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1. Clarify the pathology of two emerging bacteria that affect the tilapia production chain
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resistance profile of the studied pathogens, with the aim of providing effective and
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scientific research, and clarify doubts generated by gaps that still exist due to the recent
problem generated by these pathogens; 6. Guide students to carry out quality research.
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RESUMO

A intensificacdo da piscicultura € uma pratica crescente em todo o mundo,
incluindo no Brasil. Essa pratica envolve o uso de técnicas avancadas de
producgao, tais como a criacédo de peixes em alta densidade e o uso de alimentos
e medicamentos especificos para aumentar o crescimento e a produgado. As
condi¢gdes do ambiente, como a qualidade da agua, temperatura e oxigénio
dissolvido, podem afetar a saude dos peixes. Desta forma, a intensificacdo da
atividade pode levar a um maior risco de doencas em peixes, devido a uma maior
exposicao a patdégenos e ao estresse causado pelo ambiente em que vivem.
Algumas das doengas mais comuns em peixes em sistemas intensivos incluem
as causadas por virus, parasitas, fungos e principalmente bactérias, com
destaque para o Streptococcus sp. e Aeromonas sp., que provocam um numero
elevado de morbidade e mortalidade nos peixes. Recentemente estudos
relataram o aparecimento de problemas causados por Lactococcus sp. no Brasil.
Além disso, uma outra espécie de Aeromonas sp. mostra grande potencial para
infeccbes responsaveis por grandes prejuizos a criagdo de tilapia no Brasil.
Contudo, o objetivo deste trabalho foi de avaliar a sobrevivéncia e sinais clinicos
de tilapias do Nilo (O. niloticos) infectadas com duas bactérias emergentes
causadoras de doengas em peixes no Brasil: Lactococcus spp. e
Aeromonas veronii, além de identificar a resisténcia desses patogenos frente aos

principais antimicrobianos utilizados na piscicultura nacional.

Palavras-chave: Tilapia-do-Nilo. Aeromonas.. Anti-infecciosos. Septicemia.
Bactéria.



ABSTRACT

The intensification of fish farming is a growing practice all over the world,
including in Brazil. This practice involves the use of advanced production
techniques, such as raising fish at high density and using specific foods and
medicines to increase growth and production. Environmental conditions such as
water quality, temperature and dissolved oxygen can affect fish health. In this
way, the intensification of activity can lead to a greater risk of disease in fish, due
to greater exposure to pathogens and the stress caused by the environment in
which they live. Some of the most common diseases in fish in intensive systems
include those caused by viruses, parasites, fungi and mainly bacteria, with
emphasis on Streptococcus sp. and Aeromonas sp., which cause a high number
of morbidity and mortality in fish. Recently studies have reported the appearance
of problems caused by Lactococcus sp. in Brazil. Furthermore, another species
of Aeromonas sp. shows great potential for infections responsible for great
damage to tilapia farming in Brazil. However, the objective of this work was to
evaluate the survival and clinical signs of Nile tilapia (O. niloticos) infected with
two emerging bacteria that cause disease in fish in Brazil: Lactococcus spp. and
Aeromonas veronii, in addition to identifying the resistance of these pathogens to

the main antimicrobials used in national fish farming.

Keywords: Nile Tilapia. Aeromonas. Anti-infective agentes. Septicemia.

Bacterial infections.
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1 INTRODUGCAO

A piscicultura € uma das atividades mais promissoras para o
agronegocio brasileiro, além da elevada disponibilidade dos recursos hidricos,
tem-se condicgdes climaticas favoraveis e espécies passiveis de cultivo. Além da
vasta quantidade de terras, o Brasil possui a maior reserva de agua doce do
planeta, com mais de 8 mil km?3, muito superior a do segundo colocado, a Russia,
com cerca de 4,5 mil km3. Por conta disso, o pais possui um alto potencial para
a atividade, e isto vem sendo observado através do crescimento expressivo do
setor, que apresentou um crescimento acumulado de 45%, desde 2014. No pais
a tilapia consolida-se cada vez mais como a espécie mais cultivada. Em 2021,
foram produzidas 534.005 toneladas, com aumento de 9,8% sobre o
desempenho do ano anterior (486.155 t). Com esse resultado, a tilapia participou
com 63,5% da produc&o nacional de peixes de cultivo (Peixe BR, 2022).

A medida que a aquicultura se expande e intensifica, aumentam também
os desafios ambientais dentro desses sistemas. Sao utilizadas altas densidades
de estocagem, sendo comum o surgimento de problemas de manejo, ma
qualidade da agua, questdes nutricionais, entre outros (Kubitza, 1999; 2009).
Estes fatores de estresse refletem-se na homeostasia dos peixes, predispondo-
0s ao ataque de organismos patogénicos (Dias et al., 2008).

Assim como outras espécies de peixes de aquicultura, em condi¢des de
estresse nos sistemas de producdo intensivo, a tilapia também é suscetivel a
varias doencas bacterianas, como a estreptococose causada por Streptococcus
agalactiae, Streptococcus iniae ou Lactococcus garviae (Suanyuk et al. 2008;
Anshary et al., 2014; Kayansamruaj et al., 2014); franciselose causada por
Francisella noatunensis subsp. orientalis (Soto et al., 2009; Lin et al., 2015)
columnaris causada por Flavobacterium columnare (Figueiredo et al. 2005; Dong
et al. 2016); septicemia hemorragica causada por Aeromonas spp. (Li & Cai

2011); entre outros.

1 REVISAO DA LITERATURA
1.1 Tilapicultura intensiva
No ambito da producéao de alimentos, a aquicultura vem se consolidando
como o setor que cresceu mais rapidamente nos ultimos anos (Garlock et al.,

2020). A produgéao aquicola ultrapassou 82 milhdes de toneladas de pescados e
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a atividade ja ultrapassou a pesca em mais de 30 paises, representando 53% de
toda a producéao da carne de peixes (FAO, 2020).

O Brasil ocupa a oitava colocagdo no ranking mundial dos maiores
produtores de peixes e a atividade gera resultados socioecondmicos
expressivos, sendo que a piscicultura é o grande destaque no pais, com mais de
200 mil fazendas de piscicultura de agua doce em atividade (Valenti et al., 2021).

O sucesso produtivo brasileiro se deve, especialmente, a grandes
extensdes territoriais, boa disponibilidade de recursos hidricos, areas para
construgdes de tanques e agudes e muitas espécies passiveis de cultivo (FAO,
2018; Ana, 2020; Menezes et al., 2003). Soma-se a isto, o fato de a carne de
peixe ser reconhecida como um dos alimentos mais saudaveis pela boa
composi¢cdo de aminoacidos e acidos-graxos poli-insaturados (Xu et al., 2019).

De acordo com os dados divulgados pela Peixe BR, o pais produziu
841.005 toneladas de peixe de cultivo em 2021 e esse resultado representa um
aumento de 4,7% quando comparado com a produgao de 2020 (Peixe BR, 2022).
A tilapia consolida-se como o peixe mais cultivado no Brasil, correspondendo a
534.005 toneladas no pais, o equivalente a 63,5% da producédo nacional de
peixes de cultivo.

Originaria da Africa e Palestina (Phillippart e Ruwet, 1982), o nome tilapia
€ comum para varias espécies da familia Cichlidae e engloba os géneros
Oreochromis e Saratherodon (Trewavas, 1983). A tilapia possui o corpo
lateralmente comprido, coberto com grandes escamas cicloides e nadadeiras
dorsais (El-Sayed, 2019).

A consolidacdo da tilapia como a segunda espécie mais cultivada no
mundo pode ser justificada pela boa adaptacdo aos diferentes tipos de cultivo,
rusticidade e facil reproducao, resisténcia a baixos teores de oxigénio dissolvido
e a alta densidade populacional. Além disso, sabe-se que quando submetidas
ao cultivo intensivo, a tilapia apresenta um crescimento acelerado (Schwarz et
al., 2010; El-Sayed; Kawanna 2004; Kubitza, 2000; Gall; Bakar, 1999). No Brasil,
sua criacgao € realizada em tanques-redes, de maneira intensiva, e nos grandes
reservatorios hidroelétricos (Scorvo Filho et al., 2010).

Contudo, a intensificacdo da atividade, tem levado a uma maior
ocorréncia de enfermidades ocasionadas por agentes oportunistas podendo
resultar em grandes perdas econdmicas (Farias et al., 2016). Nos sistemas
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intensivos, a criagdo de peixes em tanques-rede, raceway e sistema de
recirculacédo se baseiam em altas densidades de estocagem, aumentando o
contato fisico entre os animais e a transmissdo desses agentes. Sabe-se ainda,
que quando expostos a uma situacao de estresse, a concentragao plasmatica de
cortisol se eleva e o0s mecanismos de defesa diminuem, deixando-os
predispostos as doengas (Pilarski; Sakabe, 2009; Urbinati; Carneiro, 2004).

O surgimento de doencgas, muitas vezes, € causado pelo desequilibrio
da relacdo hospedeiro-patdogeno-ambiente (Moraes; Martins, 2004). Os
problemas sanitarios como manejo inadequado e ma qualidade de agua, s&o
responsaveis por predispor o surgimento de doengas, especialmente as de

etiologia bacteriana (Mallasen et al., 2008).

1.2 Problemas relacionados a sanidade no Brasil

O aumento significativo das atividades relacionadas a aquicultura,
observado no Brasil e no mundo, tem aumentado consideravelmente a
relevancia dos estudos desenvolvidos com parasitas, bactérias e outros
patégenos de organismos aquaticos, principalmente daqueles hospedeiros com
potencial para o cultivo e para a comercializagdo (Thatcher; Brites-Neto, 1994).

Embora os peixes tenham a capacidade natural de responder
fisiologicamente adaptando-se as alteragbes provocadas por essas condigdes
estressantes, em casos de estresse crénico, o animal perde a capacidade de
adaptabilidade, tornando-se mais susceptivel as doencas e, em casos mais
extremos, a morte é inevitavel (Merighe et al.,2004). Desta forma, nos sistemas
de producéo intensiva de peixes, a sanidade € um dos aspectos mais relevantes
para a criagao comercial de qualquer espécie.

As bactérias constituem o grupo de agentes etiolégicos economicamente
mais significantes para a aquicultura, pois todas as espécies de peixes s&o
susceptiveis as infecgdes, além da facil propagacdo, uma vez que estes
microorganismos ocorrem naturalmente no ambiente aquatico (Costa, 2001),
além de ocasionar grande impacto econémicodevido a doengas que provocam.

As taxas de mortalidade podem ser bastante elevadas em surtos
causados por esses organismos, uma vez que o tratamento € bastante dificil e
muitas vezes ineficaz. Por esta razéo, tais doencgas sao de declaragao obrigatoria

em muitos paises (Pavanelli et al., 2008). Ademais, as perdas causadas por
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diferentes patdégenos representam um fator determinante para o sucesso da
piscicultura, pois além de disseminar agentes patogénicos para o ambiente,
representam riscos a saude publica (Braccini et al., 2008). Neste cenario,
destaca-se a importéncia do diagndstico laboratorial para a realizagdo do
tratamento, uma vez que a utilizagcdo inadequada de um produto pode causar
impacto negativo, tanto nos peixes como no meio ambiente, bem como levar ao
surgimento de espécies de bactérias resistentes (Vargas, 2004).

Embora existam inumeras bactérias patogénicas, algumas delas séo de
ocorréncia frequente e apresentam maior impacto econémico na producgao
comercial de peixes cultivados, como: Streptococcus spp. (Rosenbach, 1884),
Aeromonas spp. (Kluyver; Van Niel, 1936), Pseudomonas spp. (Migula, 1894) e
Flavobacterium columnare (Bernardet et al., 2002) (Kubtiza; Kubtiza, 2004 ).

Recentemente o Brasil lida com o surgimento de problemas relacionados
a lactococose, uma doenga emergente causada pela bactéria Lactococcus spp.
Duas principais espécies de Lactococcus tém sido associadas com infecgdes em
peixes, sendo Lactococcus garvieae e, mais recentemente, Lactococcus petauri.
Ambos patdégenos compartiiham muitas similaridades fenotipicas, genéticas,
bem como na patologia que ocasionam nos animais, causando ainda doencgas
similares as estreptococoses, que sdo amplamente conhecidas pelos criadores
de tilapia.

