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CARACTERIZACAO DA SEGURANCA E DAS ATIVIDADES TERAPEUTICA E
IMUNOMODULADORA DA LINCOMICINA NO TRATAMENTO DE INFECCOES
POR Streptococcus agalactiae E Aeromonas hydrophila EM TILAPIAS
(Oreochromis niloticus)

RESUMO - objetivou-se avaliar o potencial imunofarmacolégico da
lincomicina, administrada via oral, em tilapias do Nilo, O. niloticus, através dos
estudos de: seguranca clinica e eficacia terapéutica. Para estudo da seguranca
clinica, foram utilizadas 136 tilapias (£100g), distribuidas aleatoriamente em 17
tanques (100L de &gua, n=8) para constituir as repeticbes dos diferentes
tratamentos: TO (grupo controle, n&o tratado com lincomicina); T1, T2, T3 (tratados
com 10, 20 e 40mg/kg™* de p.v. de lincomicina, respectivamente) e T4 padrdo
fisiolégico (valores de referéncia). Oito animais foram amostrados por tratamento
em 4 periodos: 2, 4 e 8 dias poOs-tratamento com lincomicina e um grupo que foi
tratado por 8 dias com o farmaco e apds isso tratado apenas com ragcdo comercial
até o 12° dia para avaliacdo da recuperacao clinica, foram coletados amostras de
sangue para determinacdo do hemograma e bioguimico, além de 6rgdos como baco,
figado e rins para avaliacdo soméatica. Para estudo da eficacia terapéutica foram
utilizadas 360 tilapias, acondicionadas em 36 tanques de 100L (n=10), sendo 100
tilapias submetidas a testes para estabelecimento da DLso, em que 50 tilapias (5
tanques, n=10) foram infectadas com diferentes concentragdes de S. agalactiae e 50
tilapias para A. hydrophila. Para os ensaios experimentais da eficacia terapéutica,
foram utilizadas 260 animais, sendo 130 tilapias para cada desafio experimental,
constituindo os tratamentos: SO/AO0 (controle, infeccdo e ndo tratado com
lincomicina); S1/A1, S2/A2 e S3/A3 (infeccéo e tratados com 40, 20 e 10mg/kg™* de
p.v. de lincomicina, respectivamente) e PF (padrado fisiol6gico, n=10). Animais que
sobreviveram ao estimulo infeccioso foram amostrados no 8° dia pés-infeccéo (dpi) e
4 dias apds o término do tratamento (12° dpi) para avaliacdo da recuperacao clinica.
Foram coletadas amostras de sangue para hemograma, leucograma, burst oxidativo
e mensuracdo de anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A. hydrophila. Tilapias tratadas
com lincomicina apresentaram um aumento transitorio nos valores de ALT, AST,
colesterol, triglicérides e creatinina, que retornaram aos niveis normais apos o
periodo de recuperacao. Tildpias tratadas com lincomicina e desafiadas com S.
agalactiae apresentaram diminuicdo de leucdcitos totais, associada a diminuicdo do
burst oxidativo e aumento dos anticorpos anti-S. agalactiae, além de nado revelarem
sinais clinicos caracteristicos de estreptococose. Tildpias desafiadas com A.
hydrophila tratadas com lincomicina apresentaram diminuicdo do burst oxidativo,
entretanto, animais do grupo controle apresentaram alta taxa de mortalidade
associadas aos sinais caracteristicos de aeromonose e 0S poucos animais
sobreviventes apresentaram aumento de anticorpos Anti-A. hydrophila. Os estudos
da eficacia terapéutica da lincomicina revelaram o seu potencial contra a S.
agalactiae, mas os achados para A. hydrophila, sugerem que a lincomicina ndo seja
um antibacteriano de predilecdo para o controle desta infec¢cdo em tilapias do Nilo.

Palavras-chave: aeromonose, ciclideos, estreptococose, lincosamidas



CHARACTERIZATION OF THE SAFETY AND THERAPEUTIC AND
IMMUNOMODULATORY ACTIVITIES OF LINCOMYCIN IN THE TREATMENT OF
INFECTIONS BY Streptococcus agalactiae AND Aeromonas hydrophila IN
TILAPIA (Oreochromis niloticus)

ABSTRACT - The objective was to evaluate the immunopharmacological potential of
lincomycin, administered orally, in Nile tilapia, O. niloticus, through studies of: clinical
safety and therapeutic efficacy. For the clinical safety study, 136 tilapia (x100g) were
used, randomly distributed in 17 tanks (100L of water, n=8) constitute the repetitions
of the different treatments: TO (control group, not treated with lincomycin); T1, T2, T3
(treated with 10, 20 and 40mg/kg? b.w. of lincomycin, respectively) and T4
physiological standard (reference values). Eight animals were sampled by treatment
in 4 periods: 2, 4 and 8 days after treatment with lincomycin and a group that was
treated for 8 days with the drug and after that treated only with commercial feed until
the 12th day for evaluation of clinical recovery, were collected blood for determination
for hemogram and biochemistry, in addition to organs such as the spleen, liver and
kidneys for somatic evaluation. To study the therapeutic efficacy, 360 tilapias were
used, placed in 36 tanks of 100L (n=10), with the following distribution being carried
out: 100 tilapias were included in tests to establish the LDso, in which 50 tilapias (5
tanks, n=10) were infected with different concentrations of S. agalactiae and 50
tilapia for A. hydrophila. For the experimental trials of therapeutic efficacy, 260
animals were used, 130 tilapias for each experimental challenge, constituting the
treatments: SO/AO (control, infection and not treated with lincomycin); S1/A1, S2/A2
and S3/A3 (infection and treated with 40, 20 and 10mg/kg? b.w. of lincomycin,
respectively) and PF (physiological pattern, n=10). Animals that survived the
infectious challenge were sampled on the 8th post-infection day (dpi) and 4 days
after the end of treatment (12th dpi) to assess clinical recovery. Blood samples were
collected for hemogram, leukogram, oxidative burst and measurement of antibodies
against S. agalactiae and anti-A. hydrophila. Tilapia treated with lincomycin showed a
transient increase in ALT, AST, cholesterol, triglycerides and creatinine values, which
returned to normal levels after the recovery period. Tilapia treated with lincomycin
and challenged with S. agalactiae showed a decrease in total leukocytes, associated
with a decrease in oxidative burst and increase in antibodies against S. agalactiae, in
addition to not revealing characteristic clinical signs of streptococcosis. Tilapias
challenged with A. hydrophila treated with lincomycin showed a decrease in the
oxidative burst, however, animals in the control group showed a high mortality rate
associated with the characteristic signs of aeromonosis and the and the few surviving
animals showed increased Anti-A. hydrophila antibodies. Studies on the therapeutic
efficacy of lincomycin revealed the potential of this antibacterial against S. agalactiae,
revealing a dose-response effect for the control of this experimental infection, but the
findings for A. hydrophila suggest that lincomycin is not a predilection antibacterial for
the control of this infection in Nile tilapia.

Keywords: aeromonosis, cichlids, streptococcosis, lincosamides
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CAPITULO 1 - ConsideracBes gerais

1. Introducéo

A aquicultura brasileira tem crescido nos ultimos anos e se posiciona cada
vez mais como um importante setor do agronegocio (Oliveira et al., 2022). O setor de
pesca e aquicultura € cada vez mais reconhecido por sua essencial contribuicéo
para a seguranca alimentar e nutricdo global no século XXI (FAO, 2022). As politicas
publicas criadas especificamente para o0 setor e 0s investimentos sugerem projecdes
de que o Brasil seja uma poténcia na pesca e aquicultura. O pais alcancou o posto
de quarto maior produtor mundial de tilpias, respondendo por 8,57% da producao
mundial (Peixe BR, 2022).

A biomanipulacdo dos ecossistemas aquaticos com a maximizacdo dos
recursos produtivos traz consigo inUmeros desafios, dentre os quais se destaca o
controle sanitario das populacdes de peixes. Em geral, 0 aumento de espécimes por
area, somado as praticas de manejo, resulta na ocorréncia do estresse, condi¢do
fisiologica responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos peixes,
predispondo-os as mais diversas enfermidades (Belo et al., 2012).

Agentes etioldgicos que causam aparentemente poucos danos as populacdes
de peixes em seu habitat natural, podem tornar-se precursores de doencas de
grande importancia econdémica quando submetidos as condi¢des de criacao (Belo et
al., 2013). Dentre os problemas sanitarios mais importantes na criacao intensiva de
tilapias, destaca-se a meningite causada por Streptococcus agalactiae, considerada
uma das enfermidades de maior impacto econdmico nas criagdes comerciais
(Salvador et al., 2005). Além disso, 0 manejo sanitario precario propicia o surgimento
de doencas causadas por microrganismos aquaticos oportunistas, como a
Aeromonas hydrophila (Marteninghe et al, 2008), agente primario causador de
lesGes ulcerativas e septicemias hemorragicas em peixes de agua doce, acarretando
em perdas na producéo e na qualidade do pescado (Reque et al., 2010).

Na aquicultura, a intensificacdo da producdo e o aumento da incidéncia de

patdogenos de animais aquaticos estdo impulsionando o uso de antimicrobianos e



nas taxas atuais, estima-se que o consumo global de antimicrobianos na aquicultura
aumente 33% entre 2017 e 2030 (Schar et al., 2020).

Poucos antimicrobianos séo aprovados para uso na aquicultura, segundo a
FDA - Food and Drug Administration, agencia reguladora para o uso de
medicamentos nos Estados Unidos, apenas oxitetraciclina, florfenicol e
sulfadimetoxina associados ao ormetoprim podem ser adicionados a racdo e
aplicados no controle de doengas bacterianas na aquicultura (FDA, 2018). Nesse
contexto, a seguranca clinica dos animais e do meio aquético, aliada ao baixo teor
de residuos de carcaca, sdo propriedades importantes que devem estar atreladas a
eficacia no controle de doencas bacterianas em peixes, tornando os procedimentos
de aprovacao de novos medicamentos extremamente complexos (FDA, 2018).

De acordo com 86° sessdo geral da comissdo internacional da OIE
(Organizacdo Mundial de Sanidade Animal) em 2018, foi atualizada a lista de
antimicrobianos de importancia na medicina veterinaria, a lincomicina apresenta
significativo potencial para uso em peixes, no entanto, necessita de delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2021).

A lincomicina é um antibidtico lincosamida de amplo espectro que €
especificamente ativo contra bactérias gram-positivas (Lee et al., 2022) e inibidor da
sintese proteica em bactérias anaerdbias (Spizek & Rezanka, 2017). A lincomicina
tem sido amplamente utilizada como antibiotico veterinario de primeira escolha para
tratar infeccbes bacterianas em ovinos, caprinos e bezerros (Collignon et al., 2008;
Papich & Riviere, 2001). No entanto, em peixes, apenas dados in-vitro limitados
estdo disponiveis (Revina et al., 2017) e em tilapia do Nilo pouco se sabe sobre a
sua acédo, necessitando assim de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes
para seu uso em organismos aquaticos.

Com base na importancia da estreptococose e aeromonose para a
tilapicultura, associado a necessidade de desenvolvimento de programas eficazes
para manejo sanitario e tratamento destas enfermidades em pisciculturas, o
presente estudo tem por objetivos avaliar a eficacia terapéutica, a resposta imune
humoral (producéo de anticorpos anti-bacterianos), as altera¢des histopatoldgicas, a

seguranca clinica e ecotoxicolégica da lincomicina, administrada por via oral, para o



tratamento de infeccOes experimentalmente induzidas, ou por S. agalactiae, ou por

A. hydrophila em tilapias do Nilo.

2. Revisao de literatura

2.1. Tilapicultura no Brasil

A Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é a espécie de peixe mais importante
criada no Brasil. Segundo levantamento da Associacdo Brasileira da Piscicultura
(Peixe BR, 2022), a tilapia representa 65,3% da piscicultura nacional, com produc¢ao
de 534.005 toneladas em 2021, um crescimento de 9,8% sobre o desempenho do
ano anterior (486.155t). Esse resultado posiciona o Brasil entre os quatro maiores
produtores do mundo, atrds de China, Indonésia e Egito, entretanto, com a
piscicultura brasileira em pleno crescimento, a Peixes BR projeta que o pais alcance
até o fim desta década o patamar de segundo maior produtor mundial de tilapia. O
Parana € o maior produtor de tilapia do Brasil, com 182.000 toneladas, seguido do
estado de S&o Paulo, equivalentes a 76.140 t. O terceiro maior produtor de tilapia do
Brasil € Minas Gerais com 47.000t. Depois vém Santa Catarina, com 41.700t e Mato
Grosso do Sul, com 34.450t, juntos, sdo os maiores estados produtores de tilapia do
Brasil (Peixe BR, 2022).

