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Micobacteriose por Mycobacterium marinum em “linguado”
Paralichthys orbignyanus e em “barber goby” Elacatinus figaro:
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ABSTRACT.- Romano L.A., Sampaio L.A. & Tesser M.B. 2012. [Micobacteriosis by Myco-
bacterium marinum in Brazilian flounder Paralichthys orbignyanus and barber goby
Elacatinus figaro: Histopathological and imunohistochemical diagnosis.] Micobac-
teriose por Mycobacterium marinum em linguado Paralichthys orbignyanus e em “barber
goby” Elacatinus figaro: diagndstico histopatoldgico e imuno-histoquimico. Pesquisa Veteri-
ndria Brasileira 32(3):254-258. Laboratério de Imunologia Patologia de Organismos Aqua-
ticos, Instituto de Oceanografia, Universidade Federal do Rio Grande, Av. Italia Km 8, Bairro
Carreiros, Rio Grande, RS 96201-900, Brazil. E-mail: dcluis@yahoo.com

Mycobacteriosis affects various species of fish, including those cultured with com-
mercial purposes. It is a chronic systemic with granuloma forming disease known as fish
mycobacteriosis. In the last few years the interest of fish culture has been increasing due
to the reduction of the natural fish stocks. However the intensification of fish culture has
collaborated to the development of diseases such as mycobacteriosis, causing losses due
to the chronic characteristics and difficult diagnosis. This study is to report two cases of
mycobacteriosis observed at “Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha of the Uni-
versidade Federal do Rio Grande (FURG)”, one for Brazilian flounder Paralichthys orbignya-
nus and another for barber goby Elacatinus figaro. The Fite-Faraco staining protocol was
used. Membranes of mycobacterial cells contain a waxy substance composed of mycolic
acids. These are f3-hydroxy carboxylic acids with chain lengths of up to 90 carbon atoms.
The property of acid fastness is related to the carbon chain length of the mycolic acid found
in any particular species. The fish mycobacterium is much less acid and alcohol fast than
the tubercle bacillus and the classic Ziehl-Neelsen Staining Protocol may give false results.
The presence of mycobacterial antigen lesions was studied by immunohistological metho-
ds using monoclonal antibodies to Mycobacterium marinum. Humans may be infected by
these bacteria and develop cutaneous granuloma. In this paper the necessity is stressed
for a correct diagnosis of the disease, contributing to the prevention of its establishment in
aquatic facilities, and thus, preserving cultured fish as well as human beings from infection.

INDEX TERMS: Mycobacterium marinum, mycobacteriosis, Paralichthys orbignyanus, Elacatinus
figaro, inmunohistochemistry.

RESUMO.- As micobacterioses afetam varias espécies de
peixes, tanto comerciais como ornamentais. E uma enfer-
midade sistémica com formacdo de granulomas, conheci-
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da como micobacteriose de peixes. O desenvolvimento da
aquicultura tem aumentado o nimero de casos com essa
enfermidade que muitas vezes é de dificil diagnéstico. Nes-
te trabalho apresentamos dois casos de micobacterioses em
Paralichthys orbignyanus e Elacatinus figaro provenientes do
Laboratério de Piscicultura Estuarina e Marinha da Univer-
sidade Federal do Rio Grande (FURG). As micobactérias de
peixes possuem menos 4cidos graxos que as de mamiferos,
por isso foi utilizado o protocolo de coloragado de Fite-Faraco,
uma vez que o protocolo de coloracdo classico de Ziehl Ne-
elsen pode resultar em falsos negativos. Para determinar o
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tipo de micobactéria foi utilizada a imuno-histoquimica com
a qual se pode diagnosticar a presenca de Mycobacterium
marinum. A enfermidade pode ser transmitida para o ho-
mem e com esse trabalho ressalta-se a necessidade de fazer
o diagndstico correto e implantar medidas de prote¢do para
as pessoas que estdo em contato com os peixes infectados.

