os outros tratamentos (p=0,0018) (Figura 3A). Em 24h de cultivo
apenas o tratamento com SFB10% mostrou diferenca significativa com o tratamento de ST
3% (p= 0,0196) (Figura 3B). Com 48h de cultivo o SFB na concentracdo de 3% observou-se
diferenga significativa com o ST 3%, este que também apresentou diferenga significativa com
o tratamento de ST 10% (Figura 3C) (p= 0,6220). Por ltimo, apds 72h de cultivo ndo houve

diferencas significativas entre os grupos (Figura 3D) (p= 0,5745).
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Figura 2 - Avaliacdo da densidade 6ptica no desempenho do cultivo bacteriano em

diferentes horas, concentracoes e tipos de soro. Médias seguidas estatisticamente pelo teste

Tukey (One-way ANOVA) realizados no Graphpad Prism (Graphpad Software, USA). (a =

5%)
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517 Figura 3 - Contagem de células de Francisella noatunensis subsp. orientalis em cAmara

518 de Neubauer de diferentes tipos e concentracdes de soro (nos tempos 12, 24, 48 e 72 horas).
519  Médias seguidas estatisticamente pelo teste Tukey (One-way ANOVA, p<0,05), realizados no
520  Graphpad Prism (Graphpad Software, USA).

521 Apbs a andlise de PCR a FNO foi confirmada pela observacao da amplificagao

522  do fragmento de 286 pares de base nas amostras analisadas.

523
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Figura 4- Resultado da eletroforese em gel de agarose (2,4%) dos produtos de DNA
amplificados por PCR a partir de extragdo de DNA das amostras da otimizagao do cultivo da
FNO. 100bp: Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen®); 1-36: colonias

isoladas de FNO. CP: controle positivo CN: controle negativo).

3.3  Ensaio II - Técnicas de preservagido e armazenamento de cepas de Francisella

noatunensis subsp. orientalis.

Ap6s analise em 24h (1 dia), ndo ocorreu diferenca estatistica significativa entre as
temperaturas de armazenamento. Para criopreservacdo ocorreu um melhor desempenho

utilizando 20% de glicerol em SFB (P = 0,2972) (Figura 5).

Entretanto apos sete dias, ocorreu diferenca estatistica significativa entre as
concentragdes de glicerol, como o ST com 30% de glicerol e o SFB com 50% de glicerol e entre
0 ST com 30% com o ST com 50% de glicerol. Ao analisar a temperatura, o soro de tilapia-do-
nilo com 30% de glicerol a -80°C apresentou diferenca significativa entre o SFB com 50% de

glicerol a -196 °C (P = 0,0098) (Figura 6).
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544 Figura 5 - Concentracdes de glicerol e método de criopreservagao apés 1 dia. Médias
545  seguidas por mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (One-way ANOVA)
546  realizados no Graphpad Prism (Graphpad Software, USA). (Concentrag¢oes: ST/20%: meio
547  suplementado com ST com 20% de glicerol, ST/30%: meio suplementado com ST com 30%
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Figura 6 - Temperaturas e concentragdes de glicerol. Médias seguidas por mesma
letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey (One-way ANOVA) realizados no
Graphpad Prism (Graphpad Software, USA). A significancia foi estabelecida para p<0,05.
(Concentragdes: ST/20%: meio suplementado com ST com 20% de glicerol, ST/30%: meio
suplementado com STcom 30% de glicerol, ST/50%: meio suplementado com soro de tilapia-
do-nilo com 50% de glicerol. SFB/20%: meio suplementado com soro fetal bovino com 20%
de glicerol, SFB/30%: meio suplementado com soro fetal bovino com 30% de glicerol e SFB

50%: meio suplementado com soro fetal bovino com 50% de glicerol).

Foi observada amplificagdo do fragmento de 286 pares de base nas amostras

analisadas.
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Figura 7- Resultado da eletroforese em gel de agarose (2,4%) dos produtos de DNA
amplificados por PCR a partir de extragdo de DNA das amostras da criopreservagdo (100bp:
Marcador de peso molecular (100 bp DNA ladder, Invitrogen®); A: 3, 5, 10, 18, 22, 29, 33, 36,
40, 46, 51, 54: colonias isoladas de FNO. B: 1, 4, 8, 13, 22, 27, 34, 40, 43, 48, 50, 53: coldnias
isoladas de FNO. C: 59, 56, 61, 69, 77, 79, 85, 92, 97, 102, 104: colonias isoladas de FNO. D: 56,
60, 65, 67, 74, 82, 89, 92, 96, 100, 105, 107: colonias isoladas de FNO. CP: controle positivo CN:

controle negativo.).