Quando surtos de doencgas ocorrem, a utilizacdo de antimicrobianos e
quimioterapicos € a maneira mais efetiva de controlar as enfermidades e reduzir
a oportunidade de transmissdo de patdégenos para todo o plantel. Na
aquacultura, os antibidticos sado frequentemente administrados, por curtos
periodos, em niveis terapéuticos, por via oral.

Todavia a utilizagao dessas substancias na piscicultura pode contaminar
o corpo hidrico, contribuir para o aparecimento de microorganismos resistentes
e provocar impactos adversos em espécies nao-alvo, colocando em risco toda a
cadeia tréfica e a saude do ser humano (Midlen; Redding, 1998; Treves-Brown,
2000; Cabello et al., 2013).
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3 OBJETIVO
Avaliar tildpias do Nilo (O. niloticos) infectadas com duas bactérias
emergentes causadoras de doengas em peixes no Brasil: Lactococcus spp. e

Aeromonas veronii.

3.1 Objetivos especificos

I. Avaliar o efeito da infeccdo com diferentes concentracbes de
Lactococcus spp. e Aeromonas veronii em tiapia do Nilo: sobrevivéncia e sinais
clinicos.

II. Determinar, fenotipicamente, o perfil de resisténcia aos principais
antimicrobianos utilizados na aquicultura nacional, para ambas as bactérias
estudadas.

lll. Caracterizar, genotipicamente, a resisténcia aos antimicrobianos em

Aeromonas veronii.
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Capitulo 2 — Avaliacdo da sobrevivéncia e sinais clinicos de tilapias do Nilo
desafiadas com Lactococcus spp. e determinagcdo da resisténcia a
antimicrobianos in vitro.

RESUMO

Um novo patdégeno da tilapia tem se espalhado pelo pais nos ultimos anos.
Relatos no aumento da frequéncia de infecgbes por bactérias do género
Lactococcus em tilapias no Brasil. Apesar de haver frequéncia mais elevada de
infeccdo por este patdgeno em outras espécies de peixes em diversos lugares
no mundo, apenas alguns casos esporadicos tinham sido relatados em nosso
pais até 2020. Esta bactéria € o agente causador da lactococose, uma
septicemia hemorragica hiperaguda de peixes, responsavel por perdas
econOmicas significativas na aquicultura. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a sobrevivéncia e sinais clinicos em tilapias do Nilo infectadas com
Lactococcus sp. e determinar o perfil de resisténcia a antimicrobianos desta
bactéria. 240 animais de 9 a 10 g foram distribuidos em 24 aquarios, sendo 6
repeticdes de quatro tratamentos (CN = Controle negativo, INF 10° = 1,2 x 107,
INF 10 = 1,2 x 10° e INF 108 = 41,2 x 108). A taxa de mortalidade variou de 5 a
13% entre os tratamentos. Foi possivel observar o aparecimento de sinais
clinicos da doenca durante o periodo experimental, como apatia, natagao
erratica, opacidade ocular, escurecimento de pele, ascite e corrosdo de
nadadeiras. A cepa estudada demonstrou perfil de resisténcia intermediario para
quatro antimicrobianos testados, amoxicilina, enrofloxacina, florfenicol e

oxitetraciclina.
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1 INTRODUGAO

A piscicultura constitui-se de um tipo de exploragdo animal que vem se
tornando cada vez mais importante como fonte de proteinas para o consumo
humano. No contexto internacional, o Brasil se coloca como um dos paises com
grande potencial para a piscicultura, pois possui um vasto territério e suas
condigdes climaticas favorecem o implemento de cultivo de peixes de agua doce
(Pavanelli; Eiras & Takemoto; 2008).

A tecnologia de piscicultura em tanques-rede vem sendo amplamente
difundida no Brasil, uma vez que possibilita o aproveitamento de recursos
aquaticos ja existentes e exige menores investimentos quando comparado a
piscicultura tradicional, praticada em tanques escavados ou revestidos (Ono &
Kubtiza, 1999).

O sistema de cultivo de peixes em tanques-rede é caracterizado pela
utilizagdo de altas densidades de estocagem, sendo comuns neste tipo de
exploragéo problemas de manejo, ma qualidade da agua, questdes nutricionais,
entre outros (Thatcher & Brites-Neto, 1994; Kubtiza, 2000). Estes fatores de
estresse ambiental podem afetar a homeostasia dos peixes, predispondo-o0s ao
ataque de organismos patogénicos (Pavanelli et al. 2008).

A lactococose € uma doenga emergente que pode ocasionar grandes
prejuizos na produgdo. O agente etioldgico associado tém sido o Lactococcus
garvieae (Bwalya et al., 2020; Nishiki et al., 2016; Ortega et al., 2020; Rao et al.,
2021). A infestagao bacteriana ja foi encontrada para diferentes espécies, além
da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), como na truta arco-iris (Onchorhynchus
mykiss), no surubim (Pseudoplatustoma sp), bijupira (Ranchycentron canadum),
no olho-de-boi (Seriola quinqurdadiata) e no amberjack (Seriola dumerili) (Nishiki
et al., 2011; Tavares et al., 2018; Sebastiao et al., 2019; Karami et al., 2019; Rao
et al., 2021; Bwalya et al., 2020). Entretanto, existem estudos que identificam o
Lactococcus petauri como responsavel por altas taxas de mortalidade em tilapia
(Egger et al., 2023).
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1 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Lactococcus sp.

Lactococcus spp. sao pertencentes ao filo Firmicutes, familia
Streptococcus, ordem Lactobacillus sdo consideradas uma bactéria emergente,
responsavel por causar altas mortalidades (Vendrell et al., 2006).

E uma bactéria Gram-positiva de cocos ovoides, anaerdbica facultativa,
nao esporulada, possuindo dois sorotipos, KG+ e KG-, sendo o segundo o mais
virulento (Teixeira, 1996; Zlotkin, 1998; Fefer et al., 1998; Soltani et al., 2021).

A doenca pode ser transmitida de forma horizontal, ou seja, de peixe
para peixe, através da contaminagao da agua, por meio de bactérias liberadas
por peixes moribundos ou ja mortos, via fecal-oral ou de forma oportunista, que
ocorre através da penetragdo deste patdgeno através de injurias no peixe
causadas por parasitas. Além disso, a infeccdo pode variar entre as formas
agudas e cronicas de acordo com a espécie, idade dos animais e condigbes
ambientais (Chang et al., 2002; Evans et al., 2009; Avci et al., 2014; Ture et al.,
2014).

A lactococose pode trazer prejuizos tanto a piscicultura marinha como a
de agua doce, acometendo a produgao de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
yellowtail (Seriola quinqueradiata), bijubird (Ranchycentron canadum) e
amberjack (Seriola dumerili) (Bwalya et al., 2020; Karami et al., 2019; Nishiki et
al.,2011; Rao et al., 2021). No cultivo da tilapia do Nilo, infecgbes por L. garvieae,
passaram a ser frequentemente reportadas (Anshary et al., 2014; Osman et al.,
2017; Tsai et al., 2012). No Brasil, a primeira identificagédo e caracterizagao dessa
bactéria foi feita por Evans & Shoemaker em 2009.

Os sintomas clinicos sao os semelhantes aos causados pelas bactérias
do género Streptococcus, tais como: exoftalmia, conjuntivite, melanose, natagéo
erratica, anorexia, hemorragia interna e congestao vascular (Bwalya et al., 2021).
Nota-se também que os tecidos mais irrigados como regido bucal, perianal e
nadadeiras sdo intensamente afetados (Domenech et al., 1993). Foi observado
em testes experimentais que o tempo de incubacdo da doenga é muito curto,
demonstrando que a bactéria age com alta viruléncia em seus hospedeiros
(Vendrell et al., 2006).

As tilapias apresentam os sinais clinicos mais graves quando a infecgéo

ocorre em temperaturas proxima a 20°C, combinado com nivel baixo de oxigénio
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dissolvido e concentragdo de aménia em excesso (Vendrell et al., 2006),
ocasionando o rebaixamento de carcaca, lesdes cutaneas, reducao da taxa de
crescimento e elevadas mortalidades (Bwalya et al., 2021).

A crescente ocorréncia de lactococose indicam a importancia do
monitoramento da produgao, garantindo a biosseguridade dos animais.

Apesar da existéncia de diagndsticos através de testes bioquimicos e
antigénicas, o resultado é incerto devido a dificuldade em diferenciar as varias
especies de Lactococcus sp. Desta maneira, o unico teste capaz de diferencia-
los com exatiddao s&o os ensaios utilizando a técnica de reacdo em cadeia a

polimerase (Eldar et al., 1999).

2.2 Diagnéstico

Diante das doencgas que acometem a producéo, a comunidade cientifica
desenvolveu diversos protocolos para o diagndstico molecular dos principais
patogenos de peixes (Vendrell et al., 2006). A utilizacdo desses protocolos
moleculares demonstra uma ferramenta segura, eficiente e rapida para
diagnostico das doengas, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Caracterizada como uma técnica que permite a replicacdo in vitro do DNA de
uma maneira extremamente rapida.

O gene 16S rRNA é reconhecido por apresentar regides conservadas ou
variaveis em todos os seres procariotos, sendo que o sequenciamento de
fragmentos que combinam estas regides é utilizado para a distingdo e
identificacdo de espécies. O interesse em utilizar esse gene pode ser explicado
pelo fato dos primeiros nucleotideos do terminal 5 do segmento 16s rRNA
conterem informagdes necessarios para um sequenciamento (Claesson et al.,
2010).

Por outro lado, a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR) se da numa
reacao de PCR cuja detecgdo dos amplicons é simultdnea a amplificagao. Esta
estratégia n&o possui etapas posteriores, como a utilizagcdo do gel de
eletroforese, ELISA ou Blots. Essa técnica tem sido utilizada a fim de detectar
patégenos e analisar expressdes génicas.

A gPCR tém o seu principio na fluorescéncia da reacao a medida que o

DNA dupla fita € gerado, necessitando da presenga de uma gente fluorescente



30

que se incorpora ao DNA dupla fita (Peirson & Butler, 2007). A reagao de
amplificagdo em tempo real, representou um grande avango nos diagndsticos
por facilitar a quantificacdo da expressao génica em amostras bioldgicas (Wilson
& Carson, 2001).

2.3 Tratamento e profilaxia

Os antimicrobianos s&o utilizados como uma medida eficiente no
controle de doengas no cultivo de peixes. Contudo, o uso desenfreado dessas
substancias quimicas tem levado a um aumento na resisténcia bacteriana frente
a este tipo de tratamento (Robinson et al., 1966; Katao et al., 1982). Os
medicamentos mais utilizados em surtos de lactococose em trutas arco-iris foram
oxitetraciclina, amoxilina, eritromicina e doxiciclina de baixo nivel. Embora essas
substancias demonstrem alguma eficiéncia em condigdes produtivas, a bactéria
condiciona o animal rapidamente a uma situacdo anoréxica, além do
desenvolvimento de cepas resistentes aos principios ativos desses farmacos.

Outra opgao que tem sido utilizada e demonstra-se como uma medida
bastante eficiente no controle da lactococose é a vacinagao dos peixes. Vacinas
autégenas na forma inativada de L. garvieae estdo sendo comumente
implantadas como medidas preventivas na piscicultura (Bercovier et al., 1997).
As primeiras vacinas experimentais preparadas contra L. garvieae estimularam
aimunidade de linguado (Scophthalmus maximus), truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss) e tilapia (Oreochromis niloticus), quando administradas via
intraperitoneal (Toranzo et al., 1995; Bercovier et al., 1997). Vendrell et al.,
(2007) avaliaram a eficiéncia da vacina Ichtiovac-Lg emulsificada com o
adjuvante mineral AQquamun aplicada intraperitonealmente em trutas arco-iris e
o resultado foi de 100% na sobrevivéncia pos desafio.