TERMOS DE INDEXACAO: Mycobacterium marinum, micobac-
teriose, Paralichthys orbignyanus, Elacatinus figaro, imuno-histo-
quimica.

INTRODUCAO

As bactérias representam os agentes bioldgicos que mais
frequentemente produzem enfermidades em peixes, po-
dendo ocasionar mortalidades elevadas tanto em peixes
silvestres ou em cativeiro (Stoskopf 1993). A micobacterio-
se em peixes é uma doenga sistémica, granulomatosa, pro-
duzida por bacilos Gram positivos, acido-alcool resistente
que medem entre resistentes ao alcool e que medem en-
tre 1 e 4 um de comprimento (Decostere et al. 2004). As
doencas causadas por micobacterioses estdo entre as mais
comuns em peixes em todo mundo (Noga et al. 1990). Sua
severidade pode ser cronica e associada com baixa morta-
lidade, até casos mais agudos onde todo o lote de peixes é
perdido (Kent et al. 2004).

A transmissdo horizontal é pouco frequente. No entan-
to, foi comprovado experimentalmente a sua transmissao
por ingestdo de alimentos contaminados por micobactérias
(Romano 1990, Ishikawa 2001). Recentemente, evidéncias
apontam que o modo de infestagdo por micobactérias seja
principalmente pelo intestino, como foi visto em Danio rerio
(Harrif et al. 2007). Geralmente, os casos iniciam-se de ma-
neira cronica. Os peixes apresentam letargia e deixam de se
alimentar, podem apresentar ulceragdes na pele e alteragdes
de pigmentacdo, exoftalmia uni ou bilateral (Decostere et al.
2004). Granulomas de coloragio branco-acinzentada podem
estar presentes em qualquer regido do parénquima, mas
com maior predominancia no bago, figado e rim.

Desde a primeira descri¢do em Cyprinus carpio no ano
de 1894, a enfermidade foi registrada em aproximadamen-
te 40 familias e 151 espécies de peixes em todo mundo, tan-
to em agua doce como marinha (Romano 1985, Sahar et al.
2001). Ainda, as micobacterioses de peixes possuem ag¢do
zoonotica, causando feridas nas mios dos que manipulam
peixes enfermos (Lewis et al,, 2003). Essa enfermidade em
humanos ¢ de dificil diagnoéstico e terapia, estando incluida
dentro das micobacterioses atipicas (Ryan & Bryant, 1997).

Os sinais clinicos desta doenga em peixes sugerem ape-
nas suspeita, o diagndstico definitivo é feito por, isolamento
bacteriano ou cortes histologicos. De acordo com Pourah-
mad et al. (2009) a histologia é um método pouco sensivel
ou especifico. No entanto, a realizagdo de técnicas especi-
ficas para bacilos acido-alcool resistentes podem reduzir
o numero de casos falsos negativos. Além disso, a técnica
classica (Ziehl-Neelsen) para micobacteriose pode resultar
em grande quantidade de falsos negativos devido a baixa
quantidade de acido micolitico. Deste modo, propomos
nesse trabalho a técnica de Fite-Faraco como uma técnica
de maior especificidade, pois a mesma nio utiliza solventes

organicos. A caracterizacdo taxondmica desse bacilo pode
ser realizada por meio molecular, que sdo complexas e cus-
tosas. Como alternativa e demonstrado nesse trabalho, a
utilizacdo de anticorpo monoclonal pode caracterizar taxo-
logicamente esse bacilo.

Os casos de micobacterioses relatados nesse artigo fo-
ram de duas espécies estudadas no Laboratério de Piscicul-
tura Estuarina e Marinha da FURG, o linguado Paralichthys
orbignyanus e outro no “barber goby” Elacatinus figaro,
ambas as espécies com interesse comercial (Sampaio et al.
2008, Shei et al. 2010).