A tildpia possui caracteristicas Unicas, incluindo taxas de crescimento rapido,
tolerancia a uma ampla gama de condi¢cBes ambientais e uma aceitacdo no mercado
mundial que lhes permite superar todas as outras espécies. Por outro lado, a
biosseguridade é um dos desafios sanitarios do setor, ressaltando a importancia de
acOes bem estruturadas para conter a introducdo e a disseminacdo de agentes
patogénicos no ambiente de producédo aquicola (Peixe BR, 2022).

Segundo estudo realizado pelo extinto Ministério da Pesca e Aquicultura
(MPA), o pais se tornard um dos maiores produtores do mundo até 2030, com
producédo intensiva de espécies amazobnicas e da tilapia que cresce 17% ao ano
(Brasil, 2014). Isso porque o Brasil possui aspectos naturais que sdo bastante
adequados para a piscicultura, devido a sua capacidade aquicola com um territorio

de aproximadamente 29 milhdes de hectares em reservatorios de agua doce,



naturais e artificiais com potencial de utilizacdo na producdo de organismos
aguaticos (Crepaldi et al., 2006). Além disto, a piscicultura brasileira, possui cada
vez mais uma maior demanda no mercado consumidor, devido as politicas publicas
que colaboraram para o desenvolvimento tecnolégico do setor (Fortunato et al.,
2020).

Existem 70 espécies de tilapias distribuidas em 4 géneros: Oreochromis,
Sarotherodon, Tillapiae, Danakilia. Dessas, somente o0 género Oreochromis
apresenta viabilidade para a aquicultura mundial, em virtude dos indices de
produtividade e adaptacdo a condicGes de cativeiro. As principais espécies criadas
sdo: Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo), Oreochromis mossambicus (tilapia de
Mocambique), Oreochromis aureus (tilapia aurea ou azul) e Oreochromis urolepi
shornorum (tildpia zamzibar) (Sebrae 2015).

A aquicultura desempenha um papel fundamental na producao de alimentos
no mundo, fornecendo proteina de alta qualidade. Entretanto, a industria
aquicola est4 cada vez mais ameacada por varios patégenos que causam enormes
perdas econdmicas na producdo e representam riscos para a saude do consumidor,
tais como Streptococcus agalactiae, Aeromonas sp., Edwardsiella tarda, entre outros
agentes etiologicos de doencas infecciosas, tornaram-se um dos fatores mais
importantes que limitam o desenvolvimento sustentavel da tilapicultura, ocasionando

enormes prejuizos para a induastria piscicola mundial (Naylor et al., 2021).

2.2. Lincomicina

A piscicultura intensiva € acompanhada pelo surgimento de doencas
bacterianas, exigindo o uso de antibidticos para seu tratamento (Lulijwa et al., 2020).
O termo lincomicina é baseado de Lincoln, Nebraska, e o antibidtico foi
originalmente isolado de Streptomyces lincolnensis em amostras de solo (Mohr,
2016).

A lincomicina € um tipo de lincosamida que sdo uma classe relativamente
pequena de antibibticos cujas estruturas quimicas consistem em aminoacidos e
porcoes de acucar (De Simeis e Serra, 2021). Sua atividade antimicrobiana é
baseada na inibicdo da sintese proteica pela ligacdo a subunidade ribossémica 50S
(Pyorala et al., 2014).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aquaculture
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aquaculture-industry
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/aquaculture-industry

A lincomicina é um antibiético de amplo espectro que € especificamente ativo
contra bactérias gram-positivas (Lee et al., 2022) e inibidor da sintese proteica em
bactérias anaerdbias (Spizek e Rezanka, 2017). S&o bacteriostaticos, inibindo a
sintese de proteinas em bactérias sensiveis; no entanto, em concentracbes mais
elevadas, podem ser bactericidas. A lincomicina tem sido amplamente utilizada
como antibidtico veterinario de primeira escolha para tratar infec¢cées bacteriana em
ovinos, caprinos e bezerros (Collignon et al,.2008; Papich e Riviere, 2001). No
entanto, em peixes, apenas dados in-vitro limitados estdo disponiveis (Revina et al.,
2017) e em tilapia do Nilo pouco se sabe sobre a sua acdo, necessitando assim de
delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos
aquaticos.A administracdo oral, para qual os antimicrobianos sao misturados na
racdo € o método de administracdo mais utilizado para alcancar a eficacia sistémica
de agentes antimicrobianos em criacfes de peixes (Lee et al., 2022).

Lincomicina consiste em um aminoacido incomum, viz. trans-N-metil-4-n-I-
prolina (4cido propilenoglicol) que esta ligado ao agucar 6-amino-6,8-didesoxi-1-tio-
d-eritro-a-d-galactopiranosideo (metiltio —lincosamida) através de uma ligacédo
peptidica (Kagan e Grostic, 1972). As lincosamidas pertencem a classe de
antibioticos que blogueiam a sintese de proteinas microbianas, incluindo muitas
etapas desde a ativacdo da sintese de aminoacil-tRNA de monbémeros de
aminoacidos até a iniciacdo, alongamento e terminacdo da cadeia de polipeptideos
de crescimento ribossdmico (SpiZzek e Rezanka, 2017). Os antibidticos interrompem
o tempo e a especificidade dessas etapas, e essa interrupcdo pode retardar ou ser
letal para os microrganismos (Kohanski et al., 2010).

Os inibidores de ribossomo 50S incluem macrolideos, lincosamidas,
estreptograminas, anfenicois e oxazolidinonas (Kohanski et al., 2010). Os inibidores
do ribossomo 50S funcionam bloqueando fisicamente o inicio da traducdo da
proteina ou translocacdo de peptidil tRNAs, que serve para inibir a reacdo de
peptidiltransferase que alonga a cadeia peptidica nascente (Tenson et al., 2003). Um
modelo para 0 mecanismo pelo qual essas drogas agem foi formulado por estudos
de macrolideos, lincosamidas e estreptograminas. O modelo envolve o bloqueio do
acesso de peptidil tRNAs ao ribossomo (em graus variados), blogueio subsequente

da reacdo de alongamento da peptidiltransferase por inibicdo estérica e,



eventualmente, desencadeando a dissociacdo do peptidil tRNA (Tenson et al.,
2003). Este modelo também explica o fenbmeno de que essas classes de drogas
perdem sua atividade antibacteriana quando o alongamento progrediu além de um
comprimento crucial.

Bactérias resistentes a antibidticos que séo dificeis ou impossiveis de tratar
estdo se tornando cada vez mais comuns e estdo causando uma crise de saude
global (Admassie, 2018). A resisténcia aos antibioticos é codificada por varios
genes, muitos dos quais podem ser transferidos entre bactérias. Novos mecanismos
de resisténcia sdo constantemente descritos e novos genes e vetores de
transmissao sao identificados regularmente (Jian et al., 2021).

A principal forma de resisténcia a lincomicina € a modificacdo do rRNA
23S na subunidade ribossémica 50S, semelhante a resisténcia
contra macrolideos e estreptogramina B, chamada de resisténcia MLS». E uma
monometilacdo ou dimetilagdo do grupo amino exociclico N6 de Azoss por enzimas
especificas de modificacdo da metilacdo do ribossomo (Spizek & Rezanka, 2017).
Este tipo de resisténcia estd associado a genes que codificam metiltransferases
modificando o sitio alvo comum de macrolideos e lincosamidas, ou seja, RNA
ribossémico 23S (por exemplo, genes ermA e ermC). Também foi descrito um gene
especifico cujo produto proteico modifica e, assim, inativa os antibidticos lincosamida
(linA) (Spizek & Rezanka, 2017).

Nado h& muitas publicacbes sobre a atividade imunomoduladora da
lincomicina. Sabe-se que a lincomicina administrada antes e 6h apés a ovariectomia
cirdrgica preveniu o desenvolvimento de uma infeccdo (Rizzo et al., 2009). A
lincomicina usada na dose de 17 mg/kg/dia mostrou-se eficaz na protecdo de
camundongos do choque séptico endégeno no modelo B-glucano-indometacina,
modulando a flora microbiana intestinal (Sachico et al., 2007). Além disso, a
producdo de citocinas pré-inflamatorias (IL-6, TNF-a) foi diminuida pela lincomicina
em culturas de células de baco in vitro (Radomska-Le$niewska et al., 2011).

A analise do residuo muscular demonstra que lincomicina é uma droga
apropriada para o tratamento de peixes para alimentacao, pois a sua concentracao

degrada a um nivel seguro para consumo humano em 2 semanas (Lee et al., 2022).



O uso frequente de compostos antimicrobianos levou ao desenvolvimento de
bactérias resistente, apresentando sérios desafios tanto para a saude dos animais
aquaticos como para a saude humana (Bonev, 2019). A utilizacdo adequada de
antibiéticos € importante para a recuperacdo de animais enfermos, intensificacdo da
recuperacédo da populacdo, bem-estar dos animais tratados e evitara a disseminacgao
de infeccbes bacterianas para outros animais, portanto, o uso prudente e
responsavel de antimicrobianos para minimizar o risco de resisténcia € uma tarefa
dificil para os profissionais de salude de animais aquaticos (Kemper, 2008). A
administracdo de antimicrobianos deve ser baseada no diagndstico correto e
realizada de forma que possibilite um tratamento eficaz e, consequentemente, leve a
reducdo do uso de antimicrobianos e a prevencdo do desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana (Zrn¢ic, 2020)

A lista de agentes antimicrobianos de importancia veterinaria da OIE, aborda
0S agentes antimicrobianos autorizados para uso em animais produtores de
alimentos e a lincomicina se enquadra como agentes antimicrobianos veterinarios de
importancia elevada, e apresenta significativo potencial para uso em peixes, no
entanto, necessita de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para seu

uso em organismos aquaticos (OIE, 2021).

3. Principais bacterioses na tilapicultura

3.1. Streptococcus agalactiae

A estreptococose causada por Streptococcus agalactiae, também conhecida
como Streptococcus do Grupo B (GBS), é considerada mundialmente a doenca
mais significativa na criacdo de tildpia do Nilo (Maulu et al., 2021) devido a sua
grande capacidade de provocar mortes massivas na fase final da criacdo (Chideroli
et al., 2017), e perdas econdmicas expressivas nos sistemas de producao de tilapia
(Musa et al., 2009).

Com base em antigenos capsulares, S. agalactiae pode ser dividido em dez
sorotipos (la, Ib, II-IX), todos encontrados em humanos, enquanto apenas trés
sorotipos sé@o encontrados em peixes (Phuoc et al., 2021), sendo identificados até o

momento que sorotipos la, Ib e Il infectam a tilapia do Nilo (Eto et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848620339624#bb0190

A doenca é caracterizada por septicemia, meningoencefalite, exoftalmia,
anorexia e ascite (Phuoc et al., 2021). A taxa de mortalidade varia de baixa (em
infeccbes cronicas) a alta (doenca aguda), ocasionado em perdas macica de
animais, principalmente durante os surtos de ver&o (Mian et al., 2009) devido a altas
temperaturas da agua (Phuoc et al., 2021). O aumento na temperatura de 28 para
35°C causa quase duas vezes a mortalidade em tilapia e regula a expressao génica,
como a regulagdo positiva dos genes proé-inflamatérios para a ciclooxigenase-2, 1I-13
e TNF-a (Chu et al., 2016).

As medidas sanitarias primarias empregadas para diminuir os danos
ocasionados por S. agalactiae em peixes sdo as vacinas preventivas e tratamento
com antibidticos em caso de surto. A utilizacdo de antimicrobianos € uma pratica
emergencial e necessaria para reduzir e/ou controlar a alta mortalidade de um surto
(Yousefian & Amiri, 2009).

3.2. Aeromonas hydrophila

Esta bactéria é um patdgeno oportunista, que causa se€rias perdas
econbmicas na aquicultura, sendo responsavel por surtos de doencas infecciosas
graves com alta mortalidade em peixes (Anjur et al., 2021).

A. hydrophila pertence a familia Aeromonadaceae e € uma bactéria Gram-
negativa, oxidade positiva, aerobia e anaerébia facultativa, em forma de bastonete,
com capsula movel, flagelos polares e ndo formadora de esporos que normalmente
habita 0 ambiente aquatico (Fernandes et al., 2019). A infeccéo é caracterizada por
aderéncia, invasao, colonizacao e disseminagao sistémica para os 6rgaos vitais, que
causam o inicio de uma resposta inflamatoria sistémica, seguida de faléncia multipla
de 6rgaos e morte do hospedeiro (Parker & Shaw, 2011)

A doenca se manifesta clinicamente com septicemia hemorragica,
caracterizada pela presenca de pequenas lesGes superficiais, hemorragias focais,
principalmente em branquias e opérculos, Ulceras, abscessos, exoftalmia e
distensdo abdominal. Internamente, pode ocorrer acumulo de liquido ascitico,

anemia e lesdes no figado e nos rins (Stratev & Odeyemi, 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/veterinary-science-and-veterinary-medicine/meningoencephalitis
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0044848617304982?casa_token=O31MglzkeMYAAAAA:r604Onctb6RAzNY47ccQzduzjsxeZc3344jLqRgma-y-8oUcbN62rGFdbawpCvAkX3KPs7Lw3A#bb0245

A patogenicidade de A. hydrophila @€ mediada por mudultiplos fatores de
viruléncia, incluindo hemolisina, enterotoxina citotoxica, aerolisina, adesinas,
camada S, exoprotease, lipase, elastase, flagelo e lipopolissacarideos (Jin et al.,
2020).