3.3.1 Ensaio III - Proliferacao de leucécitos in vitro

A proliferacdo de leucécitos in vitro em diferentes concentra¢des de FNO inativadas
em cultivo celular pode ser observada na Figura 8. Os valores de proliferagdo de leucécitos
dos grupos Con A e 10* células/pL foram diferentes (p= 0,0140) em relacdo grupo 106
células/pL apresentaram (Figura 8A). No cultivo celular do bago ocorreu diferenca
significativa entre a concentracdo de bactérias na diluicdo 105 células/pL em relacdo ao
grupo controle ndo estimulado (p=0,0458) (Figura 8B). Entretanto, ndo foi encontrado
diferenca significativa entre as concentragdes bacterianas na cultura celular do figado (p=

0,0351) (Figura 8C).
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Figura 8 - Proliferacdo de leucécitos em cultivo celular por citometria de fluxo
considerando diferentes concentragdes de bactérias. Médias seguidas por mesma letra nao
diferem estatisticamente pelo teste de analise de variancia (One-way ANOVA) realizados no
Graphpad Prism (Graphpad Software, USA) seguido do teste de Tukey para multiplas
comparagdes. A significancia foi estabelecida para p<0,05. Stain: Grupo controle, COn A:

concavalina A, concentragdes: 104, 105 e 10¢.

4. DISCUSSAO

A FNO esté entre os principais agentes que acometem as tilapias-do-nilo nos periodos
em que hé baixas temperaturas da agua (LEAL et al., 2014). E necessério o desenvolvimento
de métodos de prevencao, sendo preciso melhorar as condigdes de cultivo bacteriano e a

preservacao desses microrganismos em laboratério. (BAKKEMO et al., 2011).

O cultivo da bactéria em laboratério é essencial para desenvolvimento de pesquisas
sobre controle e tratamento, resposta imunoldgica dos peixes, desenvolvimento e produgdo
de vacina. O que consequentemente gerou a necessidade de padronizagdo e otimizagdo do
cultivo. Neste estudo, foi demonstrado que o aumento na concentragdo de SFB e ST no meio

de cultura aumenta a quantidade de FNO in vitro.

Os meios de cultivo tradicionais para FNO comumente utilizaram o SFB
(FERNANDEZ, 2019a; SOTO, 2009). Segundo RAMIREZ (2015), o reagente para o

crescimento de bactérias é de alto custo. Neste estudo, foi entdo utilizado ST, e ndao houve
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diferenca observada no crescimento da FNO comparado com SFB. Isto sugeriu que o ST
pode ser utilizado em substituicdo SFB, devido a disponibilidade e facil processamento,
reduzindo o custo. Entretanto, ao coletar o sangue, fatores como estresse, estado nutricional e
imunolégico podem influenciar na qualidade do sangue coletado e, consequentemente, na
qualidade do soro (ARAUJO, 2011; CASTRO, 2020; DIAS, 2016; SOTO, 2011). O soro
sanguineo de diferentes espécies de animais foi utilizado em varios estudos substituindo o
soro fetal bovino (MAUEL, 2007; NGUYEN, 2015; PULPIPAT, 2020; SOTO, 2009). Assim,
como a FNO ¢ basicamente encontrada em 6rgdos hematopoiéticos (MAUEL et al., 2007), o
soro sanguineo pode conter fatores nutricionais ou de crescimento especificos para ela. Além
disso, outros estudos mostram que a suplementagdo com hemoglobina ja foi utilizada em

cultivos bacterianos com a FNO (LEAL; TAVARES; FIGUEIREDO, 2014; SOTO, 2013a, 2011).

Nos testes de criopreservacdo apresentados, o melhor desempenho na contagem de
células de FNO foi no armazenamento em -80°C com ST e 30% de glicerol apds sete dias de
congelamento, diferindo do trabalhos apresentados por COLQUHOUN (2011); SOTO et al.
(2009). A metodologia de criopreservagao com -80°C ja é bastante comum em laboratérios,
sendo uma alternativa com menor custo que o nitrogénio liquido (LEAL; TAVARES;
FIGUEIREDO, 2014). Entretanto, na auséncia de um ultrafreezer (-80°C) ou de nitrogénio
liquido (-196°C), em curto prazo as bactérias podem ser acondicionadas em temperatura de -

20°C, como demonstrado neste trabalho.

O cultivo da FNO pode ser melhorado e a proliferacdo de leucécitos pode ser
utilizado como indicativos da resposta imune e fornecer subsidios para o desenvolvimento
das vacinas para peixes (BAKKEMO, 2011; PULPIPAT, 2020; SHAHIN, 2019). Todavia é
recomendado testes in vivo (CARVALHO, 2018; PULPIPAT, 2020; SHAHIN, 2019) para
verificar a capacidade da resposta imunolégica ao longo do periodo de protegao das tilapia-

do-nilo durante o cultivo que pode variar de 6 a 8 meses.
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5. CONCLUSAO

Em conclusdo, o ST pode ser utilizado em substitui¢do ao SFB no cultivo da FNO. O
aumento da concentracdo de soro fetal bovino para 10% no meio de cultura de isolamento
aumenta a velocidade de crescimento da FNO. O uso do soro de tildpia-do-nilo a 3% com
30% de glicerol a -80°C, é a melhor metodologia para criopreservacdo da FNO. Houve

proliferacdo de leucécitos com a estimulagdo da FNO inativada.
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