MATERIAL E METODOS

Foram estudados dois exemplares de Elacatinus figaro e um exem-
plar de Paralichthys orbignyanus provenientes do Laboratério de
Piscicultura Estuarina e Marinha. Os animais foram anestesiados
com benzocaina (150ppm) e sacrificados em gelo. Em seguida, os
peixes foram necropsiados de acordo com a metodologia propos-
ta por Romano (1987). Os exemplares de E. figaro foram fixados
inteiros devido ao seu pequeno tamanho com apenas uma abertu-
ra em todo o abddémen. O baco, o rim e o figado, bem como os pei-
xes foram fixados em formol 10% tamponado. Todas as amostras
foram processadas em equipamento automatico (LUPE PTO05) e
a inclusdo feita em paraplast. Os blocos foram cortados em mi-
crotomo (LUPE MRP03) a uma espessura de 3 um e corados com
hematoxilina e eosina e Fite- Farazo segundo o seguinte proto-
colo: As secgdes foram desparafinadas em solugdo composta por
duas partes de xilol e uma parte de 6leo de amendoim durante 15
minutos. Em seguida as secgdes foram lavadas em agua corren-
te para retirar a mistura de xilol/6leo remanescentes. A diferen-
ciacdo foi realizada por meio de acido sulftirico 10% durante 2
minutos. Novamente uma lavagem em agua corrente foi realizada
e em seguida em agua destilada. Posteriormente, as secgdes fo-
ram secas e ndo foram desidratas em alcool. Foi utilizado o xilol
e em seguida a lamina montada com Balsamo do Canada (Fite et
al. 1947).

A imunohistoquimica foi realizada com anticorpo monoclonal
anti-Mycobacterium marinum (Microtek International-Buenos Ai-
res Argentina). As laminas histoldgicas foram incubadas por 20
minutos em 0,3% H,0, em tampdo Tris. Posteriormente elas fo-
ram incubadas em soro suino diluido 1:5 em tampao fosfato (PBS)
por 30 minutos e novamente incubadas com o anticorpo mono-
clonal anti-Mycobacterium marinum em uma diluicdo de 1:600.
Foi utilizado um complexo peroxidase-antiperoxidase (PAP-Dako)
diluido em PBS por minutos. Como cromdgeno foi utilizado a dia-
minobenzidina com H,0,a 0,03% e como corante de contrates o
verde luz.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Clinicamente, os exemplares de Elacatinus figaro apresen-
taram distensao abdominal proeminente com acumulagao
de liquido ascitico. No caso de Paralichthys orbignyanus o
exemplar estudado apresentou hiperpigmentacdo cutanea
e exoftalmia unilateral com hemorragia intraocular (Fig.1).
O figado estava friavel e foi observada rinomegalia com gra-
nulag¢des milimétricas sobre a superficie dos rins (Fig.2).
Histologicamente o baco, figado e o rim de ambas as es-
pécies apresentaram granulomas constituidos por um cen-
tro necrotico tipo caseoso rodeado por células epitelidides
e linfécitos (Fig.3 e 4). A morfologia dessas lesdes sugeria
uma micobacteriose, desta forma foi realizada a técnica de
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Fig.2. Paralichthys orbignyanus com nddulos esbranquicados mili-
métricos no parénquima renal (seta).
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Fig.3. Parénquima esplénico de Elacatinus figaro com lesdo granu-
lomatosa e necrose central de tipo caseoso (NC) rodeado de
células gigantes multinucleadas (flecha curta) e células epite-
lidides e linfécitos (seta longa). HE, barra = 50pum)

Fite-Faraco para bactéria 4dcido-alcodlica resistente. Foram
encontrados numerosos bacilos de 2-6um de comprimen-
to, principalmente no baco, figado e rins (Fig.5). No caso
de P. Orbignyanus, foram encontrados granulomas no te-
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Fig.4. Pronefros de Paralichthys orbignyanus com células linfo he-
matopoiéticas (seta) e varias lesdes granulomatosas (G). HE,
barra = 50um.