As taxas de mortalidade sdo altas e os aquicultores incorrem em perdas
econbmicas substanciais, necessitando, portanto, de medidas oportunas para
controle, prevencdo e tratamento de doencgas (Anjur et al., 2021). Apesar da A.
hydrophila ser uma bactéria gram-negativa, cepas isoladas de carpa foram sensiveis
a lincomicina (Daood, 2012), corroborando com os achados de Abu-Elala et al
(2015) nas quais cepas de A. hydrophila isoladas de peixes doentes também foram

sensiveis com lincosamidas.

4. Objetivos

4.1. Objetivos gerais

Objetivou-se avaliar a eficicia terapéutica, incluindo sua possivel acdo sobre
as respostas imunes humorais e a seguranca clinica do antibidtico lincomicina,
administrada via oral incorporada a racdo, para o tratamento de S. agalactiae e A.

hydrophila em tilapias do Nilo, O. niloticus.

4.2. Objetivos especificos

-Avaliar a inocuidade do farmaco em estudo de dose-resposta quantal,
determinando-se a seguranca clinica nas doses de 10, 20 e 40 mg da lincomicina/kg"
Tp.v.

-Estudar a eficacia das doses terapéuticas de 10, 20 e 40mg de
lincomicina/kg™ p.v. em tilapias desafiadas experimentalmente com in6culos vivos de
S. agalactiae e A. hydrophila, incluindo o possivel efeito sobre as respostas imunes

humorais.
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CAPITULO 2 - Seguranca clinica do tratamento com lincomicina, administrada

via oral em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)

RESUMO - A lincomicina € um antimicrobiano de amplo espectro atuando
contra bactérias gram-positivas, amplamente utilizada na medicina veterinaria. Em
peixes existem apenas dados limitados in-vitro, necessitando assim, de
delineamento de protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos
aguaticos. Desse modo, objetivou-se avaliar a seguranca clinica do tratamento com
lincomicina, administrada por via oral em tildpias, por meio da avaliagdo
hematoldgica, bioquimica e indice soméatico hepético, renal e esplénico. Foram
utilizadas 136 tilapias (+100g), distribuidas aleatoriamente em 17 tanques (100L de
agua, n=8) para constituir as repeticbes dos diferentes tratamentos: TO (grupo
controle, ndo tratado com lincomicina); T1, T2, T3 (tratados com 10, 20 e 40mg/kg™*
de p.v. de lincomicina, respectivamente) e T4 padrao fisiolégico (valores de
referéncia). Oito animais foram amostrados por tratamento em 4 periodos: 2, 4 e 8
dias pés-tratamento (DPT) com lincomicina, e um grupo que foi tratado por 8 dias
com o farmaco e apods isso tratado apenas com racdo comercial até o 12° dia
(periodo de recuperacédo). Tilapias tratadas com lincomicina nado tiveram diferenca
na avaliacdo hematoldgica e leucocitaria, no indice somético hepatico, renal e
esplénico, entretanto, apresentaram um aumento transitério nos valores de ALT,
AST, colesterol, triglicérides e creatinina, que retornaram aos niveis normais apos o
periodo de recuperacdo (12DPT). Ademais, foram observados um incremento nos
niveis de proteina total, aloumina e globulina nos animais tratados. Conclui-se que
embora tenha ocorrido algumas alteracdes transitérias ao decorrer do experimento,
a lincomicina apresenta boa margem de seguranca clinica nas doses de 10, 20 e
40mg/Kg™ p.v para tilapia do Nilo.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano, Aquicultura, Ciclideos, Inocuidade, Peixes
Teledsteos
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1. Introducéao

O setor de pesca e aquicultura é cada vez mais reconhecido por sua
essencial contribuicdo para a seguranca alimentar e nutricdo global no século XXI
(FAO, 2022). A aquicultura brasileira tem crescido nos Ultimos anos e se posiciona
cada vez mais como um importante setor do agronegécio (Oliveira et al., 2022).
Porém, as praticas de manejo intensivo com elevado adensamento populacional e
manipulacdo excessiva dos peixes resultam em estresse, responsavel por perdas de
desempenho, reprodutivas e na resisténcia aos patégenos (Belo et al., 2005; 2012).
As infec¢cdes bacterianas sdo as causas mais significativas e uma das principais
razdes que contribuem para enormes perdas anuais, avaliadas em bilhdes de
dolares americanos na industria de piscicultura. Particularmente, as bactérias
oportunistas representam uma grave ameaca para a aquicultura (Farias et al., 2020).

De acordo com 86° sessdo geral da comissdo internacional da OIE
(Organizacdo Mundial de Sanidade Animal) em 2018, foi atualizada a lista de
antimicrobianos de importancia na medicina veterindria, a lincomicina apresenta
significativo potencial para uso em peixes, no entanto, necessita de delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos (OIE, 2021),
associados aos critérios de seguranca ecotoxicologica (Moraes et al., 2022) e clinica
para a espécie alvo (Oliveira et al., 2022). Estudos de patologia clinica veterinaria
envolvendo analises bioquimicas séricas de funcdo hepatica e renal, bem como
estudo hematolégicos auxiliam no diagnostico de condigcdes morbidas (Aracati et al.,
2021b; Oliveira et al., 2021).

A lincomicina é um antibiético lincosamida de amplo espectro que é
especificamente ativo contra bactérias gram-positivas (Spizek e Rezanka, 2017). As
lincosamidas inibem a sintese de proteinas bacterianas ligando-se a subunidade
50S do ribossomo, que se liga preferencialmente ao rRNA 23S da subunidade 50S
(Pyorala et al., 2014). O efeito bactericida ou bacteriostatico depende da
concentracdo do farmaco no local da infeccdo e da sensibilidade do organismo
infectado (Khan et al., 2022). Porém, em peixes, apenas dados in-vitro limitados
estdo disponiveis (Revina et al., 2017) e em tilapia do Nilo pouco se sabe sobre a

sua acgdo, necessitando assim de delineamento de protocolos terapéuticos eficazes
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para seu uso em organismos aquaticos. Desse modo, o objetivo do estudo foi avaliar
a seguranca clinica da lincomicina, administrada por via oral em tilapias do Nilo

(Orechromes niloticus).

2. Material e Métodos

2.1.Peixes e Acondicionamento

Foram utilizadas 136 tilapias (O. niloticus), pesando + 100g, acondicionados
em 17 tanques (n=8), com capacidade de 100 L de agua cada, abastecidos com
agua corrente desprovida de cloro, proveniente de poco artesiano com vazéao de 1
L/min. ApOs o transporte para os tanques, os peixes foram aclimatados durante 15
dias, tempo necessario para que a concentracdo plasmética de cortisol e a
osmolaridade retornassem a niveis basais. Nos primeiros trés dias de aclimatacao,
foi adicionado NaCl na concentracdo de 6,0 g/L em cada tanque favorecendo o
equilibrio hidroeletrolitico dos peixes (Carneiro e Urbinati, 2001). A qualidade da
agua foi determinada duas vezes por dia (no momento de alimentag&o), temperatura
e concentracdo de oxigénio dissolvido, medido pelo dispositivo YSI, modelo 55, e o
pH e condutividade elétrica pelo dispositivo YSI, modelo 63. Todos o0s
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Animais da
UNESP/FCAYV protocolo n® 5639/22.

2.2.Design Experimental

As tildpias foram distribuidas aleatoriamente em 17 tanques (100L de agua,
n=8) para constituir as repeticdes dos diferentes tratamentos: TO (grupo controle,
ndo tratado com lincomicina); T1, T2, T3 (tratados com 10, 20 e 40mg/kg de p.v. de
lincomicina, respectivamente) e T4 padrao fisiolégico (valores de referéncia). As
doses foram preconizadas de acordo com Lee et al. (2022), que estudou a
lincomicina em Paralichthys olivaceus (peixe).

Para avaliar as possiveis alteracfes fisioldgicas dos animais ocasionadas
pela lincomicina, 8 animais de todos os grupos (TO, T1, T2, T3), exceto padrao

fisiologico, foram tratados por 8 dias com lincomicina, apds esse periodo, foi
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administrado por mais 4 dias apenas racao comercial, sem adi¢cao de 0leo vegetal e
lincomicina, denominado periodo de recuperacédo, totalizando 12 dias de analise.
Foram amostrados 8 animais por tratamento em 4 periodos: 2, 4 e 8 dias poés-
tratamento (DPT) e apos 12° dia (periodo de recuperacao).

2.3.Padronizacdo da Racdo com Adicdo da Lincomicina

A racdo comercial extrusada contendo 32% proteina bruta, 6% extrato etéreo,
5,5% fibra bruta e 12% matéria mineral (Nutripiscis - Empresa Presence) foi utilizada
para compor as dietas experimentais das tilapias. A alimentacao foi realizada duas
vezes ao dia (9h e 17h), com administragao de 2% da biomassa dos tanques. Para o
preparo das dietas, diariamente a racdo foi pesada proporcionalmente ao peso
médio das tilapias de cada tanque. Em seguida, foi adicionado a lincomicina
(Lincomicin 300: Labyes do Brasil Ltda nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg™ p.v e
homogeneizado em 2% de Oleo vegetal, compondo as dietas de T1, T2 e T3
respectivamente. Para padronizacéo das dietas e balanco nutricional, foi adicionado

2% de Oleo vegetal a dieta do grupo controle (TO).

2.4. Anestesia dos Peixes

As tildpias foram anestesiadas por imersdo em solucdo aquosa de
benzocaina na proporcdo de 1:10.000 para coleta de sangue e 1:500 no momento
da eutanasia. A benzocaina foi diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando o
volume para 1L (Wedemeyer, 1970). Inicialmente foi realizado pré-anestesia, em
gue o nivel de agua dos tanques foi baixado até um volume de 10L adicionando-se
0,1g de benzocaina ja diluida em &lcool 98°. Logo apds, cada peixe foi transferido
para um recipiente contendo 1L de agua com 0,1g de benzocaina, ambos 0s
procedimentos foram realizados em aeragao para minimizar estresse ocasionado
pela manipulacdo. Apds paralizacdo de movimentos do opérculo, o peixe foi retirado
e realizado a coleta de sangue. Por fim, o animal foi transferido para outro recipiente

contendo 0,5g de benzocaina diluida em 1L de agua para eutanasia.
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2.5.Analise hematoldgica

Oito peixes por tratamento (um tanque para cada tratamento), apds serem
anestesiados, foram coletados cerca dois mL de amostras de sangue pelo vaso
caudal de cada animal aos 2, 4, 8 e 12 dias apos tratamento (DPT), foram
aliquotadas em dois conjuntos: uma seringa revestida de heparina (5000 Ul) e outra
sem heparina, para obtencdo de plasma e soro, respectivamente. Durante a troca de
seringas (com e sem heparina), ndo foi retirado a agulha do vaso, para que nao
tivesse perda de sangue. O hemograma foi realizado por hemocitdmetro (camara de
Neubauer) e solugdo de Natt e Herrick (1952) na propor¢gao 1:100 viv). O
hematdcrito foi determinado pela técnica de centrifugacdo do microhnematdcrito. Ja a
hemoglobina circulante, utilizando-se reagente de Rabkin's para leitura em
comprimento de onda de 540nm e os valores de volume corpuscular médio (VCM)
foram obtidos pelo calculo VCM = (HT/HE)*100 e concentragdo hemoglobina
corpuscular média (CHCM) pelo calculo CHCM = (HG/HT)*100. A contagem
diferencial de leucdcitos foi realizada em extensfées sanguineas com a contagem de
200 células, estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, apés
coloracdo prévia das extensdes com May-Griinwald Giensa Wrigth (Farias et al.,
2016).

2.6.Avaliacao bioquimica sérica

Amostras de sangue de peixes sem anticoagulante foram centrifugadas a
10.000 rpm por 5 minutos a 4°C para obtencao de soro e determinacdo de proteina
total, albumina, globulina (relagéo proteina total — albumina) fosfatase alcalina (FA),
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina,
triglicerideos e colesterol, usando um analisador bioquimico semiautomatico (Model
LabQuest® - Bioplus Company) e a glicemia dos peixes foi determinada usando o

aparelho Accu-Chek Performa.