Como manejos diarios de uma piscicultura, o0 manejo sanitario € um
ponto chave para garantir a biosseguranga da produg¢do. Tal medida, evita ou
tenta evitar a introdugdo de patdégenos no ambiente aquatico (Vendrell et al.,
2006). A limpeza periodica dos tanques, desinfecgdo de todos os utensilios da
piscicultura, eliminacdo de peixes mortos ou moribundos sdo medidas
importantes na prevencdo de doencas. Além disso, exigir documentos
certificando a garantia que os peixes do novo lote estdo livres de doengas,

manté-los em quarentena por um periodo, sdo medidas que podem impedir os
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surtos de lactococose na piscicultura (Yasunaga et al.,, 1982; Romalde et al.,
2004; Brown et al., 1996).

Outra acdo fundamental € o monitoramento dos paradmetros fisico-
quimicos da agua de cultivo, pois sabe-se que o Lactococcus spp. comega a
causar alta taxa de mortalidade quando a temperatura da agua se encontra fora
da zona de conforto térmico para determinada espécie, somado a baixos teores
de oxigénio dissolvido com grande concentracdo de amédnia total na agua
(Fukuda et al., 1997; Hurvitz, 1997; Brown et al., 1993).

3 MATERIAL E METODO

3.1 Instalag6es e condigoes experimentais

O estudo foi realizado nas instalagdes do laboratério Pathovet, situado
em Ribeirdo Preto/SP. O alojamento de 1000 tilapias, com peso médio de 9 a 10
g, foi realizado no dia 30/08/2022. Imediatamente apds a chegada dos peixes
nas instalacées do laboratério Pathovet, estes foram alocados em tanques de
500 L e 250 L, em média 14 g de peixe vivo por litro de agua em ambas as caixas.

Ap0Gs o alojamento dos peixes, foi iniciado o tratamento preventivo com
sal (1 ppm) por 7 dias e fornecimento de ragado contendo oxitetraciclina (TM®-
700, Phibro Saude Animal Internacional Ltda, Brasil) respeitando a
recomendacgao do produto de 11,85 g de TM-700 por kg de peso vivo/dia. Foi
utilizada uma racgdo formulada para atender aos niveis de nutrientes exigidos
para tilapia, produzida pela Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios -
Instituto de Pesca, Sdo José do Rio Preto com formulacdo demonstrada na
Tabela 1.
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Tabela 1. Formulacédo e composi¢cédo quimica estimada das dietas experimentais
de tilapia do Nilo, O. niloticus.

Ingredientes %

Farelo de soja 17,11
Concentrado protéico de soja (60% PB) 14,11
Farinha de visceras de aves 18,00
Milho moido 18,58
Farelo de trigo 9,00
Quirera de arroz 8,00
Farinha de carne 6,69
Protenose 3,45
Fosfato bicalcico 0,75
Premix 0,60
Oleo de soja 3,00
Antifungico (Filax) 0,20
Sal 0,30
DL-Metionina 0,17
Antioxidante (Banox) 0,05
Composicao quimica calculada*(%)

Umidade 9,36
Proteina bruta 36
Lipidio total 9,18
Fibra 3,02
Amido 25
Cinzas 8,97
Calcio 2,36
Fosforo 1,4
Energia digestivel (kcal.kg™) 3.100,00
Proteina digestivel 30,93
Lisina total 2,7
Metionina + Cisteina total 0,95
Triptofano 0,39
Treonina 1,35

"Premix: vit A 12,000 IU; vit D3 3000 IU; vit E 150 mg; vit K3 15 mg; vit B1 20 mg;
vit B2 20 mg; vit B6 17,50 mg; vit B12 40 mg; vit C 300 mg; acido nicotinico 100
mg; acido pantoténico 50 mg; biotina 1 mg; acido félico 6 mg; antioxidante 25
mg; Cu 17,50 mg; Fe 100 mg; Mn 50 mg; Zn 120 mg; | 0,80 mg; Se 0,50 mg; Co
0,40 mg; 125 mg de inositol; colina 500 mg.

Posteriormente os animais foram pesados e distribuidos em 24 aquarios
de 62,5 L de volume util para aclimatacéo por 7 dias.

Durante o tratamento preventivo e na aclimatagdo dos peixes foi
realizado o controle de qualidade da agua, através da mensuragao dos niveis de

oxigénio e temperatura por meio de um medidor de oxigénio dissolvido e
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temperatura (HI9146, Hanna Instruments Brasil Imp. e Exp. LTDA, Barueri/SP,
Brasil), pH, aménia, Cl livre e nitrito utilizando kits e equipamento Fotémetro
Multi-parédmetros com CQO (HI83399, Hanna Instruments Brasil Imp. e Exp.
LTDA, Barueri/SP, Brasil). Ademais, a temperatura média da agua nos tanques
foi mantida a 23°C por meio de aquecedores com termostato integrado Roxin
Ht1300/Q3 e sala climatizada a 23°C durante todo periodo experimental.

Apods o periodo de aclimatagao, os peixes foram anestesiados com uma
solugéo de o6leo de cravo 1 g 10 L' (Gongalves et al., 2008), pesados em balanga
semi-analitica (BL320H, Shimadzu do Brasil Comércio Ltda., Barueri/SP, Brasil)
e distribuidos nos aquarios, sendo 10 peixes por aquario. Os animais foram

alimentados 3 vezes ao dia e o periodo experimental foi de 15 dias.

3.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 4 tratamentos e 6 repeti¢des, totalizando 24 unidades
experimentais. Cada aquario foi considerado como uma unidade experimental e

o valor médio de cada unidade foi utilizado para as analises estatisticas.

3.3 Preparagao do inéculo e desafio bacteriano por Lactococcus
sp.

Para o preparo dos inéculos, o isolado de Lactococcus garvieae (BR-M-
1553) foi semeado em meio de cultivo agar BHI (Agar Brain Heart Infusion - Heel
do Brasil Biomedica Ltda., Sdo José dos Pinhais/PR, Brasil) e incubado em
estufa tipo BOD por 24 h a 28°C. As colbnias puras foram transferidas para tubos
contendo 30 mL de meio de cultivo caldo BHI + sangue e incubados a 28°C por
22 h. Em seguida os tubos foram centrifugados a 4°C em 3200 G por 10 minutos.
O pellet formado foi lavado trés vezes com solugao fisiolégica e ressuspendido
em 6 mL de solucéo fisioldgica estéril. A densidade o6tica da solugéo bacteriana
foi medida em densitometro obtendo-se uma solugdo mae a 3x10° UFC/mL.
Subsequentemente, diluicbes seriadas de 10 vezes foram realizadas em solugéo
fisioldgica para obter as concentragdes de 1,2 x 10°,1,2x 108 e 1,2 x 108 UFC/mL
de solugéo salina 0,85%. As concentragdes de 1,2 x 104, 1,2 x 105, 1,2x 108, 1,2

x 107, 1,2 x 108e 1,2 x 10° UFC/mL foram semeadas em placas de meio BHI e
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incubadas em estufa tipo BOD por 24 h a 28°C. Apds a incubacéo foi realizada
a contagem de UFC.

O desafio bacteriano foi realizado intraperitonialmente apds o periodo de
aclimatacao dos animais. Foi realizado o desafio em 10 animais por aquario, nas
concentragdes 3x10%, 3x10° e 3x108 UFC/mL.

4 VARIAVEIS ANALISADAS
4.1 Sobrevivéncia
A taxa de mortalidade no decorrer do experimento foi monitorada através

da observagao e registro diario (manha e tarde) de peixes mortos.

4.2 Analise dos sinais clinicos
O acompanhamento dos sinais clinicos no decorrer do experimento foi
realizado através da observacdo das seguintes alteragbes: peixes apaticos e

com nadar lento, corrosdo de nadadeiras, ascite, pele escura e natacao erratica.

4.3 Diagnéstico microbiolégico e molecular

Diagnostico Microbiolégico

Durante o periodo experimental (14 dias pos infecgao) todos os animais
mortos foram congelados para posterior necropsia e coleta de 6érgédos para
exame microbiolégico. Coletou-se de forma asséptica amostras de rim e baco e
semeadas em meio agar BHI e incubado em estufa por 24 h a 28°C. Apods as 24
horas de incubacao foi realizada a técnica de coloracdo Gram nas colénias para

confirmagao da morfologia de todos os isolados.

Diagndstico Molecular

Ao final do experimento, durante a necropsia, o rim, figado e bago foram
amostrados de forma asséptica. Foram selecionados animais por tratamento
para realizacdo da analise de PCR em tempo real, a fim de detectar a presenca
da bactéria Lactococcus spp. Cada amostra foi composta por um pool de no

minimo 3 animais.
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Extracdo do DNA
A extragao foi realizada utilizando-se o MagMAX™ CORE Nucleic Acid

Purification (Thermo Fisher Scientific Inc., Sdo Paulo/SP, Brasil). Foram
utilizados apenas os reagentes fornecidos pelo kit e as etapas seguiram
conforme descrito. Os tecidos foram homogeneizados em solugéo PBS, pH 7.4
e agitadas em disruptor L-BEADER 24 (Loccus do Brasil LTDA., Cotia/SP,
Brasil). Ap6s disrupgao das amostras, estas foram centrifugadas para adquirir o
sobrenadante e prosseguir com a extragao de forma automatizada, utilizando o
equipamento KingFisher™ Duo prime system (Thermo Fisher Scientific Inc., Séo
Paulo/SP, Brasil).

PCR em Tempo Real

Para o diagndstico molecular foi realizada a PCR em tempo real em pool
de 6rgaos dos animais de cada tratamento. Considerou-se que uma amostra foi
positiva para a presenca de DNA de Lactococcus sp. empregando-se a técnica
de PCR em Tempo Real quando a curva exponencial cruzou a linha do threshold,
ou seja, o nivel de fluorescéncia no inicio do crescimento exponencial. Os dados
de amplificagdo foram obtidos e analisados por meio do equipamento
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System for Human ldentification, da Applied
Biosystem, USA. A reacéo de PCR foi constituida de 2,6 yL de agua ultrapura, 5
ML de sybr green mix (Applied Biosystems, EUA), 1,4 primers (F+R), 1 puL da
amostra do DNA e 1 uL de &agua ultrapura (NTC). Primers Forward (5'-
AGATAGAGAAGATTGCGTTGAGAGAA -3') e Reverse - (5
ACCTCCTGCGTGCAAAGC -3') utilizados foram descritos por Shahin et al.,
2021. As condi¢des da PCR Sybr® green foram: 1 ciclo de 02 minutos a 50°C e
02 minutos a 95°C, 40 ciclos de 01 segundos a 95°C e 30 segundos para 60°C;
e 1 ciclo de 01 segundos a 95°C, 20 segundos a 60°C e 01 segundo a 95°C, para

avaliacédo de temperatura-de-Melting.

4.4 Perfil de resisténcia antimicrobiana

Antibiograma e Determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM)

O Antibiograma ou teste de sensibilidade a antimicrobianos é uma

técnica que determina a sensibilidade bacteriana in vitro. Sua interpretacéo é
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realizada de acordo com o tamanho do halo de inibicdo em resistente,
intermediario ou sensivel.

Apos isolamento bacteriano e antibiograma as bactérias foram
inoculadas em meio de cultura contendo concentracbes seriadas dos
antimicrobianos a serem testados. A menor concentragao responsavel por inibir
totalmente o crescimento bacteriano foi considerada como valor de
Concentragdo Minima Inibitéria (CIM). A metodologia descrita seguiu as
diretrizes disponibilizadas pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) e pelo Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCast).

Para a realizacao deste teste, foram utilizadas placas estéreis com 96
pocos de fundo achatado. Com a placa na vertical, 50 uL de Mueller Hinton Broth
(MHB) foram distribuidos, utilizando-se de um pipetador multicanal, em todos os
pocos das colunas 1 a 11. Na coluna 12, 100 uL de MHB foram distribuidos em
todos os pocos. A solugdo com antimicrobianos a serem testados foi preparada
a uma concentracdo duas vezes maior que a concentragdo desejada. 100 pL
desta solugao foram adicionados em cada pog¢o de toda a coluna 2. A diluigdo
seriada dos antimicrobianos foi realizada com pipeta multicanal iniciando-se da
coluna 2 (mais concentrado) até a coluna 11.