: o ) g R o
T Oy Dot e e Nl
Fig.5. Granuloma no bago observado na Figura 3 com abundantes

bacilos acido-alcool resistentes que correspondem a micobac-

térias (setas). Fite-Faraco, barra = 10pm.

cido adiposo retro-ocular e hemorragia no humor vitreo
com inimeras micobactérias (Fig.6). As caracteristicas da
coloragdo desses bacilos diferem das observadas em mico-
bactérias de mamiferos e humanos. Com a técnica de Ziehl-
-Neelsen os bacilos dos peixes ndo se tingem de vermelho
de forma intensa. No entanto, com a técnica de Fite-Faraco,
tanto as micobactérias humanas como as ndo humanas sio
marcadas intensamente de vermelho, devido a afinidade
que a coloragio de Ziehl-Neelsen possui com os lipidios e
com as bactérias com uma tipica estrutura lipidica de sua
parede celular que atua como uma barreira permeavel uni-
camente para solutos hidrofilicos. Os compostos hidrofili-
cos atravessam lentamente a parede celular devido a pouca
fluidez dos acidos mico6licos e a espessura total da parede
bacteriana (Campbell & Naworal 1969, Tgnjum 1998, Sacco
et al. 2007). As micobactérias que afetam os peixes apre-
sentam menor quantidade de acidos graxos, que durante
aretirada da parafina do tecido com um solvente organico,
como o xilol, os acidos graxos se dissolvem e a coloragio
pode resultar em falso-negativo. Com a técnica de Fite-
-Faraco modificada, no momento da retirada da parafina se
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utiliza uma mistura de 6leo de amendoim e xilol preservan-
do mais de 60% dos acidos graxos, principalmente os aci-
dos -hidroxi- carboxil com comprimento de cadeia maior
de 90 atomos de carbono que sdo os que apresentam maior
afinidade pelo corante (Fite et al. 1947).

A classificacdo do género Mycobacteriun nao é clara.
Originalmente a micobactéria foi denominada de Myco-
bacteriun piscium. No manual de bacteriologia de Bergey
(1974) a espécie patogénica mais comum é M. marinum,
que substitui a antiga denominagdo de M. pisciun, M. ana-
brante e M. salmoniphilun (Reichenbach-Klinke 1982). A
imuno-histoquimica demonstrou que se trata de uma in-
feccdo sistémica causada por M. marinum para ambas as
espécies (Fig.7).

A imuno-histoquimica é de muita utilidade para o diag-
nostico de diversas patologias animais e humanas; pois
permite detectar antigenos de diferentes agentes patolo-
gicos somente fixando os tecidos com formol tamponado.

Fig.6. Globo ocular de Paralichthys orbignyanus onde se obser-
va lesdes granulomatosas por debaixo da coroide (retangulo
marcado LG), se pode observar o epitélio pigmentario ocular
(EP). No detalhe na parte superior esquerda da figura se pode
observar um detalhe das micobactérias encontradas nos gra-
nulomas. Fite-Faraco, barra = 100um. No detalhe Fite-Faraco,
barra = 10um).
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Fig.7. Imuno-histoquimica do granuloma renal onde se observa

micobacterias correspondentes a Mycobacterium marinum
(setas). Anti-M.marinum, barra = 10um.

Esta técnica é eficiente para o diagndstico de bactérias de
dificil isolamento e cultivo como sido as micobactérias (G6-
mez et al. 1993).

Conclui-se que técnica de Fite-Faraco demonstrou ser
sensivel para deteccdo de microbactérias em geral e de
maior sensibilidade para microbactéria de peixes do que a
técnica classica. Por tltimo a utilizagao de anticorpo mono-
clonal para a caracterizacgio sistematica do bacilo foi alta-
mente especifico podendo servir de alternativa para a téc-
nicas moleculares que sao de maior complexidade e custo.
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