2.7.Avaliacdo do indice Soméatico Hepatico, Renal e Esplénico
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Apos 2, 4, 8 e 12 dias de tratamento, as tilapias foram submetidas a eutanasia
por imersdo em solucdo aquosa de benzocaina (1:500) até o aprofundamento do
plano anestésico e perda completa dos movimentos operculares. Em seguida,
pesadas e dissecadas por um corte longitudinal ventral, do &nus ao opérculo; outro
do anus até a cabeca seguindo a linha lateral e um terceiro passando pela nadadeira
peitoral. Esta dissecacdo permitiu ampla visdo de todos os 6rgaos. Para avaliacao
morfométrica de acordo com Weibel et al. (1969), foram coletados figado, rim
caudal, rim cranial, e bago das tilapias, os quais foram pesados para expressar 0s
indices somatico hepatico, renal e esplénico, calculado pelo formula: indice soméatico

= peso do 6rgao X 100/peso corporal.

2.8. Andlises estatisticas

O desenho experimental para avaliacdo da seguranca clinica foi inteiramente
randomizado em esquema fatorial 4 x 4 (quatro tratamentos: 10, 20, 40 e controle X
e quatro periodos de avaliacdo: 2, 4, 8 e 12 DPT). As andlises de variancia para
comparar os diferentes grupos experimentais foram realizadas utilizando o
procedimento GLM (General Linear Model) do programa SAS, versédo 9.3 (Statistical
Analysis Software, 2012). Diferengas significativas (P<0.05) foram estimadas com
base no teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%, de acordo com Snedecor e
Cochran (1984).

3. Resultados

3.1. Anélises Hematologicas

Tildpias tratadas com lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracdo
significativa (P> 0,05) entre as diferentes concentra¢cdes administradas do farmaco,
assim como, ndo apresentaram alteracdo ao longo do tempo quanto ao numero de
eritrocitos, concentracdo de hemoglobina, porcentagem de hematdcrito bem como
os calculos de VCM, HCM e CHCM (Figura 1).
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Figura 1. Valores médios (x Erro padrdo) observados na analise hematol6gica das
tilapias tratadas com lincomicina. Médias (n=8) seguidas da mesma letra
nao diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). A: Eritrocitos; B: Hemoglobina,
C: Hematocrito; D: Volume Corpuscular Médio (VCM), E: Hemoglobina
Corpuscular Média (HCM); F: Concentracdo da Hemoglobina Corpuscular
Média (CHCM). Letras maiusculas comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada dia experimental, letras mindsculas comparam a evolugédo
de cada tratamento entre os diferentes dias experimentais



23

A avaliacdo do perfil leucocitario (Figura 2) demonstrou que tilapias tratadas
com lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracdo significativa (P> 0,05) nos
leucécitos totais, bem como na contagem diferencial de neutréfilos, mondcitos,

linfécitos e trombadcitos.
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Figura 2. Valores médios (xErro padrdo) observados na analise leucocitaria das
tilapias tratadas com lincomicina. Médias (n=8) seguidas da mesma letra
nao diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). A: LeucOcitos Totais; B:
Neutroéfilos; C: Mondécitos; D: Linfocitos; E: Trombdcitos. Letras mailsculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental,
letras mindsculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre os
diferentes dias experimentais.

3.2. Analise bioquimica sérica

Na avaliacdo da citotoxicidade hepatica, as tilapias tratadas com lincomicina
ndo tiveram alteragdes significativas de fosfatase alcalina. No entanto, os niveis
séricos de ALT e AST foram maiores nos animais tratados com 20 e 40 mg de
lincomicina 2DPT, sendo intensificado 4DPT, em comparacdo aos animais tratados
com 10mg e grupo controle (Figura 3). Embora, tenha-se observado que esses

valores séricos de ALT e AST foram regredindo ao longo do tempo.
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Figura 3. Valores médios (xErro padrdo) observados na analise da atividade
enzimética sérica de A: alanina aminotransferase (ALT); B: aspartado
aminotransferase (AST); C:fosfatase alcalina (FA) de tilapias tratadas com
lincomicina. Médias (n=5) seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste
de Tukey (P<0.05). Letras mailusculas comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada dia experimental, letras mindsculas comparam a evolucao de
cada tratamento entre os diferentes dias experimentais.

Na avaliagdo da funcionalidade hepatica e renal, verificou-se aumento
transitério nos valores séricos de triglicerideos, colesterol e creatinina em tilapias
tratadas com 40 mg de lincomicina 8DPT, porém, apds o periodo de recuperacao, 0s
valores retornaram aos niveis normais (Figura 4). Os resultados revelaram que
tilapias tratadas com lincomicina apresentaram aumento dos niveis séricos de
proteina total, albumina e, consequentemente, de globulinas 4DPT, quando
comparados ao grupo controle. Na avaliagdo da glicemia, ndo foi observado

diferenca significativa entre os peixes submetidos aos diferentes tratamentos.
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glicemia de tilapias tratadas com lincomicina. Médias (n=8) seguidas da
mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas
comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental,
letras mindsculas comparam a evolucdo de cada tratamento entre o0s
diferentes dias experimentais.

3.3. Andlise do indice Somatico Hepatico, Renal e Esplénico

Na avaliacdo do peso juntamente com a analise somatica do bago, figado e rim,
nao foram observadas alteragbes significativas nos animais dos diferentes

tratamentos e no grupo controle (Figura 5).
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Figura 5. Valores médios (xErro padrdo) observados na avaliagdo somatica de
baco, figado e rim das tilapias tratadas com lincomicina. Médias (n=8)
seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras
mailsculas comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia
experimental, letras mindsculas comparam a evolucdo de cada tratamento
entre os diferentes dias experimentais
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4. Discussao

Tildpias tratadas com lincomicina ndo apresentaram nenhuma alteracdo na
avaliacdo hematolégica e leucocitaria, estes resultados estdo de acordo com o0s
encontrados no tratamento de suinos em crescimento por Harvey et al., (1995), onde
a administracdo da lincomicina nao resultou em alteragdo significativa nestes
parametros. Costa et al. (2022) e Oliveira et al. (2022) ndo observaram diferenca
entre os parametros hematoldgicos em estudo da seguranca clinica com zileuton e
doxiciclina, respectivamente, em tilapias do Nilo. Em contrapartida, Amer (2017) em
estudos avaliando administracdo oral de lincomicina em ratos, constatou diminuicéo
significativa no numero de eritrdcitos, concentracdo de hemoglobina e porcentual de
hematdcrito, porém, foi administrado diariamente por 21 dias uma dose de 500
mg/kg. Possivelmente essa diferenca observada entre os resultados, ocorre pela
diferenca de concentracdo do farmaco e dias de tratamento, onde no presente
estudo, a maior dose administrada foi de 40mg/kg e por no maximo 8 dias.

Estudos avaliando administracao oral de Lincomicina em ratos (Amer, 2017) e
em beagles (Gray et al., 1964), também observaram incremento transitorio de ALT e
AST, tendo seus valores retornado aos niveis basais. Essa elevacdo pode ser
atribuida ao aumento da degradacédo metabdlica do farmaco nos hepatdcitos, tendo
a liberacéo dessas enzimas do citoplasma para a circulacado sanguinea ap0s ruptura
da membrana plasmatica ou dano celular (Oyeniran et al., 2021).

Existem poucos dados sobre a influéncia dos antimicrobianos nos indices
bioguimicos do soro de peixes e os que foram publicados até o momento estédo
focados principalmente nos efeitos da oxitetraciclina, amoxicilina e doxiciclina
(Bojarski et al., 2020; Moraes, 2018; Oliveira et al., 2022) com poucas informacdes
sobre o0 uso da lincomicina em tilapias.

De acordo com Jwad et al. (2015), a lincomicina pode apresentar efeitos
nocivos na hematologia e nas caracteristicas bioquimicas do sangue, podendo
interferir nas funcdes hepéticas e renais. No estudo houve aumento transitorio de
triglicérides e colesterol na dose de 40mg, possivelmente devido a funcdo hepética
estar prejudicada, afetando temporariamente o metabolismo dessas enzimas, de
modo que seus valores retornaram aos niveis normais, estando dentro dos

intervalos de referéncia previamente registrados para tilapias em condi¢cdes normais
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de saude (Mauel et al., 2007; Hrubec et al., 2000). Estudo avaliando a administracao
oral de lincomicina em ratos (Amer, 2017) também observou esse aumento.

O nivel de creatinina € um indicador da funcdo renal, portanto, o aumento
significativo do seu teor no soro apos a administracdo de lincomicina observada no
estudo, pode ser atribuida ao comprometimento temporario da capacidade funcional
renal, que podem causar danos oxidativos nos tubulos renais, ou provavelmente
devido ao efeito deste antibiético quimico na taxa de producgdo de creatinina, o que
leva a aumentar sua biossintese (Jwad et al., 2015),

Além disso, o tratamento com lincomicina resultou em aumento de proteina
total, albumina e de globulinas. Fortuoso et al. (2019) observou variacao
semelhando, quando avaliou monolaurato de glicerol na dieta de frangos de corte,
podendo sugerir que a lincomicina possa ter auxiliado nos mecanismos de defesa
das tilapias, podendo ser observado melhora na resposta imune desta espécie
avaliada. De acordo com Zhang et al. (2019) proteinas séricas, albumina e globulina
desempenham papéis importantes nas respostas imunes. Acredita-se que 0s
aumentos nos niveis séricos de proteina, albumina e globulina estejam associados a
uma resposta imune inata mais forte em peixes.

Os indices de 6rgaos sdo parametros relevantes na analise de avaliacdo de
seguranca porque representam o estado de desenvolvimento do 6rgdo em animais
(Klan et al., 2022). Tilapias tratadas com lincomicina ndo apresentaram alteracdes
nos indices somaticos dos 6rgdos hepatico, renal e esplénico, semelhantes aos
resultados observados por Oliveira et al. (2022) em que tilapias tratadas nao tiveram
diferenca em relacdo ao peso do 6rgao peso do animal em estudo da seguranca
clinica da doxiciclina. Resultado similar também foi observado por DobsSikova et al.
(2013) que avaliou a oxitetraciclina nos indices biométricos em carpa comum
(Cyprinus carpio L.).

Embora tenham sido observadas altera¢es transitérias nas enzimas hepatica
e renais nas doses mais elevadas de lincomicina, tilapias tratadas nao apresentaram
alteracdes nos parametros hematologico, juntamente, com a ndo observancia de
alteracbes comportamentais e de sinais clinicos, permitindo assim inferir que a
lincomicina administrada por via oral em tilapias, nas doses de 10, 20 e 40mg/Kg™

p.v. demonstrou boa margem de seguranca clinica.
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CAPITULO 3 - Avaliac&o da eficacia terapéutica da Lincomicina em tilapias do

Nilo (Oreochromis niloticus) tratadas via oral

Resumo - Objetivou-se avaliar a eficacia terapéutica da lincomicina, administrada
via oral misturada a racdo, para o tratamento de tilapias do Nilo (O. niloticus)
infectadas experimentalmente com S. agalactiae e A. hydrophila e também os
efeitos desse tratamento sobre parametros hematologicos e de respostas imunes
desses animais contra essas bactérias. Para tal, foram delineados dois ensaios
experimentais e dois testes para estabelecimento da DLso (S. agalactiae e A.
hydrophila). Ao todo foram utilizadas 360 tilapias, £100g cada, acondicionadas em
36 tanques de 100L (n=10), sendo realizado a seguinte distribuicdo: 100 tilapias
foram submetidas a testes para estabelecimento da DLso, em que 50 tilapias (5
tanques, n=10) foram infectadas com diferentes concentra¢cdes de S. agalactiae e 50
tilapias para A. hydrophila. Para os ensaios experimentais foi realizado a seguinte
distribuicdo: 130 tilapias para cada desafio experimental, sendo constituidos os
seguintes tratamentos: S. agalactiae; SO (controle, infeccdo e nao tratado com
lincomicina); S1, S2 e S3 (infeccéo e tratados com 40, 20 e 10mg/kg™ de p.v. de
lincomicina, respectivamente) e PF (padréo fisioldgico, valores de referéncias, sem
tratamento e sem infec¢do, n=10). O mesmo delineamento experimental foi realizado
para o desafio com A. hydrophila, entretanto, usando a nomenclatura A0, Al, A2 e
A3. Animais que sobreviveram ao estimulo infeccioso foram amostrados no 8° dia
pés-infeccdo (dpi) e 4 dias apds o término do tratamento (12° dpi) para avaliacdo da
recuperacdo clinica. Foram coletadas amostras de sangue para hemograma,
leucograma, burst oxidativo e mensuracdo de anticorpos anti-S. agalactiae e anti-A.
hydrophila. Tilapias tratadas com lincomicina e desafiadas com S. agalactiae
apresentaram diminuicdo de leucdcitos totais, associada a diminuicdo do burst
oxidativo e aumento dos anticorpos anti-S. agalactiae, além de nao revelarem sinais
clinicos caracteristicos de estreptococose. Tilapias desafiadas com A. hydrophila
tratadas com lincomicina apresentaram diminuicdo do burst oxidativo, entretanto,
animais do grupo controle apresentaram alta taxa de mortalidade associadas aos
sinais caracteristicos de aeromonose e 0S poucos animais sobreviventes
apresentaram aumento de anticorpos Anti-A. hydrophila. Os estudos da eficacia
terapéutica da lincomicina, revelaram o potencial deste antibacteriano frente S.
agalactiae, revelando efeito dose-resposta para o0 controle desta infeccao
experimental, mas os achados para A. hydrophila, sugerem que a lincomicina nao
seja um antibacteriano de predilecdo para o controle desta infec¢éo em tilapias.