A suspensao bacteriana foi preparada em solugdo aquosa de NaCl a
0,85% (solugao fisioldgica) ou MHB correspondente a escala 0,5 de McFarland.
A solugado bacteriana foi diluida em MHB na proporcdo 1:150 e 50 pyL desta
solucao foi distribuida em todos os pocos da coluna 11 até a coluna 1.

A placa foi incubada a 28°C por 24 h. Apés incubacgao, a visualizagédo do
crescimento bacteriano foi realizada através da turvacdo do meio de cultura ou
presenca de precipitado. Para determinar a CIM, a menor concentracdo do

antibidtico que inibiu o crescimento bacteriano foi observada a olho nu.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo experimental todos os animais mortos foram
reservados para posterior necropsia e coleta de 6érgédos para exame
microbiolégico. Houve crescimento bacteriano em placas cultivadas para as trés

dosagens testadas. As bactérias apresentaram coloracdo Gram-positiva com
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morfologia em cocos ovoides em pequenos agrupamentos (Vendrell et al., 2006),

podendo ser consideradas coldnias de Lactococcus sp. (Figura 1).

Figura 1. Isolado bacteriano em placa de Petri cultivado 24 h em BOD a 28 °C

em meio agar Brain Heart Infusion e resultado apés a coloragédo de Gram.

A impressao digital genética tem sido frequentemente usada como uma
ferramenta epidemiolégica robusta para tipar patdgenos bacterianos de peixes,
incluindo L. garvieae (Ravelo et al., 2003; Ortega et al., 2020;). Ap6s o término
da analise, o grafico emitido pelo software (Figura 2) em conjunto com seus
respectivos dados foram analisados e comparados com um controle positivo
interno da reacao. A inclusao do controle positivo nas reacdes, além de confirmar
o rendimento de todos os reagentes, previne a ocorréncia de resultados falsos
negativos decorrentes da possivel presenga de substancias inibidoras da PCR
(APPLIED BIOSYSTEM, USA, 2008)
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Figura 2. Representacdo das curvas de amplificagcdo do DNA de Lactococcus

sp.

A sensibilidade observada no presente estudo encontra respaldo em
Sacchi (2007), que atribui a sensibilidade da PCR em Tempo Real, ao fato da
deteccao da amplificacdo ser realizada por meio da captacao de fluorescéncia.
Além disso, a amplificacdo e deteccdo do DNA séo realizadas simultaneamente
em um sistema fechado, dispensando procedimentos adicionais como a corrida
eletroforética dos produtos em gel de agarose e foto documentagao.

No presente estudo foi verificado o perfil de resisténcia do Lactococcus
sp. (BR-M-1553) frente a quatro antimicrobianos diferentes. O resultado da CIM
e antibiograma podem ser observados na Tabela 2. Para florfenicol e
oxitetraciclina a MIC resultou em 16 e 32 pg/mL, respectivamente, enquanto para

enrofloxacina e amoxicilina o resultado foi de 1 pg/mL.

Tabela 2. Tamanho em mm do didmetro de halo de resisténcia formado por

discos de antimicrobianos e CIM determinados para Lactococcus sp.

PRODUTO ANTIBIOGRAMA (mm)  CIM pg/mL

FFC 26 16
oTC 24 32
AML 27 1

ENR 21 1
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A cepa utilizada demonstrou sensibilidade intermediaria para os quatro
antimicrobianos testados. Estudos realizados anteriormente relataram
sensibilidade de L. garvieae frente ao amoxicilina, enrofloxacina (Abu-Elala et
al., 2020; Soltani et al., 2008). Na truta arco-iris, a oxitetraciclina e amoxicilina
s&o utilizados principalmente para tratar surtos de lactococose (Meyburgh et al.,
2017). Entretanto, estudos demonstram resisténcia deste patégeno aos
antibioticos comumente utilizados, como tetraciclina, doxiciclina, eritromicina e a
estreptomicina (Raissy & Ansari, 2011).

A literatura demonstra perfil de susceptibilidade variavel para o L.
garvieae, o que provavelmente pode ser explicado devido ao perfil de genes de
resisténcia a antimicrobianos intrinsecos a cada cepa bacteriana estudada (Maki
et al., 2008), além da resisténcia adquirida devido ao uso abundante de
diferentes antibidticos na aquicultura.

Durante todo o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da
agua foram monitorados com o intuito de garantir os niveis seguros para a tilapia-
do-Nilo (Tabela 3). Sabe-se que o manejo da qualidade de agua é um requisito
basico para garantir além do bem-estar animal, o bom desempenho e impedir
surtos de agentes patogénicos durante o cultivo. A temperatura média da agua
nos aquarios foi monitorada e mantida o mais proximo possivel de 23°C ao longo
do periodo experimental, ja que os surtos de Lactococcus sp. observados em

literatura ocorrem em baixas temperaturas.

Tabela 3. Parametros de qualidade da agua de tilapias-do-Nilo, O. niloticus,

desafiadas com diferentes concentracdes de Lactococcus sp. durante 15 dias.

Parametros de qualidade da agua

Oxigénio (mg/L) Ambnia (mg/L) Nitrito (ug/L) pH Temperatura (°C)
522 +1,13 0,44 + 0,13 0,45+ 0,36 6,59 £ 0,22 23,13+ 1,38

A taxa de mortalidade foi acompanhada diariamente (manh& e tarde) no
periodo apos o desafio, em grupos de tilapias desafiadas com trés diferentes

concentragdes de indculo, como demonstrado na Figura 3.
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Figura 3. Percentual de mortes acumuladas de tilapias-do-Nilo, infectadas via
intraperitoneal com 300 pL de A. veronii apos 15 dpi. (CN: tilapias inoculadas via

intraperitoneal com solug¢ao salina)

Os animais que foram infectados apresentaram valores de mortalidade
variando de 5%, na concentracdo de bactérias INF 108, a 13%, na INF 10° ao
final do experimento. Ademais, as taxas de mortalidade finais nos grupos INF
108 foi de 10%. Neste contexto, destaca-se que ndao houve mortalidade no grupo
controle, evidenciando que o ambiente estava controlado e nao foi o responsavel
pelos valores de mortalidade observados nos grupos desafiados, demonstrando
que a metodologia de inoculagdo experimental intraperitoneal foi realizada de
maneira correta.

Juvenis de surubim (Pseudoplatystoma spp) foram infectados com L.
garvieae na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL, sendo a taxa de mortalidade
monitorada até os 21 dias pos inoculagdo. No fim do periodo experimental, os
autores nao constaram mortalidade durante esse periodo (Rodrigues et al.,
2020), corroborando com os dados obtidos no presente estudo.

Diferentemente do exposto, quando inoculadas cepas de L. garvieae na
concentragdo 108 UFC/mL em tilapias do Nilo, a mortalidade mensurada foi de
70% (Bwalya & Simukoko et al., 2020). Resultados semelhantes foram
encontrados por Evans et al. (2009) e Tsai et al. (2012, 2013).

Diversos estudos relatam que quando se inocula cepas letais, os sinais

de doenca e as altas taxas de mortalidade ocorrem em poucos dias, incluindo os
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animais mais jovens (Chen et al., 2002; Vendrell et al., 2006; Avci et al., 2013).
Além da idade dos peixes, a mortalidade ocasionada pela lactococose esta
associada a diversos fatores, como status do sistema imune do animal,
qualidade de agua, espécie e a viruléncia da cepa (Tsai et al., 2012; Vendrell et
al., 2006).

Yoshida et al. (1996) relataram que a viruléncia dessa bactéria esta
intimamente relacionada com os exopolissacarideos celulares, os chamados
EPS. Ainda, os autores mencionam que o estado morbido e as elevadas taxas
de mortalidade estdo associadas com infec¢gdes ocasionadas por cepas
encapsuladas de L. garvieae. Isto pode ser justificado pelo fato de o
encapsulamento restringir o processo de opsonizagdao, enfraquecendo a
eficiéncia dos leucdcitos e permitindo o avanco da doenca.

Por outro lado, as cepas nao encapsuladas ou sdo pobres em
patogenicidade ou sofreram alguma heterogeneidade genética. Como
consequéncia, os sinais clinicos sdo meramente visiveis, apresentando baixa ou
nenhuma mortalidade dos animais (Kang et al., 2004; Eraclio et al., 2018).
Partindo do exposto, a baixa mortalidade observada nesse estudo sugere que a
cepa utilizada apresentava baixa viruléncia e ainda, a auséncia de EPS (Kang et
al., 2004; Tsai et al., 2012; Barnes et al., 2002; Kawanishi et al., 2006).

Recentemente, o Lactococcus petauri foi descrito como uma espécie do
género Lactococcus. As espécies L. garvieae e L. petauri possuem em comum
uma gama de genes, o que dificulta na diferenciagado durante o diagndstico da
doencga (Goodman et al., 2017; Martinovic et al., 2021; Ou et al., 2020). Alguns
pesquisadores buscam, a partir de analises filogenéticas, determinar de maneira
assertiva a taxonomia dessa bactéria (Egger et al., 2023). Utilizando 0 16S rRNA,
0s mesmos autores ndo conseguiram obter todas as informag¢des necessarias
para diferenciar a L. garvieae de L. petauri, resultado também encontrando por
Ou et al. (2020).

O primeiro surto de L. petauri ocorreu em meados de 2020 e voltou a
atencdo da comunidade cientifica e de produtores reforcando a importancia
desse patdgeno na tilapicultura (Egger et al., 2022). Semelhantemente com as
infeccbes de L. garvieae, os registros da doenga sao notados quando as
temperaturas ultrapassam 20°C, os registros de L. petauri aparentam seguir o
mesmo padrdo (Kotzamanidis et al., 2020; Bwalya et al., 2020; Ortega et al.,



42

2020; Rao et al., 2021), demonstrando que ambas as doengas acometem os
animais quando a temperatura da agua esta elevada. Conforme demonstrado
por Bwalya et al., 2020 e Egger et al., 2023, quando infectados com L. petauri, a
mortalidade inicia-se entre o terceiro e oitavo dia apds inoculagdo, demonstrando
uma infecgdo mais agressiva e rapida.

A ldentificacdo e diferenciagcdo das espécies de Lactococcus sp. é
emergente, ndo fazendo parte da rotina dos laboratérios de diagndstico, em
peixes, até meados de 2019 (Egger et al., 2023). Como mencionado no item 2.1,
as duas principais espécies de Lactococcus sp. associadas a morbimortalidade
em aquicultura, L. garvieae e L. petauri, possuem caracteristicas fenotipicas e
genotipicas muito semelhantes o que torna dificil a diferenciagdo das espécies.

Diante dos resultados de baixa mortalidade obtidos neste estudo, n&o é
possivel sugerir qual espécie exata foi inoculada nos animais, embora estudos
sugiram que alta mortalidade seja relacionada a Lactococcus petauri (Egger et
al., 2023).

Ao decorrer do periodo experimental, os sinais clinicos foram
observados diariamente, como pode ser observado na Tabela 4. Nao foram
observados sinais clinicos nos animais do grupo controle. Entretanto, foram
observados sinais clinicos em peixes de todos os grupos desafiados (INF10°,

INF108, INF108), com inicio entre 0-2 dpi e seguindo até 14 dpi.
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Tabela 4. Evolugdo do aparecimento de sinais clinicos (SC) de tilapia-do-Nilo

apos o desafio com Lactococcus sp.