Palavras-chave: aeromonose, antimicrobiano, Elisa indireto, estreptococose,
lincosaminas
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1. Introducéo

7

A aquicultura é considerada um setor essencial que contribui para a
seguranca alimentar e nutricdo global, tendo perspectiva de expansao em resposta a
crescente necessidade da populacdo por alimentos (FAO, 2022). A Tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) € a espécie de peixe mais importante criada no Brasil,
representando 8,57% da producdo mundial e posicionando o pais como o quarto
maior produtor desta espécie, atras da China, Indonésia e Egito (Peixe BR, 2022).

Estudos mostram que as doencas bacterianas continuam sendo um grande
problema nos sistemas intensivos de criacdo de peixes em todo o mundo e que
abordagens de manejo apropriadas precisam ser aplicadas para reduzir o impacto
desses patégenos nas pisciculturas (Manage, 2018). A tilapia é considerada um
peixe relativamente resistente, no entanto, varias doencas parasitarias, fungicas,
bacterianas e virais foram relatadas nesta espécie (Syed et., 2022). Em geral, dois
patbgenos bacterianos se destacam na producdo de tilapias, Streptococcus
agalactiae e Aeromonas hydrophila, tendo um impacto econdmico negativo anual
estimado em um bilhdo de délares na economia global (de Oliveira et al., 2018).
Ambos sdo bactérias patogénicas oportunistas, amplamente distribuidas no
ambiente aquatico, estando associadas a ma qualidade da agua, manejo
inadequado e condi¢cbes de criagéo intensiva, resultando na ocorréncia do estresse,
condicdo fisiologica esta responsavel por imunossuprimir os sistemas de defesa dos
peixes, predispondo-os as mais diversas enfermidades (Belo et al.,2012).

Streptococcus agalactiae (Streptococcus do Grupo B de Lancefield, GBS),
apresentam células esféricas ou cuboides, é uma bactéria Gram-positiva, catalase
negativa e as suas células se unem em forma de pares ou cadeias (Roberts, 2012).
Ainda, o s. agalactiae é imovel, ndo esporulada e anaerobio facultativo (Hernandez
et al., 2009). Por sua vez, A. hydrophila € uma bactéria Gram-negativa, catalase e
oxidade positiva, aerobia e anaerdbia facultativa, apresentando-se em forma de
bastonete, com capsula, motilidade conferida por flagelos polares e ndo formadora
de esporos (Fernandes et al., 2019).

Os antibioticos sdo os compostos mais utilizados em todo o mundo para o
tratamento e prevencdo de doencas bacterianas em pisciculturas (Assane et al.,

2019). Nesse sentido, verifica-se que a Organizacdo Mundial de Saude Animal
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(OIE) desenvolveu o Cadigo Sanitario de Animais Aquaticos (AAHC) o qual contribui
para 0 uso responsavel e prudente de agentes antimicrobianos em ambientes
aquaticos. Além disso, foi publicada uma lista de antimicrobianos de importancia
veterinéria (OIE, 2015), visando otimizar o equilibrio entre as necessidades de saude
animal e as questdes de saude publica, incluindo a lincomicina por apresentar
significativo potencial para utilizacdo em peixes (OIE, 2021).

A lincomicina € um antibacteriano do grupo das lincosamidas que €
principalmente ativo contra bactérias Gram-positivas (Spizek e Rezanka, 2017). As
lincosamidas inibem a sintese de proteinas bacterianas ligando-se a subunidade
50S do ribossomo, a qual se liga preferencialmente ao rRNA 23S da subunidade
50S (Pyorala et al.,, 2014). O efeito bactericida ou bacteriostatico depende da
concentracdo do farmaco no local da infeccdo e da sensibilidade do organismo
infectado (Khan et al., 2022). Porém, apenas experimentos limitados estédo
disponiveis na piscicultura (Revina et al., 2017), jA em tilapia do Nilo pouco é
publicado sobre a acdo deste farmaco, necessitando assim de delineamento de
protocolos terapéuticos eficazes para seu uso em organismos aquaticos.

Tendo em vista a necessidade de se estudar os efeitos de novos
antibacterianos para a administracdo nas pisciculturas, associados a falta de
informacdes sobre o sistema imunoldgicos de peixes, objetivou-se avaliar a eficacia
terapéutica da lincomicina contra, S. agalactiae e A. hydrophila, bem como os
possiveis efeitos desse antibacteriano sobre as respostas imunes humorais contra
esses patégenos, podendo assim, fornecer informacdes relevantes para a

prevencao e controle destas bactérias.

2. Material e métodos
2.1.Peixes e acondicionamento

Para o estudo de eficacia terapéutica da lincomicina, foram utilizadas 360
tilapias do Nilo pesando £100g, sendo 100 animais para o teste da determinacdo da
dose letal (DLso) e 260 para a eficacia terapéutica. As tilapias foram oriundas da
mesma desova, provenientes da fazenda Aquabel (Porto Ferreira, SP, Brasil), sendo

distribuidas em 36 tanques (100L de agua cada, n=10) abastecido com agua
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corrente, sem cloro, proveniente de poc¢o artesiano com sistema de recirculagdo com
vazdo de 1L/min, dos quais dez tanques foram destinados ao estudo de
determinacao de DLso (5 tanques para cada bactéria). Apos serem transportados aos
devidos tanques, os peixes foram aclimatados por 15 dias, tempo necessario para
gue a concentracdo plasmatica de cortisol e a osmolaridade voltassem aos niveis
basais. Nos primeiros trés dias de aclimatacdo, os animais foram submetidos a
banho com solugdo de NaCl (6,0g/L) (Carneiro e Urbati, 2001). As tilapias
receberam racdo comercial extrusada com 32% de proteina bruta (Nutrapiscis® -
Empresa Presence), constituindo a dieta basal. Os peixes foram alimentados duas
vezes ao dia, as 9h e as 17h, correspondendo a 2% da biomassa dos tanques. Os
parametros de qualidade da &gua foram determinados duas vezes ao dia durante
todo o periodo experimental utilizando pHmetro YSI-63 e oximetro Y-55, e seus
valores permaneceram dentro da faixa adequada para o bem-estar de peixes
tropicais (Boyd, 1990), (oxigénio dissolvido = 4,07 + 0,89 mg L-1; temperatura =
27,64 + 2,05°C; pH = 7,64 + 0,54; e condutividade = 208,29 + 97,57uS/cm). Os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da UNESP/FCAYV sob protocolo n® 5639/22.

2.2.Design experimental

Para o estudo de eficacia terapéutica da lincomicina, foram utilizados ao todo
36 tanques (100L de agua cada, n=10), destes, 10 foram utilizados para a
determinacdo da DLso (Tabela 1) e 26 destinados aos desafios bacterianos
experimentais, sendo, 13 tanques utilizados para o estudo de S. agalactiae e 13

para A. hydrophila, conforme a Tabela 2.



Tabela 1. Distribuicdo das tilapias para determinacdo da dose letal (DL5so).
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. L. Numero de animais
Grupos Pllap BEFEIEEEIE GRIEE - BOM avaliados por 15 dias para
(S. agalactiae)
DLso
DLsol 0,035 N=10
DL5so2 0,070 N= 10
DLso3 0,140 N=10
DLso4 0,280 N=10
DLs05 0,560 N=10
: o Numero de animais
Grupos Pl @irslelio OleEe 28T avaliados por 15 dias para
(A. hydrophila) DL
50
DLsol 0,150 N=10
DLs02 0,250 N=10
DL503 0,500 N= 10
DLso4 0,650 N=10
DLso5 1,000 N=10

Tabela 2. Distribuicao das tilapias para avaliacao da eficicia terapéutica.

Grupos 3 Eficé}cia terapéutica . Repeticdes
(Infeccao experimental com S. agalactiae) | R1 R2 R3
SO Controle (infectado e nédo tratado) N=10 | N=10 | N=10
S1 Infectado e tratado com 40mg de Lincomicina | N=10 | N=10 N=10
S2 Infectado e tratado com 20mg de Lincomicina | N=10 | N=10 | N=10
S3 Infectado e tratado com 10mg de Lincomicina | N=10 | N=10 | N=10
S4 Padréo fisiolégico (valor de referéncia) N=10
Grupos Eficécia terapéutica _ Repeticdes
(Infeccdo experimental com A. hydrophila) | R1 R2 R3
A0 Controle (infectado e nédo tratado) N=10 | N=10 | N=10
Al Infectado e tratado com 40mg de Lincomicina | N=10 | N=10 | N=10
A2 Infectado e tratado com 20mg de Lincomicina | N=10 | N=10 | N=10
A3 Infectado e tratado com 10mg de Lincomicina | N=10 | N=10 | N=10
A4 Padréo fisiolégico (valor de referéncia) N=10

Para todos os animais submetidos a administracdo de lincomicina (S1, S2,

S3, Al, A2, A3) iniciou-se este tratamento 1 dia antes da inoculagao de cada um dos

dois patogenos bacterianos. Foram coletados metade dos animais sobreviventes ao

desafio infeccioso, no intervalo de 8 dias dessas infec¢des experimentais. Em

seguida, os animais restantes foram tratados apenas com racdo comercial (sem 6leo

e sem lincomicina) até o 12° dia, sendo este periodo denominado de recuperacéo (4

dias). Ainda,

foram coletadas amostras de sangue para determinagdo do
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hemograma, leucograma e dosagem de anticorpos circulantes no soro sanguineo,
orgados como cérebro e rim caudal para isolamento das bactérias inoculadas nos

animais.

2.3.Dieta experimental

A racdo comercial extrusada, contendo 32% proteina bruta, 7% extrato
etéreo, 5% fibra bruta e 12% matéria mineral (Nutripiscis® - Presence) foi utilizada
para compor as dietas experimentais das tilapias submetidas aos protocolos
experimentais. A alimentagédo foi realizada duas vezes ao dia (9h e 17h), com
administracdo de 2% da biomassa dos tanques. A lincomicina utilizada foi a
Lincomicin 300: Labyes do Brasil Ltda., a qual foi enviada para a farmacia de
manipulacao “DermoFlora” em Jaboticabal/SP que preparou capsulas de 10mg cada
uma. Para o preparo das dietas, diariamente a racao foi pesada proporcionalmente
ao peso médio das tilapias de cada tanque. Em seguida, foi adicionado a lincomicina
nas doses de 10, 20 e 40mg/kg™? p.v. e homogeneizado em 2% de 6leo vegetal, para
depois serem misturadas na racdo, compondo as dietas de S1/A1, S2/A2 e S3/A3
respectivamente. Para padronizagéo das dietas e balanco nutricional, foi adicionado
2% de Oleo vegetal a dieta dos grupos controles (SO e A0).

2.4. Anestesia dos peixes

As tilapias foram anestesiadas por imersdo em solucdo aquosa de
benzocaina na proporcédo de 1:10.000 para coleta de sangue e 1:500 no momento
da eutanasia. A benzocaina foi diluida em alcool 98° (0,1 g/mL), completando o
volume para 1L (Wedemeyer, 1970). Inicialmente foi realizado pré-anestesia,
procedimento este em que o nivel de agua dos tanques era reduzido até um volume
de 10L adicionando-se 0,1g de benzocaina ja diluida em &lcool 98°. Logo apds, cada
peixe era transferido para um recipiente contendo 1L de agua com 0,1g de
benzocaina, ambos os procedimentos eram realizados em aeracdo para minimizar o
estresse ocasionado pela manipulacdo dos peixes, a qual era realizada logo que o

opérculo parava de se movimentar, retirando-se o peixe da agua e realizando-se a
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coleta de sangue. Por fim, o animal era transferido para outro recipiente contendo

0,5g de benzocaina diluida em 1L de agua para eutanasia.

2.5.Producéo dos in6culos de S. agalactiae e A. hydrophila

A cepa de S. agalactiae (GenBank access number: MH359095.1) utilizada
neste trabalho foi mantida congelada em freezer -80°C e no momento do uso, uma
aliquota foi descongelada e o material colocado em 200mL de caldo Brain Heart
Infusion broth (BHI broth) (Merck), homogeneizado e mantidos em estufa por 48h a
35°C para o crescimento da bactéria. J& a cepa de A. hydrophila (GenBank
accession number: MH305534.1) utilizada foi mantida congelada em freezer -80°C e
no momento do uso, uma aliquota foi descongelada e o material colocado em
200mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) (Difco), homogeneizado e mantidos em
estufa por 24h a 28°C para o crescimento da bactéria

Ap6s o crescimento de ambas as bactérias, a cultura foi centrifugada a
4.000 rpm (rotacbes por minuto) por 20 minutos e a 4°C, em centrifuga clinica
refrigerada, formando um pellet bacteriano suspenso em solucdo salina (PBS) e

lavado trés vezes.

2.6. Determinacao das concentracdes bacterianas 50% letais de S. agalactiae e

de A. hydrophila em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Para determinacdo da DLso(dose letal em 50% dos individuos) da S.
agalactiae, e A. hydrophila, apos as centrifugacdes para a lavagem e formacao dos
sedimentos bacterianos, as suspensdes bacterianas foram ajustadas por densidade
Optica de 0,035; 0,070; 0,140; 0,280 e 0,560 para S. agalactiae e 0,150; 0,250;
0,500; 0,650 e 1,000 para A. hydrophila (Ariede et al., 2020) no comprimento de
onda de 625nm em espectrofotdmetro (2100 Unico, Japao). Uma amostra de 100l
de cada concentracdo foi removida do inéculo para realizacéo de diluicdes seriadas
e contagens em triplicata realizada em placas contendo Brain Heart Infusion Agar
(BHI agar) (S. agalactiae) e Tryptic Soy Agar (TSA agar) (A. hydrophila). As
concentracdes foram previamente testadas por inoculagéo intraperitoneal (IP) em 50

tilapias, escolhidas aleatoriamente e distribuidas em 5 tanques, sendo 10 peixes
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(100 + 0,309) para cada concentracdo. A mortalidade diaria foi observada durante 15
dias e ap0Os esse periodo a DLso foi determinada com densidade optica de 0,070
(9,93x107 UFC-unidades formadoras de colonias)/mL* para S. agalactiae e de 0,650
(2,71x107 UFC/mL™1) para A. hydrophila.

2.7. Infeccéo experimental

Ap6s a determinagdo da DLso, foi realizada a inoculagdo nos grupos
experimentais correspondentes de peixes por via IP Os sedimentos bacterianos
foram diluidos em PBS estéril e as concentracfes ajustadas pela densidade 6ptica
da solucdo em 0,070 (9,93x10” UFC mL?) para S. agalactiae e 0,650 (2,71x10’
UFC/mL1) para A. hydrophila. Com as suspensdes mantidas em gelo, aliquotas de
0,5mL? foram transferidas para seringas de 1mL e apds procedimentos de

antissepsia com alcool, foi administrado o in6culo por via IP nas tilapias.

2.8. Concentracéao Inibitoria Minima (MIC)

As faixas de concentracdes da lincomicina para a diluicdo seriadas foram
realizadas entre 160 a 0,001mg/mLt. As concentracdes inibitérias minimas (MIC)
foram determinadas utilizando o método de caldo de microdiluicdo recomendado
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). A microdiluicdo em
caldo utiliza placas de Elisa estéreis, com 96 pocos, permitindo visualizacdo do
crescimento bacteriano. Esta técnica envolve a preparacao de diluicbes seriadas e
logaritmicas de antimicrobianos em um meio de cultura liquido (100uL de Mueller-
Hinton), possibilitando o crescimento bacteriano. As placas de microdiluicdo foram
preparadas contendo as diferentes diluicbes do antibacteriano e o meio de cultura
em um volume total de 200uL por poco. As concentracdes finais de bactérias foram
ajustadas em 5x10° UFC/mL as quais foram adicionadas a cada poco e incubadas a
28°C por 24h para A. hydrophila e a 35°C por 48h para a S. agalactiae. As MICs
foram determinadas em triplicata, incluindo pogos para controle positivo (sem
antimicrobiano) e pocos para controle negativo (sem bactéria).

Apos o periodo de incubacédo de cada bactéria, os pogos foram inspecionados

visualmente para evidenciar o crescimento bacteriano, expresso pela turbidez.
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Assim, os pocos limpidos demonstraram que o0 crescimento bacteriano foi inibido,
sendo que o primeiro poco limpido representa a concentracdo inibitéria minima
(MIC), ou seja, a menor concentracdo do antibacteriano capaz de inibir o
crescimento da bactéria (Anvisa, 2014).

2.9. Teste de sensibilidade a lincomicina (Disco de difusao)

O teste de sensibilidade a lincomicina foi realizado com base as normas CLSI
(2019) que com auxilio de um “swab” estéril, as suspensdes bacterianas ajustadas
foram passadas sob a superficie estéril da placa de agar Mueller-Hinton (A.
hydrophila) e em placa de 4gar Mueller-Hinton suplementada com 5% de sangue de
carneiro desfibrinado (S. agalactiae), de forma que a distribuicdo do in6culo fosse
uniforme por toda a superficie da placa. O disco antimicrobiano de 2ug de
lincomicina foi colocado na superficie da placa de agar semeada, tendo sido
pressionado de encontro a placa e de maneira a assegurar contato completo com a
superficie do agar. As placas foram colocadas de forma invertida em uma estufa, a
28°C por 24h (A. hydrophila) e a 35°C por 48h (S. agalactiae) ap6s a aplicacdo dos
discos. Ato continuo, ap@s periodo de incubacéo, foi realizado a analise do diametro
do halo de inibicdo total (drea sem crescimento) a olho nu. Com o auxilio de um
paquimetro, o halo foi medido em milimetros, encostando na parte posterior da placa
de petri. O tamanho do halo de inibi¢do foi classificado como organismo sensivel,

indeterminado ou resistente a lincomicina.

2.10. Avaliagao clinica e comportamental

Diariamente, o sistema de aeracdo era desligado e o0s animais eram
examinados nos tanques para observacdo de eventuais alteracbes
comportamentais, sinais clinicos e mortalidade que pudessem resultar do tratamento
com a lincomicina ou do desafio bacteriano. Assim sendo, excitabilidade, letargia,
frequéncia respiratoria alterada (batimento opercular), desorientacdo, hemorragias
cutaneas, corrosdo de nadadeira, ulceracdes oculares, exoftalmia, distensdo

abdominal, alteracdo na pigmentacao dos tecidos, entre outros, foram avaliados.
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2.11. Avaliacdo hematologica

Peixes sobreviventes aos desafios bacterianos no estudo de DLso, apds
serem anestesiados, foram submetidos a coleta de 1,5mL de sangue pelo vaso
caudal de cada animal apés o oitavo e 12° dia de infec¢cdo. O sangue foi aliquotado
em dois conjuntos: uma seringa revestida de heparina (5000 Ul) e outra sem
heparina, para obtencdo de plasma e soro, respectivamente. Durante a troca de
seringas (com e sem heparina), ndo era retirada a agulha do vaso sanguineo
puncionado, para que nao houvesse perda de sangue. O hemograma foi realizado
por contagem em hemocitdmetro (camara de Neubauer) utilizando solugéo de Natt e
Herrick (1952) na proporgdo 1:100 v:v). O hematocrito foi determinado pela técnica
de centrifugacdo do microhematoécrito. Para determinar as concentracdes de
hemoglobina circulante, utilizou-se o reagente Hemoglobina (Labtest), fazendo-se a
leitura em espectofotdbmetro no comprimento de onda de 540nm e, em adi¢ao a isso,
os valores de volume corpuscular médio (VCM) foram obtidos pelo calculo VCM =
(HT/HE)*100 e concentracdo hemoglobina corpuscular média (CHCM) pelo calculo
CHCM = (HG/HT)*100. Ainda, as contagens diferenciais de leucocitos foram
realizadas em extensfes sanguineas com a contagem de 200 células,
estabelecendo o percentual de cada tipo celular de interesse, apds coloracdo prévia
das extensdes com May-Grinwald Giensa Wrigth (Belo et al., 2013).

2.12. Determinacdo da concentracdo de anticorpos por método de ELISA

indireto

Para quantificar/detectar os anticorpos de tilapia especificos para S.
agalactiae primeiramente a placa foi sensibilizada (Coatting) com a suspenséo
antigénica de S. agalactiae, previamente preparada apds sonicacdo das culturas
bacterianas, ja para anticorpos de tilapia especificos para A. hydrophila a placa foi
sensibilizada (Coatting) com a suspensdo antigénica de A. hydrophila. Ambas
suspensdes antigénicas bacterianas foram diluidas em tampéao carbonato de sodio
(pH 9,6), em uma diluicdo de 1/1000, adicionando-se 100uL/cavidade e incubando-
se a microplaca over night a 4°C. Em seguida, foram realizadas 4 lavagens da placa

inteira com 0,05% Tween 20 em PBS pH 7,3 (300 yL/cavidade). Para o bloqueio, as
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superficies das cavidades da microplaca, adicionou-se 1% BSA — 5% Sacarose
diluidos em PBS (200 plL/cavidade), incubando-se por 1h a 37°C. Apds esse
periodo, foram realizadas 4 lavagens com PBS (pH 7,3) acrescido de 0,05% Tween
20 (300 pL/cavidade) para posteriormente serem adicionadas as amostras de soro
sanguineo dos peixes experimentalmente infectados ou dos grupos controle. Para
iSs0, as amostras séricas foram diluidas a 1/20 em PBS/Tween 20 a 0,05% e 1% de
BSA, tendo sido adicionado 100 pL/cavidade de cada uma dessas diluicdes e
incubando-se esta fase da reagédo por 2h a 37°C. Em seguida, foram realizadas 4
lavagens das microplacas, como foi anteriormente descrito. A seguir, 0 anticorpo
primario constituido de IgG produzida em Coelhos anti-lgM de Tilapia (Clissa et al.,
2021), foi diluido a 1/1000 em PBS/Tween 0,05% com 1% BSA e adicionado no
volume de 100 plL/cavidade e incubando-se a reacdo por 1h em 37°C. Apds esse
periodo, foram realizadas 4 lavagens da placa em 0,05% Tween 20 em PBS (pH
7,3) (300 pL/poco), seguindo-se da adicdo do anticorpo secundario (anticorpo
conjugado > Anti-Rabbit IgG com a Peroxidase (Sigma) o qual foi preparado na sua
diluicdo recomendada (1/3000) em PBS/Tween 20 a 0,05% e 1% de BSA para ser
adicionado em um volume de 100 pL/cavidade e incubando-se por 1h em 37°C. Em
seguida, as cavidades da microplaca foram lavadas como foi anteriormente descrito
para que entdo fosse adicionado o substrato (100 plL/cavidade) constituido por
Tetra-Metil-Benzidina (TMB) (Sigma) e aguardando-se a reagcao de clivagem
enzimatica ocorrer por 25 minutos no escuro e a temperatura ambiente. Depois
desse periodo, a reacdo enzimatica foi bloqueada apds a adicdo de 50 pL/cavidade
de solucédo de H2SO4 a 30% para que e em seguida fosse realizada a leitura das
densidades o6pticas (D.O.) de cada uma das cavidades da microplaca no
comprimento de onda de 450nm.

2.13. Andlise estatistica

O desenho experimental para avaliacdo da eficacia terapéutica foi
inteiramente randomizado em esquema fatorial 4x2 (quatro tratamentos: 40, 20, 10 e
controle X dois periodos de avaliagdo: 8 e 12 dias ap0s desafio). As analises de
variancia para comparar os diferentes grupos experimentais foram realizadas

utilizando o procedimento GLM (General Linear Model) do programa SAS, versao
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9.3 (Statistical Analysis Software, 2012). Diferencas significativas (P<0.05) foram
estimadas com base no teste de Tukey ao nivel de confianca de 95%.

O modelo de Kaplan-Meier foi utilizado para calcular a probabilidade de
sobrevivéncia especifica em funcdo do tempo de Tilapias do Nilo tratadas com
lincomicina (40, 20 e 10 mg) ou nédo (controle) submetidas a infeccdo experimental
com S. agalactiae e A. hydrophila. Apds a infeccdo experimental com S. agalactiae a
mortalidade foi observada a cada 24 horas durante 12 dias. Ja no desafio com A.
hydrophila devido ao carater infecioso da cepa utlizada, apés a infeccéo
experimental a mortalidade foi observada 6, 12, 18 e 24 horas apés a infecéo,
seguindo até 12 dias. Foram atribuidos aos peixes que morreram como 1 e aos
sobreviventes 0. As diferencas entre as curvas de mortalidade dos tratamentos com
lincomicina foram testadas quanto a significancia (p < 0,05) pelo teste log-rank e a

razao do risco de morte de Mantel-Haenszel utilizando software GraphPad Prism 6.