Grupos experimentais

Sinais Clinicos

Apatico/Nadar Lento

0-2 dpi
3-5 dpi
6-8 dpi
9-11 dpi
12-14 dpi

Controle (n=40)

10° (n=40)

O -~ bbb wW

10° (n=40)

N = WDNDN

ON PP W

10° (n=40)

Episodios de SC

OO O O oo

—_
N

-
o

-
w

Natagao erratica
0-2 dpi

3-5 dpi

6-8 dpi

9-11 dpi

12-14 dpi
Episodios de SC

O OO oOooOo

O OO O oo

N = =~ O OO

- O O -~ 0O

Opacidade ocular
0-2 dpi

3-5 dpi

6-8 dpi

9-11 dpi

12-14 dpi
Episodios de SC

O OO oOooOo

N OO -~ -0

- 2 O O OO

- O OO -0

Pele escura

0-2 dpi

3-5 dpi

6-8 dpi

9-11 dpi

12-14 dpi
Episddios de SC

O OO O oo

DO -~~2N-=-2DN

OO ~NODN

ON O W W

—_
w

Ascite

0-2 dpi

3-5 dpi

6-8 dpi

9-11 dpi

12-14 dpi
Episodios de SC

O OO oOooOo

N O ONOO

O O OO oo

- O O O O -~

Corrosao da nadadeira

0-2 dpi

3-5 dpi

6-8 dpi

9-11 dpi

12-14 dpi
Episddios de SC

O OO O oo

- 2 O O O O

O O O O oo

- O O OO -~
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Os sinais clinicos foram mais evidentes nos animais do grupo INF10%, e
foi possivel observar efeitos adversos como peixes com: apatico/nadar lento
(n=13), pele escura (n=13), ascite (n=1), opacidade ocular (n=1), natacdo
erratica (n=1) e corrosdo de nadadeira (n=1). Embora os animais dos demais
grupos infectados apresentaram menor frequéncia de sinais clinicos em relagéo
ao grupo INF10°, esses grupos também apresentaram alteragdes.

De maneira similar, em uma condi¢cao experimental, Bwalya et al. (2020)
inocularam L. garvieae em tilapia-do-Nilo e os peixes comegaram a exibir
coloragdo escura na pele e opacidade ocular. Natacdo erratica dos animais
também foi encontrada por Osman et al. (2017), além da pele com coloragao
escura. Outros diversos experimentos também encontraram os sinais clinicos
relatados de L. garvieae quando os peixes estavam doentes com esse patdogeno
(Prieta et al., 1993; Itami et al., 1996; Eldar et al., 1999; Muzquiz et al., 1999).

Os resultados obtidos na avaliagao dos sinais clinicos ddo embasamento
na hipétese de que a cepa utilizada no presente estudo foi a L. garvieae e nao
L. petauri, uma vez que os sinais clinicos dos animais foram mais brandos e
menos invasivos. Estudos prévios relatam que quando infectadas com L. petauri,
a tilapia do Nilo desenvolveu a hiporexia, comprometendo o apetite do peixe,
além da alta taxa de mortalidade entre os dias 3-8 apds a inoculagao (Bwalya et
al., 2021), indicando que L. petauri € mais virulento do que L. garvieae.

6 CONCLUSAO

Com base no exposto neste trabalho € possivel concluir que os efeitos
do Lactococcus spp. isolado de uma piscicultura no Brasil e utilizado para
desafiar juvenis de tilapia, apresentaram baixo impacto na sanidade e
sobrevivéncia destes animais. O que é elucidado devido a variedade de sorotipos
e espécies que possuem esta bactéria. Desta maneira, torna-se necessario
confrontar a cepa bacteriana utilizada no presente estudo com outras espécies
de Lactococcus spp e verificar os efeitos apresentados por ambas, realizando,

portanto, a diferenciagdo adequada entre as cepas.
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Capitulo 3 - Primeiro relato de Aeromonas veronii como um patogeno
bacteriano emergente de Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) cultivada no
Brasil.

RESUMO

Aeromonas sp. € um género de bactérias que pode ser encontrado em diversos
ambientes aquaticos, incluindo agua doce, salobra e salgada. Algumas espécies
desse género sao conhecidas por causar doengas em peixes, incluindo
infeccbes na pele, nadadeiras e branquias, além de septicemia e hemorragias
internas. Esta bactéria pode afetar diversas espécies de peixes, incluindo
tilapias, trutas, carpas e salmoes, e as infecgbes podem ser particularmente
problematicas em sistemas de criagcao intensiva, onde a densidade de peixes é
alta e as condicbes ambientais sdo propicias para a proliferacao de bactérias.
Existem varias espécies de Aeromonas que podem causar doengas em peixes,
sendo a A. hydrophila a mais relacionada com surtos responsaveis por grandes
prejuizos na produgao. Recentemente outra bactéria do género Aeromonas
isolada de peixes doentes causou alta mortalidade e acometimento de juvenis
de tilapia em propriedade localizada em llha Solteira — SP, Brasil. Este trabalho
teve como objetivo avaliar a sobrevivéncia e sinais clinicos em tilapias do Nilo
infectadas com A. veronii. e determinar genotipicamente e fenotipicamente o
perfil de resisténcia a antimicrobianos desta bactéria. Para isso, foi realizado
ensaio experimental com juvenis de tilapia. A mortalidade ocorreu nas primeiras
24 horas, chegando a 100% na concentragdo na 1,2 x 108 e 3% em 1,2 x 10*
UFC/mL. A bactéria causou lesdes classicas para a espécie nos peixes
infectados, além de demonstrar resisténcia, frente aos antimicrobianos testados
(amoxicilina, oxitetraciclina e enrofloxacina), confirmado pela presenga de genes

relacionados a resisténcia a quinolonas, sendo sensivel apenas ao florfenicol.
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1 INTRODUCAO

Dados obtidos pelo anuario PEIXE BR (2022) em consultorias
internacionais e a FAO, apontam para um ligeiro crescimento na produgao de
tilapias, de 2% em 2021. As informagbdes dos principais paises produtores
consolidam a tilapia como o peixe de cultivo mais produzido no mundo, seguido
por pangasius e salméo, sendo a tilapia, o peixe de cultivo mais produzido no
territério nacional, de forma intensiva, em tanques-rede situados, principalmente,
nos grandes reservatorios hidroelétricos (Scorvo Filho et al., 2010; Garcia et al.,
2014).

No Brasil, a espécie esta presente em todas as regides do pais, com
maior ou menor relevancia. Mesmo na regidao Norte, tradicional polo de criagao
de peixes nativos, a tilapia comeca a aparecer, a partir da liberagao de cultivo
por alguns governos estaduais. Naquela regido, em 2021 foram produzidas 860
toneladas, o que representa incremento de quase 40% sobre o ano anterior. O
Sul lidera, com folga, a produgao de tilapia, tendo como principal produtor o
estado do Parana, com 182.000 t. O Sudeste vem a seguir com cerca de 27 %,
representado por Sdo Paulo, responsavel por 76.140 t de tilapia produzida.
Juntos, os estados brasileiros foram responsaveis pela producao de 841.005
toneladas no mesmo ano (PEIXE BR, 2022).

As bactérias com importancia econémica para a piscicultura sao
consideradas oportunistas, pois para atender o aumento elevado da demanda
por alimento é necessario que haja a intensificagado da producéao, caracterizada
por elevada densidade de estocagem, manejos altamente estressantes e
qualidade da agua, muitas vezes, inapropriada, provocando estresse
exacerbado nos peixes, predispondo-os a agado desses agentes patogénicos e
provocando surtos de doencgas (Pavanelli et al., 2008; Oba et al., 2009).

Além de sinais clinicos que comprometem a vida dos peixes, outros
sinais, como por exemplo as lesdes cutaneas, depreciam a qualidade do produto,
impossibilitando sua comercializagao (Figueiredo et al., 2008).

Entre as principais causadoras de morbidade e mortalidade na
tilapicultura estdo as doengas de origem bacteriana, principalmente as
provocadas pelos géneros Streptococcus, bactéria Gram-positiva que provoca
quadros de septicemia, meningoencefalite e abcessos multifocais na

musculatura, e Aeromonas moveis, responsaveis por quadros de septicemia
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hemorragica (Figueiredo et al., 2006; Pavanelli et al., 2008; Li & Cai, 2011; Li et
al., 2013a; Li et al., 2013b). Diversos estudos evidenciam surtos de Aeromonas
spp em tilapias em diversas regides do Brasil (Suhet, 2011; Kim et al., 2019).
Os antimicrobianos sao principalmente utilizados no tratamento e
prevencao de infecgcdes bacterianas, através da sua mistura com a ragcao a ser
ofertada (Mota et al., 2005; Cabello et al., 2013). Contudo, o monitoramento de
residuos de antimicrobianos no meio ambiente vem evidenciando a presenca
frequente de tais substéncias em aguas naturais e sedimentos (Chelossi et al.,
2003; Cabello et al., 2013; Moore et al., 2014; Monteiro et al., 2016). Assim, o
uso desenfreado de antibidticos implica ndo somente a contaminacdo do
ambiente aquatico e terrestre, mas também em impactos adversos em
organismos n&o-alvo e, principalmente, na selecdo de microorganismos
resistentes (Billa & Dezotti, 2003; Pilarski & Sakabe, 2009; Cabello et al., 2013).

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aeromonas sp.

As bactérias do género Aeromonas abrangem cerca de 36 espécies
descritas, sdo bastonetes gram negativos, anaerdbios facultativos, podendo ser
moveis ou imoveis 18 (Janda & Abbott, 2010; Euzéby, 2020).

Pertencentes a familia Aeromonadaceae (Cowell et al., 1986) por
possuirem diversas espécies e caracteristicas genéticas e fenotipicas proprias,
Aeromonas possuem uma taxonomia muito confusa e na avaliagao fenotipica,
inimeras caracteristicas bioquimico-metabdlicas sdo necessarias para uma
classificagado acurada (Martin-Carnahan & Joseph, 2005). Entre os fatores que
complicam a identificagdo dessas bactérias estdo o elevado numero de grupos
taxondémicos reconhecidos e necessidade de testes os quais nao sao utilizados
na rotina dos laboratérios clinicos para diferenciagao de outros grupos (Janda &
Abbott, 2010).

Um esquema classico de taxonomia as divide em dois grupos: o primeiro
inclui cepas psicrofilas, com crescimento entre 22 e 28°C, o qual inclui espécies
capazes de determinar patogenia em peixes de importancia econdmica. O
segundo grupo, as mesofilas com crescimento entre 36 e 37°C (Horneman et al.,
2007) entre as quais se encontram espécies capazes de determinar infecgoes
no homem (Hofer et al., 2006; Janda & Abbott, 2010).
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Embora outras Aeromonas méveis também causem doencas em peixes,
como a Aeromonas caviae (Kozinska, 2007), Aeromonas veronii (Kozinska,
2007; Nawaz et al., 2006;), Aeromonas sobria (Kozinska, 2007, Beaz-Hidalgo et
al., 2010), Aeromonas jandaei (Kozinska, 2007) entre outras, a Aeromonas
hydrophila € a mais referenciada (Joseph & Carnahan, 1994; Nielsen et al., 2001;
Deng et al., 2014).

Janda & Abbott (2010) relataram a presenca de bactérias deste género
em animais domésticos, aves, invertebrados, insetos, no conteudo
gastrointestinal de ovelhas, gado e cavalo saudaveis, em alimentos como frutos
do mar, leite cru, frango e carnes de cordeiro, vitela, porco, carne moida e peixes.
Sao encontrados em varios tipos de ambientes aquaticos: marinho; doce; agua
potavel, mesmo clorada; poluida (Monfort & Baleux, 1991; Krovacek et al., 1994,
Seshadri et al., 2006; Trabulsi & Alterthum, 2008) e no solo (Brandi et al., 2008;
Samie, et al., 2012).

Em peixes, sao considerados invasoras secundarias, pois se instalam
ao mesmo tempo que outros organismos patologicos (Pavanelli et al., 2008).

E responséavel pela septicemia hemorragica, caracterizado por pequenas
lesdes hemorragicas na superficie corpoérea que progridem para Uulceras
hemorragicas; outros sinais clinicos associados incluem exoftalmia, ascite,
necrose das nadadeiras e cauda, perda de escamas e hemorragia em branquias,
(Cipriano, 2001; Pavanelli et al., 2008). A. caviae, A. hydrophila e A. veronii bv
sobria, estao recebendo maior atencio por estarem associadas a uma variedade
de doengas humanas tais como: infecgdes cutaneas, gastroenterite a septicemia
(WHO, 1993; Figueras et al., 2005; Skwor et al., 2014).

2.2 Resisténcia a antimicrobianos

A industria da aquicultura enfrenta o desafio do surgimento e
disseminagao de doencgas. Varios compostos tém sido utilizados no controle
dessas doengas, dentre as quais os agentes antimicrobianos sao os mais
populares (lbrahim et al., 2020). Os antimicrobianos sdo usados em varios
estagios da aquicultura, de variados métodos, como a medicagéo através da

racao, bioencapsulagao e banhos de imersao (Smith et al., 2008).
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Em estudo realizado por Lulijwa et al. (2020) relatou-se que um total de
67 compostos antimicrobianos foram usados em todo o0 mundo como profilaticos
ou terapéuticas para derrotar infecgdes microbianas na aquicultura.

Tetraciclinas, sulfonamidas, florfenicol, amoxilinas e as quinolonas s&o
0s principais grupos usados como compostos antimicrobianos. Dentre esses, no
Brasil, somente dois antimicrobianos sao legalizados para uso na piscicultura, a
oxitetraciclina (OTC) e o florfenicol (FFC) (Sindan, 2018). Este cenario,
associado ao crescente numero de surtos de bacterioses, propicia o0 uso
inadequado de substancias ndo autorizadas na atividade.

Embora os antimicrobianos sejam importantes para reduzir a
propagacao de doencgas bacterianas, a liberagdo continua de antimicrobianos
para o ambiente leva ao aumento da resisténcia antimicrobiana entre peixes e
mariscos (Navarrete et al., 2008).

Aeromonas sp. € conhecido por ser resistente a uma ampla gama de
antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos, cefalosporinas, fluoroquinolonas,
penicilinas e sulfonamidas.

Atualmente é possivel observar um aumento da resisténcia bacteriana
as quinolonas. Sinha et al. (2004) detectaram elevado nivel de resisténcia
cromossomal as quinolonas: acido nalidixico, ciprofloxaxina e norfloxaxina em
isolados de A. caviae de pacientes com diarreia. Essa resisténcia pode ser
codificada pela presenca do gene gnr integrado a um cassete génico como
descrito por Cattoir et al. (2008). A presenga de QnrS com 41% a 60% identidade
nas sequéncias de aminoacidos de QnrA foi verificada em dois isolados
ambientais de A. media e A. caviae e um isolado clinico de A. veronii, sendo que
esta ultima apresentou resisténcia a quinolona e as fluoroquinolonas,
ciprofloxacina e levofloxacina (Sanchez-Cespedes et al., 2008).

Ja foi observada resisténcia a tetraciclina codificada por variantes do
gene tet, como tetD em A. hydrophila (Aoki et al., 1987). Na ultima década alguns
autores constataram a presenga dos genes tetA e tetE em amostras
provenientes de alimentos e amostras clinicas (Balassiano et al., 2007).

Ao longo dos anos relatos sobre resisténcia em Aeromonas spp. tém
sido descritos. Em estudo realizado por Goni-Urriza et al. (2000) foi observado

atividade de 19 agentes antimicrobianos frente a Aeromonas spp. isoladas de
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dois rios na Europa e verificou-se cepas resistentes a maioria das drogas
avaliadas.

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ocorrer por mutagao
ou por aquisicdo de elementos genéticos. A mutagcdo espontanea ocorre de
forma rara, com frequéncia de uma célula bacteriana em um bilhdo, mas em
condicdes de alta pressao de selecao antimicobiana, podem selecionar bactérias
que apresentem maiores taxas de mutacao (Rodriguez-Rojas et al., 2013). Entre
as consequéncias provocadas por este mecanismo estao as varias alteragoes:
da permeabilidade via porinas, do sitio de agcado do antimicrobiano, da bomba de
efluxo e de mecanismos enzimaticos de degradagao (Livermore, 2003). Esse
tipo de resisténcia é transferido verticalmente, sendo adquirida pelas progénies
somente pela aquisicdo dos genes de resisténcia durante a divisdo celular
bacteriana, quando o material genético da célula mée duplica-se dando origem
as células filhas.

A resisténcia mediada por aquisicdo de elementos genéticos ocorre por
meio de plasmidios, transposons e integrons. Plasmidios s&o moléculas
extracromossomais circulares de DNA, com replicagdo prépria ou em conjunto
com a célula hospedeira. Sao dispensaveis para a bactéria, mas podem conferir
vantagens seletivas, como por exemplo a resisténcia a um antimicrobiano
(Carattoli, 2013). Transposons sao elementos genéticos moveis capazes de
mudar de posi¢ao dentro do genoma, independente da homologia entre a regido
onde se encontram inseridos e o local ao qual se destinam (Trabulsi & Alterthum,
2008).

Ainda as bactérias podem permutar simultaneamente genes de
resisténcia a diversos antibidticos, estabelecendo o fenbmeno da
multirresisténcia (Radu et al., 2003, Livermore, 2003).

Ao mesmo tempo em que o0 uso excessivo de antimicrobianos é
amplamente considerado como um dos fatores que contribuem para a evolugao
da resisténcia aos antimicrobianos, a falta de medidas eficazes para controlar a
disseminagao de bactérias resistentes e a falta de desenvolvimento de novos

antimicrobianos também sao preocupacdes importantes.
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3  MATERIAL E METODOS

3.1 Recebimento de animais doentes

Ao final de dezembro de 2022, no inicio do verdo no Brasil, foram
observadas mortalidades em seis tanques de uma fazenda comercial de tilapia-
do-Nilo, localizada em llha Solteira - SP. Os peixes apresentavam, em geral,
sinais clinicos de acumulo de liquido ascitico no abdémen, natacao erratica,
exoftalmia, opacidade ocular e ulceras na pele. Dez animais foram coletados dos
seguintes tanque-rede: TR36 n=1; TR619 n=1; TR208 n=2, TR453 n=1; TR114
n=2, TR303 n=3) e imediatamente transportados ao laboratorio para analises

bacterioldgicas e de gPCR.

3.2 Exame bacteriolégico

Amostras de baco e rim foram assepticamente semeadas em agar BHI
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado (Newprov) para o
isolamento de patdgenos bacterianos dos géneros Streptococcus, Lactococcus,
Aeromonas, Edwardsiella, Plesiomonas e Pseudomonas. As placas foram
imediatamente incubadas a 28°C em estufa BOD por 48 horas. Os isolados
foram submetidos a coloragdo de Gram. Foi realizado repique secundario dos
isolados obtidos para posterior extracdo do DNA e analise de sequenciamento

utilizando o gene 16s rRna.

3.3 Sequenciamento bacteriano 16s rRna

A reacao de PCR foi constituida de 10 pyL de tampao para PCR 5X, 1 uL
de primer fD1 (10 uyM), 1 pL de primer rP1 (10 uM), 1 yL de dNTPs (10 mM), 0,2
ML de GoTaq DNA polimerase (5 U/uL Promega) e 36,8 pL de H20 MilliQ
autoclavada. Os primers fD1 (5" — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3’) e rP1 (5
— ACGGTTACCTTGTTACGACTT - 3’) foram descritos por Weisburg et al.
(1991). A amplificacéo foi realizada em termociclador (modelo T100, BioRad)
com o seguinte programa: desnaturagéo inicial a 94°C/4 min, 40 ciclos de
94°C/30 s — 60°C/30 s — 72°C/90 s e extensao final a 72°C/4 min. A verificacédo
da amplificagao foi realizada por meio de eletroforese em gel de agarose 0,8%,
acrescido de brometo de etidio (100 ng/mL), e registrada em fotodocumentador
acoplado a transiluminador UV. Os produtos amplificados foram purificados
através de precipitacdo com polietilenoglicol, segundo protocolo de Schmitz e
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Riesner (2006). Os produtos purificados foram submetidos a reacdo de
sequenciamento pelo método de terminacéo de cadeia (Sanger et al., 1977). A
reagao constituiu de 5 yL de produto de PCR, 1 pyL de reagente Big Dye 3.1
(Applied Biosystems), 1,5 yL de tampé&o de dilui¢do, 0,3 uL de primer fD1 ou rP1
(10 M) e 2,2 pL de H20 MilliQ autoclavada. A reagdo foi realizada em
termociclador (modelo T100, BioRad) com o seguinte programa: desnaturagao
inicial a 95°C/1 min seguida de 25 ciclos de 95°C/5 s — 60°C/4 min. Os produtos
da reacao de sequenciamento foram precipitados pela adicdo de 40 uL de
isopropanol 75%, seguida de centrifugacdo a 12.000 g/10 min. Foram
adicionados mais 100 uL de isopropanol 75% e novamente centrifugado a
12.000 g/5 min. Apd6s descartar o sobrenadante, o sedimento foi seco e
ressuspendido em 10 yL de formamida e desnaturado a 95°C/2 min. O
sequenciamento foi realizado em sequenciador capilar 3500XL Genetic Analyzer

(Applied Biosystems).

3.4 Infecgao experimental

3.4.1 Alojamento dos animais

O estudo foi realizado nas instalagdes do laboratério Pathovet, situado
em Ribeirdo Preto/SP. O alojamento de 300 tilapias com peso médio de 3 g foi
realizado no dia 12/12/2022. Imediatamente apds a chegada dos peixes nas
instalagdes do laboratério Pathovet, estes foram alocados em tanque de 500 L,
em média 3 g de peixe vivo por litro de agua.

Apods alojamento dos peixes, foi iniciado o tratamento preventivo com sal
(1 ppm) por 7 dias e fornecimento de ragdo contendo oxitetraciclina (TM®-700,
Phibro Saude Animal Internacional Ltda, Brasil) respeitando a recomendacéo do
produto de 11,85 g de TM-700 por kg de peso vivo/dia. Foi utilizada uma racao
formulada para atender aos niveis de nutrientes exigidos para tilapia, produzida
pela Agéncia Paulista de Tecnologia dos Agronegdcios - Instituto de Pesca, Séo
José do Rio Preto com formulagdo demonstrada na Tabela 1 do capitulo 1.

Posteriormente os animais foram pesados e distribuidos em 24 aquarios
de 62,5 L para aclimatacao por 7 dias.

Durante o tratamento preventivo e na aclimatacdo dos peixes foi
realizado o controle de qualidade da agua, através da mensuragao dos niveis de

oxigénio e temperatura por meio de um medidor de oxigénio dissolvido e
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temperatura (HI9146, Hanna Instruments Brasil Imp. e Exp. LTDA, Barueri/SP,
Brasil), pH, aménia, Cl livre e nitrito utilizando kits e equipamento Fotémetro
Multi-parédmetros com CQO (HI83399, Hanna Instruments Brasil Imp. e Exp.
LTDA, Barueri/SP, Brasil). Ademais, a temperatura média da agua nos tanques
foi mantida a 28°C por meio de aquecedores com termostato integrado Roxin
Ht1300/Q3 e sala climatizada a 27°C durante todo periodo experimental.

Apods o periodo de aclimatagao, os peixes foram anestesiados com uma
solugéo de o6leo de cravo 1 g 10 L' (Gongalves et al., 2008), pesados em balanga
semi-analitica (BL320H, Shimadzu do Brasil Comércio Ltda., Barueri/SP, Brasil)
e distribuidos nos aquarios, sendo 10 peixes por aquario. Os animais foram

alimentados 3 vezes ao dia e o periodo experimental foi de 15 dias.

3.4.2 Delineamento experimental

O experimento foi realizado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 6 tratamentos e 4 repeti¢des, totalizando 24 unidades
experimentais. Cada aquario foi considerado como uma unidade experimental e

o valor médio de cada unidade foi utilizado para as analises estatisticas.

3.4.3Preparagao do inéculo e desafio bacteriano por Aeromonas
veronii
O preparo do inoculo e desafio bacteriano foi realizado conforme

metodologia descrita no capitulo 1 item 3.4 desta dissertagéo.

3.5 Variaveis Analisadas
3.5.1 Sobrevivéncia e sinais clinicos
A sobrevivéncia, sinais clinicos e diagndstico microbioldgico foram

analisados conforme descritos no capitulo 1, item 4.1 e 4.2 desta dissertagéo.