3. Resultados

3.1. Streptococcus agalactiae
3.1.1. Concentracao Inibitéria Minima (MIC)

A determinacdo do teste de concentracdo inibitéria minima da lincomicina
para S. agalactiae revelou 2ug/mL como a quantidade minima desta lincosamida

para inibir o crescimento deste microrganismo.

3.1.2. Teste antibiograma

De acordo com as normas da CLSI (2019), o tamanho dos halos formados
com os discos de lincomicina devem ser baseados nas classificacbes de diametros
pré-estabelecidas para clindamicina, pois ainda ndo ha estudos relatando o diametro
de halo formado para esse antibacteriano.

A interpretagcéo do tamanho do halo formado para S. agalactiae em disco com
2ug de lincomicina foi classificado de acordo com as normas da CLSI (2019)

Resistente: <15; Indeterminado: 16-18 e Sensivel: 219 e, no caso da cepa de S.
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agalactie usada nesse estudo foi observado um halo de inibicdo de crescimento
bacteriano de 44mm, classificando esta cepa bacteriana como sensivel a

lincomicina.

3.1.3. Avaliacdo de alteracdes clinicas e comportamentais nos peixes

infectados com S. agalactiae

Tildpias do grupo controle (ndo tratadas com lincomicina) apresentaram
anorexia 24 horas ap0s a inoculacdo de S. agalactiae e a primeira morte ocorreu
apos 48 horas do desafio. Peixes do grupo controle e tratados com a menor dose
lincomicina (10mg), exibiram sinais tipicos de estreptococose apds 96 e 120 horas
do desafio, respectivamente, incluindo sinais clinicos como letargia, natacao erratica,
rigidez dorsal, boquejamento na superficie da &agua, opacidade da coOrnea e
exoftalmia uni ou bilateral, que em alguns casos foi associada a perfuragao
corneana e levando ao colapso do globo ocular. Nenhum sinal clinico e
comportamental alterado foi observado nos animais tratados com 20 e 40mg de

lincomicina, apesar de ter ocorrido mortalidade em grupos tratados com 20mg.

3.1.4. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier nos peixes infectados com S.

agalactiae

A Figura 1 apresentam as curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Tilapias
tratadas com 40mg de lincomicina desafiadas com S. agalactiae apresentaram
probabilidade de sobrevivéncia estatisticamente superior a tilapias tratadas com
20mg (p=0,021), 10mg (p=0,010) e controle (p<0,0001). A raz&o do risco de morte
dos peixes tratados com 40mg em relacdo aos outros tratamentos é de 7,96 (1,38 a
46,01) tratados com 20mg, 8,17 (1,64 a 40,76) tratados com 10mg e 11,52 (4,30 a
30,84) controle. Além disso, os tratamentos com 20 e 10mg de lincomicina
apresentaram significativamente menos mortes que o grupo controle (p = 0,0012 e p
= 0,0037) respectivamente. A razao do risco de morte entre os grupos 20 mg e o
controle é de 4,19 (1,76 a 10,00) e 10 mg em relagéo ao controle é de 3,52 (1,51 a
8,26).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de Tilapia do Nilo tratadas com
lincomicina e submetidas a teste de infeccdo experimental com S.
agalactiae. Os peixes foram tratados um dia com o farmaco antes da
infecdo experimental sendo o tratamento continuado por mais 8 dias.
Tilapias submetidas (n = 120) a desafio experimental com S. agalactiae.
As mortes foram observadas a cada 24 horas por 14 dias apos a
inoculacdo de S. agalactiae. Tratamentos: 40 mg (n = 30); 20 mg (n =
30); 10 mg (n = 30); Controle (ndo tratados; n = 30).

A Tabela 3 apresenta os percentuais relativos de sobrevivéncia (RPS) das
tilapias infectadas com S. agalactiae e tratadas com lincomicina. Verificou-se efeito
dose-resposta ao tratamento com esta lincosamida com RPS de 64,70; 70,59 e
100% dos tratamentos com 10, 20 e 40 mg/kg™ de p.v. respectivamente, quando

comparado aos animais controles.
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Tabela 3. Percentual relativo de sobrevivéncia das tilapias infectadas com S.
agalactiae e tratadas com diferentes doses de lincomicina.

Percentual relativo

Tratamento Namero de Mortalidade (%) de sobrevivéncia
animais mortos

(RPS)!
Controle 17 (30) 56,66

l.lo figiee 6 (30) 20 64,70
INncComicina
|.20 mg de 5 (30) 16,66 70,59
INncomicina
|.4° g 812 0 (30) 0 100
INcComicina

1 Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), calculada pela equacdo: RPS =
[1-(% mortalidade do grupo tratado/% mortalidade do grupo controle)] x 100

3.1.5. Analise hematoldgica nos peixes infectados com S. agalactiae

Na avaliacdo hematoldgica (Figura 2) de tildpias tratadas com lincomicina,
nao foi observada diferenca significativa (P<0.05) no percentual de hematdcrito, bem
como nos valores de VCM, HCM e CHCM. Entretanto, apés 8 DPI foi observado
uma diminuicdo nos valores circulantes de eritrécitos nos animais tratados com
10mg de lincomicina e nos peixes do grupo controle em comparacdo as tilapias
tratadas com a maior dose de lincomicina (40mg)

Na avaliacdo da concentracdo de hemoglobina, foi observado diminuicdo aos
8 DPI nos grupos tratado com 10mg de lincomicina e no grupo controle, em
comparacao aos peixes tratados com 40 e 20mg de lincomicina e padréo fisioldgico,
apesar de néo ter sido encontrada nenhuma diferenca estatistica. Na evolucdo do
tempo, no periodo de recuperacdo (12 DPI) foi observado aumento significativo

(P<0.05) nos valores adscritos dos grupos 10mg e controle.
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Figura 2. Andlise sanguinea de tilapias ap0s tratamento com lincomicina e
desafiadas com S. agalactiae. Médias seguidas da mesma letra néo
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam 0s
diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras minusculas

comparam a evolugdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.
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Na avaliacdo leucocitaria (Figura 3) correspondente ao periodo de
recuperacédo (12 DPI), foi observado diminuicéo de leucécitos totais por influéncia de
linfopenia observada em todos os grupos tratados com lincomicina, a qual foi
significativa (P<0.05) no grupo tratado com 40mg de lincomicina quando comparado
aos animais do grupo controle. Todos os grupos submetidos ao tratamento com
lincomicina (40, 20 e 10mg) apresentaram neutropenia e monocitopenia aos 8 DPI
quando comparados aos animais do grupo controle. Além disso, essa diminui¢cdo na
contagem de neutrofilos e mondcitos também foi observada na evolugdo do tempo,

isto é, ela persistiu no periodo de recuperacao (12 DPI).
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Figura 3. Analise leucocitaria de tilapias apds tratamento com lincomicina e
desafiadas com S. agalactiae. Médias seguidas da mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam 0s
diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mintsculas
comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.
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3.1.6. Burst respiratorio leucocitario nos peixes infectados com S. agalactiae

As anadlises de producdo de reativos de oxigénio (EROs) (Figura 4)
apresentaram diminuicao significativa (P<0.05) apés 8 e 12 DPI nos grupos tratados
com 40 e 20mg de lincomicina quando comparados aos peixes tratados com 10mg e
aos animais do grupo controle. Vale ressaltar, que os grupos tratados com 40mg de
lincomicina, assemelhou-se com o0s valores observados nos animais do grupo

padrao fisiolégico.

Burst (DO a 540nm)

8 12
Dias pés-infeccao (DPI)

B 40mg B 20mg B 10mg Bl Controle = « « Padrédo Fisiolégico

Figura 4. Valores médios observados na determinacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) para tilapias inoculadas S. agalactiae tratadas com
diferentes doses de lincomicina. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam 0s
diferentes tratamentos.

3.1.7. Mensuracéo de anticorpos por métodos Elisa indireto nos peixes

infectados com S. agalactiae

Na avaliagdo da mensuracao de anticorpos (Figura 5), foi observado um efeito
dose-resposta em relagdo ao uso da lincomicina, pois 0os animais tratados com a
dose mais elevada desta lincosamida demonstram niveis de anticorpos
estatisticamente superiores (P<0.05) apdés 8 dias do desafio bacteriano, quando
comparado aos demais grupos experimentais do presente estudo. Ja, no periodo de

recuperacéo (12 dias), essa resposta nos animais tratados com 40mg de lincomicina
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permaneceu elevada em comparacdo aos demais grupos, porém as diferencas

estatisticas nao foram significantes.

Acs. Anti-S. agalactiae
(DO 450nm)

8 12
Dias pos-infecgao (DPI)

B 40mg B 20mg Bl 10mg Bl Controle = = = Padrdo Fisioldgico

Figura 5. Valores médios de anticorpos contra S. agalactiae, mensurados como
densidades Opticas determinadas por ELISA indireto em tilapias
desafiadas com S. agalactiae e tratadas lincomicina. Médias seguidas
da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras
mailsculas comparam os diferentes tratamentos dentro de cada dia
experimental, letras mindsculas comparam a evolucdo de cada
tratamento entre os diferentes dias experimentais.

3.2. Aeromonas hydrophila

3.2.1. Concentracgéo Inibitéria Minima (MIC)
A determinacdo do teste de concentragdo minima inibitéria da lincomicina
para A. hydrophila revelou 7ug/mL como a quantidade minima desta lincosamida

para inibir o crescimento deste microrganismo.

3.2.2. Teste de sensibilidade a lincomicina

De acordo com as diretrizes da CLSI (2019), atualmente n&o existem dados
para lincomicina, e, portanto, os isolados foram classificados como ndo sensiveis a
esse antibacteriano se exibissem resisténcia completa (crescimento de A. hydrophila

até a borda do disco) e como sensiveis caso contrario (Davis et al., 2018). No
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presente estudo, ndo houve formacéo de halo de inibicdo para cepa de A. hydrophila
em discos de antibiograma com 2ug de lincomicina, sendo classificada como

resistente a este antibacteriano.

3.2.3 Avaliacdo comportamental e de sinais clinicos em peixes infectados com
A. hydrophila

Os peixes de todos os tratamentos apresentaram anorexia e apatia 5 horas
apos inoculacédo da bactéria e mortalidade 9 horas apos, exceto grupo tratado com
40 mg. Os animais do grupo controle, 10 e 20mg exibiram sinais tipicos de
aeromonose principalmente entre 24 e 48 horas apods a inoculacdo, incluindo
exoftalmia e opacidade da cOrnea, erosdo de nadadeiras, hemorragia cutanea e de
branquias e ascite. As tilapias tratadas com 40mg de lincomicina apresentaram

ascite e hemorragia cutanea.

3.2.4 Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier em peixes infectados com A.

hydrophila

As tilapias tratadas 40 e 10mg de lincomicina apresentaram mortalidade
significativamente inferior ao grupo controle (p = 0,0001; p = 0,0283)
respectivamente. Ainda, a razdo de risco de morte para esses grupos (Figura 6) em
relacdo ao grupo controle foi de 5,50 (2,31 a 13,096) nos tratados com 40mg e 2,47
(1,10 a 5,56) nos tratados com 10mg. Ndo houve diferenca estatistica (P>0.05) no
namero de mortalidade entre os tratamentos 40, 20 e 10mg. Ademais 0 grupo

tratado com 20mg néo diferiu estatisticamente (P>0.05) do controle em mortalidade.
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de Tilapia do Nilo tratadas com
lincomicina e submetidas a teste de infeccdo experimental. Os peixes
foram tratados um dia com o farmaco antes da infecdo experimental
sendo o tratamento continuado por mais 8 dias. Tilapias submetidas (n =
120) a desafio experimental com A. hydrophila. Na infeccdo experimental
as mortes foram observadas 6, 12, 18 e 24 ap0s a infeccdo, seguindo a
cada 24 horas durantes 14 dias. Tratamentos: 40 mg (n = 30); 20 mg (n =
30); 10 mg (n = 30); Controle (ndo tratados; n = 30).

A Tabela 4 apresenta o percentual relativo de sobrevivéncia (RPS) das
tilapias infectadas com A. hydrophila e tratadas com lincomicina. Verificou-se efeito
dose-resposta ao tratamento com esta tetraciclina com RPS de 45; 45 e 75% dos
tratamentos com 20, 40 e 80mg/kg* de p.v., respectivamente, quando comparado

aos animais controles.
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Tabela 4. Percentual relativo de sobrevivéncia das tilapias infectadas com A.
hydrophila e tratadas com diferentes doses de lincomicina

Percentual relativo

Tratamento Namero de Mortalidade (%) de sobrevivéncia
animais mortos
(RPS)!