3.5.2Diagnéstico microbiolégico e molecular

Diagnostico Microbiolégico

Durante o periodo experimental (14 dias apos infecgdo) todos os animais
mortos foram congelados para posterior necropsia e coleta de 6érgédos para
exame microbioldgico. Coletou-se de forma asséptica amostras de rim e

encéfalo e semeadas em meio agar BHI suplementado com sangue de carneiro
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desfibrinado 5% e incubado em estufa por 48 h a 28°C. Apds as 48 horas de
incubacao foi realizada a técnica de coloracdo Gram nas colbnias para

confirmagao da morfologia de todos os isolados.

Deteccao do patdégeno através do gene 16s rRNA

Ao final do experimento, durante a necropsia, o rim, figado e bago foram
amostrados de forma asséptica. Foram selecionados animais por tratamento
para realizacdo da analise de PCR em tempo real, a fim de detectar a presenca
da bactéria Lactococcus spp. Cada amostra foi composta por um pool de no

minimo 3 animais.

3.5.3 Perfil de resisténcia a antimicrobianos
Foi realizado antibiograma e MIC para as cepas bacterianas obtidas dos
peixes recebidos da piscicultura de Ilha Solteira. A metodologia utilizada é

descrita no item 4.4 do capitulo 1 desta dissertagao.

Deteccdo molecular de genes de resisténcia

Os genes codificadores de B-lactamases de espectro estendido - ESBLs
(blaCTX-M dos grupos 1, 2, 8, 9 e 25), carbapenemases (blaNDM, blalMP,
blaVIM, blaKPC e blaOXA-48) e determinantes de resisténcia as quinolonas
mediadas por plasmideos (gnrA, gnrB e gnrS) foram pesquisados por PCR
convencional. A PCR foi realizada para um volume final de 25uL sendo
adicionados: 60ng de DNA gendmico, 0,2 mM de cada um dos quatro
nucleotideos (Thermo-Scientific, EUA), 2,5uL de tampao PCR 10X concentrado
(Thermo-Scientific, EUA), 2,0 mM de solug¢ao de MgCl2 (Thermo-Scientific, EUA),
0,625U de Taq DNA polimerase (Thermo-Scientific, EUA), 21 pmol de cada um
dos primers (Invitrogen Life Technologies) e agua ultra-pura (q.s.p. 25 pL,
Sigma). Para amplificagdo dos genes em estudo foi usado, inicialmente, um ciclo
de desnaturacdo de 94°C por 5 minutos, posteriormente 30 ciclos com as
seguintes temperaturas de 94°C por 1 minuto (desnaturagao), temperatura de
anelamento por 1 minuto e 72°C por 1 minuto (extensao). Posteriormente, uma
unica etapa de extensao final a 72°C por 10 minutos. O termociclador utilizado
para os experimentos foi Mastercycler Gradiente (Eppendorf, Hamburg,

Alemanha). Os genes amplificados nas PCR, primers utilizados, temperaturas
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de anelamento e tamanhos dos fragmentos obtidos estdo descritos nos Quadro
1.
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Quadro 1 — Primers utilizados na deteccao de genes codificadores de B-lactamases e quinolonas, temperatura de anelamento e
tamanho dos fragmentos

Gene Primers Sequéncia (5’ - 3’) ::Q:;f::ga(fg; Tamanho (pb) Referéncia
blactt CTX-M1 f AAAAATCACTGCGCCAGTTC 52 415
CTX-M1r AGCTTATTCATCGCC ACGTT
blactxs CTX-M2 f CGACGCTACCCCTGCTAT 52 550
CTX-M2r CCAGCGTCAGATTTTTCAGG
blacTxns CTX-M8 f TCGCGTTAAGCGGATGATGC 52 666 (Woodford, Fagan &
o CTX-M8r AACCCACGATGTGGGTAGC Ellington, 2006)
blactxns CTX-M9 f CAAAGAGAGTGCAACGGATG 52 205
CTX-M9r ATTGGAAAGCGTTCATCACC
blacT.s CTX-M25 f GCACGATGACATTCGGG 52 307
CTX-M25r AACCCACGATGTGGGTAGC
blanou IsoCarba_NDM f ACTTGGCCTTGCTGTCCTT 66 603
IsoCarba_NDM r CATTAGCCGCTGCATTGAT
blavim IsoCarba _VIM f TGTCCGTGATGGTGATGAGT 66 437
IsoCarba VIM r ATTCAGCCAGATCGGCATC
blamm IsoCarba_IMP f ACAYGGYTTRGTDGTKCTTG 66 387 (Bogaerts et al.,
IsoCarba IMP r GGTTTAAYAAARCAACCACC 2013)
blakec IsoCarba_KPC f TCGCCGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 66 353
IsoCarba KPC r ACAGCTCCGCCACCGTCAT
blaoxass IsoCarba_OXA-48 f ATGCGTGTATTAGCCTTATCG 66 265
IsoCarba OXA-48r CATCCTTAACCACGCCCAAATC
qnrA1 a QnrAm-f AGAGGATTTCTCACGCCAGG 54 580
qnrA6 QnrAm-r TGCCAGGCACAGATCTTGAC
qnrB1 a QnrBm-f GGMATHGAAATTCGCCACTG .
qnrB6 QnrBm-r TTTGCYGYYCGCCAGTCGAA 54 264 (Cattoir et al., 2007)
qnrS1a QnrSm-f GCAAGTTCATTGAACAGGGT 54 428
qnrS2 QnrSm-r TCTAAACCGTCGAGTTCGGCG
gnrC QnrC-f GGGTTGTACATTTATTGAATC 50 447 (Wang et al., 2009)
QnrC-r TCCACTTTACGAGGTTCT
qnrD QnrD-f CGAGATCAATTTACGGGGAATA 62 581 (Cavaco et al.,
QnrD-r AACAAGCTGAAGCGCCTG 2009)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Condigdes experimentais

Durante todo o periodo experimental, os parametros fisico-quimicos da
agua foram monitorados com o intuito de garantir os niveis seguros para a tilapia-
do-Nilo (Tabela 1). A temperatura média da agua nos aquarios foi monitorada e
mantida o mais proximo possivel de 28°C ao longo do periodo experimental, ja
que os surtos de Aeromonas sp. observados em literatura ocorrem em

temperaturas elevadas.

Tabela 1. Par@metros de qualidade da agua de tilapias-do-Nilo, O. niloticus, desafiadas

com diferentes concentragdes de A. veronii durante 15 dias.

Parametros de qualidade da agua

Oxigénio (mg/L) Aménia (mg/L)  Nitrito (ug/L) pH Temperatura (°C)
4,79+ 1,11 0,44 + 0,10 0,45 + 0,27 6,82 + 0,35 27,21 +1,05

4.2 Isolamento, caracterizagao e analise da sequéncia 16s rRNA

Apods cultivo bacteriano dos animais mortos durante o experimento, os
isolados obtidos foram analisados. A coloracao de Gram realizada em todos os
isolados (T2, T3, T4, T5 e T6) apresentou morfologia compativel com a espécie
Aeromonas, bastonetes Gram-negativos (Figura 1). O género Aeromonas €
composto por bactérias Gram negativas em forma de bacilos ou cocobacilos com
as extremidades arredondadas (0,3 — 1,0 ym de largura e 1,5 — 3,5 ym de
comprimento), que ocorrem isoladas, aos pares ou raramente em cadeias curtas
(Brenner et al., 2005).
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Figura 1. Isolado bacteriano em placa com meio de cultivo agar Brain Heart
Infusion suplementado com 5% de sangue de carneiro apés 24 h em BOD a

28°C e resultado ap6s a coloragcao de Gram.

A confirmagéo da espécie e género deu-se através de sequenciamento
do gene 16S rRNA, correspondente a Aeromonas veronii, apresentando 99,51%
de semelhanca com Aeromonas veronii cepa CH-GX-FC-3-1A-2021 (sequéncia
parcial de gene 16S RNA ribossomal) (acesso Genbank n° ON203099.1).
Aeromonas veronii foi a unica bactéria isolada dos tratamentos T2, T3, T4, T5,
entretanto para T6 (menor concentragdo estudada) nao foi possivel isolar a
bactéria do animal selecionado durante a mortalidade no periodo experimental.
Assim, os isolados utilizados neste estudo devem ser classificados como A.

veronii.
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4.3 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

Antibiograma e concentracao inibitoria minima

A. veronii demonstrou sensibilidade somente para florfenicol, enquanto
foi resistente a outros trés antimicrobianos testados, oxitetraciclina, enrofloxacina
e amoxicilina.

A CIM observada foi 32 ug/mL para oxitetraciclina, 4 ug/mL para
enroflorxacina e maior ou igual 256 ug/mL para amoxicilina. Conforme observado
no antibiograma a menor concentragao capaz de inibir o crescimento bacteriano

foi observado frente ao florfenicol, menor ou igual a 0,5 ug/mL (Tabela 2).

Tabela 2. Valores de halo de resisténcia e CIM encontrados para A. veronii frente

a diferentes antimicrobianos.

PRODUTO ANTIBIOGRAMA (mm) CIM pg/mL

oTC 0 32
ENR 20 4
AML 0 2 256
FFC 34 <0,5

Em geral, Aeromonas sp. apresentam sensibilidade a quinolonas (classe
a qual pertence o antimicrobiano enrofloxacina), tetraciclinas (oxitetraciclina) e
anfenicéis (florfenicol), e resisténcia para penicilinas (amoxicilina) (Janda &
Abbott, 2010).

Em contrapartida alguns pesquisadores isolaram cepas de A. caviae, A.
hydrophila e A. veronii bv sobria resistentes — mesmo em baixa frequéncia — a
tetraciclina, com percentuais de resisténcia entre 25 e 90% em relacéo a cepas
isoladas de diferentes fontes alimentares (Costa et al., 2003; Carneiro & Rossi
Junior, 2006; Evangelista-barreto et al., 2006; Palu et al., 2006; Awan et al., 2009;
Evangelista-barreto et al., 2010). Yano et al. (2015) estudando cepas isoladas
de camardo encontraram resultados semelhantes aos nossos, relatando um
percentual de 18% de amostras resistentes a tetraciclina.

Da mesma forma, nos ultimos anos, autores publicaram relatos sobre
estirpes resistentes a tetraciclinas e fluoroquinolonas (Castro-Escarpulli et al.,
2003; Gao et al., 2012; Skwor et al., 2014; Osinska & Harnisz, 2016; Van Alphen
et al., 2016). Na aquicultura, a oxitetraciclina €& principalmente utilizada no

tratamento de infecgbes por bactérias Gram-negativas (Rigos et al., 2006), como
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septicemia hemorragica por A. liquefaciens e doengas por Pseudomonas em
bagres.

Um fator que pode estar relacionado a resisténcia a este antimicrobiano
observada neste estudo € o uso abundante desta molécula na aquicultura
nacional, provocado pela restricdo legal no uso de outras moléculas como forma
de controle no surto de doencgas.

Outro fator a ser considerado estd no uso indiscriminado de
antimicrobianos. De acordo com o histérico de cada antimicrobiano, o grupo das
tetraciclinas apresentou langamento comercial entre 1950 e 1970 (Pereira-Maia
et al., 2010). Em meados de 1950, a maioria das bactérias comensais e
patogénicas mostravam-se sensiveis a tetraciclinas, mas em 1953, foi isolada a
primeira bactéria tetraciclina resistente, Shigella dysenteriae, e apos 2 anos, a
primeira Shigella multidroga resistente (Chopra & Roberts, 2001).

As cepas de Aeromonas sado quase universalmente sensiveis as
fluoroquinolonas. No entanto, as grandes quantidades usadas na aquicultura na
ultima década foram associadas a uma tendéncia crescente na prevaléncia de
resisténcia as quinolonas. Nossos resultados foram condizentes com o relatado
por Yang et al., (2016), que observaram resisténcia de cepas A. veronii frente a
antimicrobianos desta classe. Na Espanha, o mecanismo de resisténcia a
quinolona foi detectado em 33 isolados, entre eles, A. veronii, oriundo de agua
doce (Alcaide et al., 2009).

A resisténcia a amoxicilina observada neste estudo ja era esperada, ja
que este comportamento geralmente ocorre para Aeromonas spp. Inumeros
estudos relatam uma alta frequéncia de cepas A. veronii resistentes a b-
lactdmicos, classe farmacologica atribuida a amoxicilina. Costa et al. (2008),
avaliaram a sensibilidade aos antimicrobianos de bactérias Aeromonas spp.
isoladas de jundias, observando resisténcia de 95% (n=13) dos isolados de
Aeromonas spp. a penicilina. Varias sao as estratégias de protecdo da
Aeromonas spp. aos beta-lactdmicos, entre estes a destruicdo deste grupo de
farmacos pela producéo de beta-lactamase.

O florfenicol foi o antimicrobiano que mostrou resultados mais
satisfatérios para a inibicdo do crescimento da A. veronii isolada de juvenis de
tilapia, tanto na analise de CIM quanto no antibiograma. Os valores de CIM
ficaram préximo ao relatado por Schrader et al. (2013). Em estudo anteriormente
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realizado por Akinbowale et al. (2007) a menor frequéncia de cepas resistentes
a florfenicol foi observada, apenas 2,1%, enquanto 97,9% foram resistentes a
amoxicilina.

Em 1994, o florfenicol foi licenciado para tratamento de infecgdes
bacterianas na produgéo de salmao do Chile e, apds 13 anos, ja foi registrada a
presenca de bactéria resistente ao florfenicol oriundo da producdo de salmao
(Miranda & Rojas, 2007), fato que ressalta a importancia do uso responsavel e

adequado deste produto no cultivo de peixes no Brasil
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Deteccdo molecular de genes de resisténcia

Em virtude da grande diversidade do setor aquicola, o uso de agentes
antimicrobianos ndo pode ser generalizado em todas as situagdes. Devem-se
considerar os aspectos do antimicrobiano, tais como dosagens, uso racional,
espécies cultivadas, bem como a farmacodinamica e a farmacocinética da droga
a ser utilizada.

O wuso indiscriminado de antibiéticos na aquicultura leva ao
desenvolvimento de bactérias com caracteristica de multipla resisténcia aos
antimicrobianos (Frappaola & Guest, 1986). Mutagbes e outras alteragdes
genéticas no genoma bacteriano geram a base da resisténcia antimicrobiana.
Essas alteracbes genéticas podem ocorrer de diversas maneiras, incluindo
mutacdo esponténea e aquisigdo de elementos genéticos moveis, tais como
plasmideos e integrons (Guardabassi et al., 2010).

No presente estudo, a presenca de genes ligados a resisténcia a duas
classes farmacolégicas de antimicrobianos, B-lactdmicos e quinolonas, foram
verificadas. Ndo houve amplificagao para genes codificadores de B-lactamases.

O mais importante mecanismo de resisténcia aos B-lactamicos € a sua
inativacdo por B-lactamases, um catalisador do anel B-lactdmico, que é
hidrolisado para inativar o agente antibacteriano e impossibilitar que ele aja
contra as enzimas responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana
(Bertoncheli & Horner, 2008). A primeira B-lactamase foi identificada em uma
cepa de Escherichia coli em 1940, antes mesmo da penicilina ser usada na
pratica clinica (Abraham & Chain, 1988). Dentre as carbapenemases mais
importantes estdo a IMP (imipenemase), a NDM (Nova Deli Metalo-3-
lactamases), de enterobactérias e as enzimas OXAs (Classe D) (Karaiskos &
Giamarellou, 2014; Jean et al., 2015). Os genes blavim € blarm ja foram
detectados em algumas espécies de Aeromonas, mas existem poucos relatos
na literatura (Neuwirth et al., 2007; Adler et al., 2014; Antonelli et al., 2016).

Muitos géneros de bactérias Gram-negativas apresentam uma
ocorréncia natural, ou seja, B-lactamases mediadas cromossomicamente.
Acredita-se que essas enzimas evoluiram a partir de proteinas de membrana
externa (PBP), com as quais mostram alguma homologia de sequéncia (Drawz
& Bonomo, 2010).
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O fato de o presente estudo n&do constatar a presenca dos genes de
resisténcia propostos, ndo deve ser um fator determinante para conferir a
bactéria estudada sensibilidade a esta classe de antimicrobianos. A
permeabilidade da membrana celular € importante para que os antibibticos
obtenham o efeito esperado, seja ele bactericida (morte bacteriana) ou
bacteriostatico (inibidor do crescimento bacteriano).

Diferentemente das bactérias Gram-positivas, as bactérias Gram-
negativas possuem naturalmente uma resisténcia intrinseca (menor
permeabilidade), devido sua parede celular apresentar uma membrana externa
composta por fosfolipideos, lipoproteinas, proteinas e lipopolissacarideos (LPS),
além da camada de peptidoglicanos (Machado et al., 2019), este mecanismo
pode dificultar ou até mesmo impedir a agado antimicrobiana.

As quinolonas tém sido amplamente utilizadas e este fato conduziu a um
aumento da resisténcia bacteriana a esta classe de antimicrobianos. Desta
maneira, foi realizada analise para verificar a presenca ou auséncia de genes
qgnrA1 a qnrA6, qnrB1 a qnrB6, qnrC, qnrD e qnrS1 a qnrS2.

A resisténcia antimicrobiana foi confirmada pela presenga do gene gnrS.

Essa resisténcia as quinolonas é principalmente devido a mecanismos
mediados cromossomicamente, incluindo mutagdes em alvos da droga (DNA-
girase e topoisomerase), diminuigdo da acumulagdo de quinolonas (bomba de
efluxo e diminuicdo da expressdo de porinas) (Zhang et al., 2012). Multiplos
genes qgnr ja foram caracterizados: qnrA, qnrB, qnrS, qnrC e qnrD (Silva-
Sainchez et al., 2013).

Estudos recentes descobriram que os mecanismos de resisténcia as
quinolonas também sdo mediados por varios plasmideos (resisténcia as
quinolonas mediada por plasmideos - PMQR) e seus genes associados,
incluindo o qnr. Sinha et al. (2004) reportaram altos indices de resisténcia
intrinseca ao acido nalidixico e a ciproloxacina (quinolonas) e relacionou essa
resisténcia aos genes gyr de origem cromossomal e gnr de origem plasmidial.

Neste estudo, esta hipdtese foi confirmada através de analise para
verificar a presenga do plasmideo ColE, anteriormente ja descrito como sendo
um PMQR do gene gnrS. Carattoli (2009) havia associado a presenca de genes
plasmidicos de resisténcia ao plasmidio ColE. Em geral, os plasmideos
semelhantes a ColE estdo amplamente presentes nas enterobacteriaceae, bem
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como Aeromonas spp. Ressalta-se que outros plasmideos também tem um
papel importante na disseminagao destes genes (Garcia-Fernandez & Carattoli,
2009).

Os genes PMQR geralmente estao localizados em um plasmideo, que
nao apenas aumenta a adaptabilidade das bactérias as drogas, mas também
facilita a disseminagdo de genes de resisténcia entre bactérias de diferentes
espécies. Uma vez que os plasmideos, no geral, ttm um grande impacto na
evolugdo do genoma, torna-se essencial uma melhor compreenséo do seu papel

na transferéncia e disseminacao de resisténcias a antibioticos.

4.5 Desafio experimental

Os resultados mostraram que a espécie de A. veronii testada foi
patogénica para juvenis de tilapia e a taxa de mortalidade foi dependente da
dose. A mortalidade teve inicio nas primeiras 24 horas pds desafio e prosseguiu
até o décimo segundo dia pés infecgdo. Os animais que foram infectados com
A. veronii apresentaram valores de mortalidade variando de 3% na concentragao
de bactérias 1,2 x 10*a 100% na 1,2 x 108 ao final do experimento.

Ademais, as taxas de mortalidade finais nos grupos 1,2 x 10% 1,2 x 106
e 1,2 x 107 foram de 8, 13 e 88%, respectivamente (Figura 2). Neste contexto,
destaca-se que ndao houve mortalidade no grupo controle, evidenciando que o
ambiente estava controlado e nao foi o responsavel pelos valores de mortalidade
observados nos grupos desafiados, demonstrando que a metodologia de

inoculacao experimental intraperitoneal foi realizada de maneira correta.
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Figura 2. Percentual de mortes acumuladas de tilapias-do-Nilo, infectadas via
intraperitoneal com 100 pL de A. veronii apos 15 dpi. (CN: tilapias inoculadas via

intraperitoneal com solugao salina).

As infec¢cdes causadas por Aeromonas moveis sao provavelmente as
doencas bacterianas mais importantes e comumente relatadas em peixes de
agua doce (Cipriano, Bullock & Pyle, 1984; Noga, 2010, Austin e Austin, 2012),
e varias Aeromonas, incluindo A. veronii, A. sobria e A. jandaei, além de A.
hydrophila, foram associadas a doengas em tilapia do Nilo (Li e Cai, 2011; Dong
et al., 2017).

Dong et al., (2017) associaram A. veronii e A. jandaei a surtos de
mortalidade em Oreochromis niloticus, e da mesma maneira, ocorrendo o maior
indice de mortalidade dentro das primeiras 24 h de infecgdo. Amal et al. (2018)
relataram uma co-infecg&o natural de TiLV e A. veronii em uma fazenda de tilapia
vermelha hibrida da Malasia (O. niloticus x O. mossambicus).

A. veronii foi relatada em varios peixes hospedeiros, como Astronotus
ocellatus (Sreedharan et al., 2011), Leiocassis longirostris (Cai et al., 2012),
Trichogaster sp. e Carassius carassius (Sreedharan et al., 2013).

No entanto, no Brasil, as infeccdes por Aeromonas em peixes foram
atribuidas principalmente a A. hydrophila, nao havendo até o momento relatos
de A. veronii relacionada a surtos de doencgas responsaveis por alta mortalidade

nos animais de cultivo em pisciculturas.
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No presente estudo os animais infectados apresentaram sintomas
clinicos comumente apresentados por doengas causadas por Aeromonas, como
opacidade ocular, pontos hemorragicos pelo corpo, lesées no opérculo, liquido
ascitico na cavidade abdominal e acumulo de liquido no intestino e inchaco
(Dong et al., 2017; Assane et al, 2021; Wang et al., 2021), conforme
demonstrado na Figura 3.

Os resultados sugerem que A. veronii pode representar um risco para a
saude dos peixes e deve ser considerada como potencial ameaga no cultivo de
tilapias, ressaltando a importancia da ciéncia do produtor sobre a presenca
desse patdégeno no ambiente aquatico, especialmente quando os peixes séo
expostos a fatores estressores, como alta densidade de cultivo, presenca
excessiva de matéria organica no meio aquatico, niveis considerados toxicos de

amonia e nitrito, ou até mesmo mudancgas repentinas de temperatura.

Figura 3. Sinais clinicos observados em juvenis de tilapia do Nilo experimentalmente
infectados com uma cepa patogénica de A. veronii. A) opacidade ocular; B) liquido
ascitico; C) presenca de liquido no intestino e inchago; D) les&o no opérculo (seta) e
hemorragia na nadadeira; E) corrosao da nadadeira; F) Figado palido.
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5 CONCLUSAO

No presente estudo, A. veronii, até onde sabemos, foi pela primeira vez
relacionada a altos indices de mortalidade em piscicultura comercial localizada
no estado de S&o Paulo, Brasil. Desta maneira, em ensaio experimental foi
comprovadamente virulenta e patogénica, causando grande mortalidade. Além
disso, a cepa mostrou um perfil multirresistente a antimicrobianos.

Tais observacodes ressaltam a importancia de um monitoramento efetivo
para identificacdo de patdogenos responsaveis por surtos de doengas, a fim de
possibilitar tomada de decisao eficiente e assertiva, bem como estabelecimento

do uso criterioso de antimicrobianos, possibilitando uma piscicultura sustentavel.
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