Controle 20 (30) 66,66

L 11 (30) 36,66 45
incomicina

ireomaa 11 (30) 36,66 45
incomicina

|-4O T BE 5 (30) 16,66 75
incomicina

! Porcentagem relativa de sobrevivéncia (RPS), calculada pela equacgdo: RPS =
[1-(% mortalidade do grupo tratado/% mortalidade do grupo controle)] x 100

3.2.5. Analise hematoldgica em peixes infectados com A. hydrophila

Na avaliacdo hematolégica (Figura 7) de tildpias tratadas com lincomicina e
desafiadas com A. hydrophila ndo foi observado diferenga significativa (P<0.05) no
percentual de hematécrito e nos valores de VCM, HCM e CHCM. Tilapias tratadas
com 10mg de lincomicina e grupo controle apresentaram diminui¢do significativa de
eritrécitos circulantes e na concentracdo de hemoglobina, quando comparados aos
animais tratados com 40 e 20mg.
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Figura 7. Analise sanguinea de tilapias apoOs tratamento com lincomicina e
desafiadas com A. hydrophila. Médias seguidas da mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas comparam 0s
diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mindsculas
comparam a evolugdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.
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Na analise do leucograma (Figura 8) das tilapias tratadas com lincomicina néo

foram observadas diferencas significativas (P>0.05) dos leucdcitos totais, bem como

na contagem diferencial de neutrdfilos, linfocitos e trombdcitos. Porém, com o passar

dos dias experimentais, no periodo de recuperacao, peixes tratados com 40mg de

lincomicina apresentaram aumento de mondcitos circulantes em relacdo aos demais

tratamentos e grupo controle.
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Figura 8. Andlise leucocitaria de tilapias apos tratamento com lincomicina e
desafiadas com A. hydrophila. Médias seguidas da mesma letra nao
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailusculas comparam 0s
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diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mindsculas
comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.

3.2.6. Burst respiratorio leucocitario em peixes infectados com A. hydrophila

A avaliacdo de producao de reativos de oxigénio (EROs) (Figura 9) mostrou
diminuicao significativa (P<0.05) nos grupos tratados com 40 e 20mg de lincomicina
guando comparados aos peixes tratados com 10mg e animais do grupo controle, 8
e 12 DPI. Destaca-se que tilapias tratadas com 40 e 20mg de lincomicina, tiveram

valores similares ao padréo fisiolégico.
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Figura 9. Valores médios observados na determinacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) para tilapias inoculadas A. hydrophila e tratadas com
diferentes doses de lincomicina. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras mailsculas comparam 0s
diferentes tratamentos.

3.2.7. Mensuracdo de anticorpos por métodos Elisa indireto em peixes

infectados com A. hydrophila

Na mensuracdo de anticorpos por método indireto de Elisa (Figura 10) foram
observadas maiores concentra¢cées nos animais do grupo controle em relagdo aos
animais submetidos aos tratamentos com lincomicina. Vale ressaltar que apenas
trés tilapias do grupo controle sobreviveram ao estimulo bacteriano apos 12 dias do

desafio.
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Figura 10. Valores médios da densidade otica determinada por ELISA indireto da
guantidade de anticorpos anti-A. hydrophila em tilapias inoculadas com A.
hydrophila e tratadas com lincomicina. Médias seguidas da mesma letra
nao diferem pelo teste de Tukey (P<0.05). Letras maiusculas comparam 0s
diferentes tratamentos dentro de cada dia experimental, letras mindsculas
comparam a evolucdo de cada tratamento entre os diferentes dias
experimentais.

4. Discusséao
4.1. Streptococcus agalactiae

O estudo de eficacia terapéutica da lincomicina em tilapias revelou efeito
dose-resposta no controle antibacteriano de S. agalactiae durante infeccéo
experimental, resultando em eficacia de 100; 70,59 e 64,70% para os tratamentos
com 40, 20 e 10mg de lincomicina/Kg™ de p.v., respectivamente, quando comparado
aos peixes controles, o que corrobora com os achados dos estudos de sensibilidade
antimicrobiana (antibiograma) in vitro realizado com discos contendo 2ug de
lincomicina e da concentracgéo inibitéria minima de 2ug/mL. Tal achado também foi
evidenciado por Lee et al. (2022), que avaliaram a farmacocinética das doses de 10
e 20mg de lincomicina/kg? de p.v. em linguado-de-oliva (Paralichthys olivaceus)

apos uma Unica aplicacao injetavel para tratamento de estreptococose.



61

A utilizacdo de teste de sensibilidade, como o antibiograma, contribui para
tomada de decisdes terapéuticas eficazes, pois a utilizagcdo de antibacterianos de
forma inadequada pode levar a falha terapéutica, aumento da morbidade e,
consequentemente, da mortalidade relacionada a infec¢do pelo patégeno (Rigos et
al., 2015). Em geral, os microrganismos Gram-positivos, como Bacillus anthracis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes e Streptococcus viridans, sdo sensiveis a lincomicina e a
clindamicina. No presente estudo, foi observado que a cepa de S. agalactiae usada
na infeccdo experimental apresentou-se sensivel a lincomicina de acordo com a
CLSI (2019), levando a formacdo de um halo de inibicdo de 44mm. Resultado
semelhante foi observado por vérios outros autores (Laite et al., 2017; Guérin-
Faublée et al., 2002; Soumya,et al., 2022), que observaram suscetibilidade de cepas
de S. agalactiae frente ao antibacteriano lincomicina. Tais achados podem sugerir
gue a lincomicina seja um antibacteriano adequado para controle de infeccdes
ocasionadas por S. agalactiae em tilapias do Nilo, j& que de acordo com Ma et al.
(2020), estratégias de prevencado e tratamento com antibiéticos rotineiramente tém
sido relatadas como as mais eficazes para controlar a infeccdo de S. agalactiae em
criacdes comerciais de tilapias.

Os parametros hematologicos sdo considerados uma ferramenta
fundamental para avaliar o estado de saude dos peixes, e esses indicadores s&o
alterados por diversos fatores, como estressores, infecgbes, alta densidade de
estocagem, contaminacdo ambiental, entre outros (Costa et al., 2022). Além disso,
a fisiologia e 0o metabolismo dos peixes podem ser significativamente afetados por
infeccbes bacterianas, alterando a concentracdo de hemoglobina e a contagem de
glébulos vermelhos, que estéo relacionados a um desequilibrio no transporte de Oz e
CO2 no sangue dos peixes (Kim et al., 2021). No presente estudo, as tilapias
tratadas com a menor dose de lincomicina e as do grupo controle, apresentaram
diminuicdo de eritrécitos e hemoglobina, assim como observado por Martis et al.
(Martins et al., 2011), que relataram essa diminuigao significativa em tilapia do Nilo,
sob infecgéo por Streptococcus iniae. Esses achados sao consistentes com este

estudo, realcando o efeito antibacteriano do farmaco aqui utilizado, visto que néo



62

foram observadas essas altera¢cdes nos animais submetidos a maior concentracéo
(40mg) de lincomicina.

Os leucdcitos sdo componentes importantes do sistema imunoldgico dos
peixes, que possuem varias fungbes imunoldgicas, como fagocitose para
polimorfonucleares e monécitos / macréfagos e producéo de anticorpos por linfocitos
B (Yousefi et al.,, 2021). Além disso, neutréfilos e mondcitos circulam na corrente
sanguinea e migram para os tecidos onde participam da imunidade inespecifica e
podem destruir patégenos, como bactérias, por meio de fagocitose (Zhu e Su, 2022).
Em mamiferos, os locais de inflamacdo acometidos por agentes infecciosos
estimulam maior recrutamento dessas células, fazendo com que a medula 6ssea
produza mais leucdcitos a partir de células maduras e progenitoras sanguineas para
atender a demanda de leucdcitos circulantes (Havixbeck et al., 2016). Neste estudo,
foi observado uma diminuicdo leucdcitos totais por influéncia da diminuicdo de
linfécitos, neutrofilos e mondécitos nos animais tratados com o lincomicina quando
comparado aos animais controle. Moraes (2017) também observou uma diminui¢éo
similar em estudo da eficacia terapéutica da amoxicilina para o tratamento de
estreptococose em tilapias do Nilo. A lincomicina com seu efeito antibacteriano
possivelmente atenuou a resposta inflamatéria havendo a menor necessidade de
recrutamento celular, por outro lado, os leucécitos aumentados no grupo controle
resultariam da inducdo do sistema de defesa ndo especifico (Panigrahi et al., 2005)
e/ou fagocitose aumentada e atividade citotdxica (Picchietti et al., 2007).

O oxigénio molecular € um composto indispensavel para todos 0s organismos
aerdbicos, uma vez que este elemento € critico para producdo de energia, porém, é
um potente oxidante, que pode levar ao estresse oxidativo (Biller e Takahashi,
2018). A producéo de espécies reativas de oxigénio e os radicais livres resultantes
sdo cruciais para a defesa do organismo e seus subprodutos sédo considerados
potentes bactericidas que atuam ativamente na destruicdo de patdgenos invasivos
(Dong et al., 2017). Isto explica o ocorrido no presente estudo, visto que, a producéo
de EROs aumentou significativamente em tilapias controle e tratadas com a menor
dose do farmaco (10mg) apds estimulos bacterianos com a S. agalactiae, quando
comparados aos animais tratados com as doses mais altas da lincomicina (40 e

20mg). Gong et al. (2020) verificaram esse aumento apos a infecgéo bacteriana por
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Vibrio alginolyticus em zebrafish, no entanto, quando tratados com triptofano
apresentaram uma reducao significativa de EROs, corroborando com os resultados
obtidos no estudo. Dananjaya et al. (2016), avaliaram o efeito antimicrobiano de
nanocomposto de prata de quitosana em Aliivibrio salmonicida em peixes e
identificaram diminuicdo de EROs, desse modo, os resultados observados em
ambos os estudos sugerem que esta diminuicdo possa ser devido a maior morte
celular bacteriana e consequente menor estimulo para a producdo de EROS com
atividade bactericida.

A inducdo da resposta imune humoral € altamente desejavel para proteger o
hospedeiro eficientemente contra a invasao de patégenos (Li et al., 2014). Devido a
falta de um homdlogo de IgG e de um mecanismo de troca de classe em peixes
teledsteos, o0s principais tipos de respostas de anticorpos no soro de peixes séo
mediados principalmente por IgM (Yao et al.,, 2019; Carapetis et al., 2014). Os
anticorpos podem facilitar a fagocitose de patdogenos por opsonizacao e ativar a via
classica do complemento em peixes, fornecendo um fator favoravel contra a invasao
de patdgenos (Rauta e Nayak, 2012). De acordo com Jautova et al. (2003), existe
uma interacdo entre a clindamicina (pertencente ao grupo da lincomicina) e as
células fagociticas, essa interacdo resulta da penetracdo direta do antibacteriano
nos fagécitos ou da modificacéo indireta da bactéria alvo antes de sua fagocitose.

Neste estudo, a producdo de anticorpos anti-S. agalactiae especificos pode
ser associada a eficacia da lincomicina. O nivel de protecdo em peixes tratados
contra S. agalactiae correspondeu ao nivel de anticorpos produzidos contra o
patdgeno, podendo ser observado através do teste de ELISA indireto, que mostrou
que as tildpias tratadas com o antibacteriano tiveram aumento na producdo de
anticorpos anti-S. agalactiae, quando comparados ao grupo controle. Associado a
este achado, foi observado também que os animais submetidos as maiores
concentracbes de lincomicina apresentavam-se bem clinicamente, com
baixa/nenhuma mortalidade e sem sinais clinicos caracteristicos de estreptococose,
evidenciando possivelmente, que a lincomicina, em adicdo a sua atividade anti-
microbiana, possa exercer um efeito imuno-modulador positivo sobre a resposta

imune humoral para peixes teledsteos.
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4.2. Aeromonas hydrophila

O antibiograma é um teste que oferece como resultado padrdes de resisténcia
ou susceptibilidade de uma bactéria especifica a varios antimicrobianos, auxiliando
na eficacia do tratamento e evitando sua utilizacdo de forma inadequada (Bourély et
al., 2018). A lincomicina é uma lincosamida semissintética bacteriostatica, tendo
eficAcia no tratamento de infec¢des causadas por muitos cocos Gram-positivos
aerdbicos e anaeroébicos (Rodrigues et al., 2020). Por outro lado, 0s microrganismos
Gram-negativos como E. coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae,
Neisseria gonorhoeae, Neisseria meningitis, Proteus vulgaris, Pseudomonas
aeruginosa e Salmonella sp., sdo geralmente resistentes a lincomicina e a
clindamicina. No presente estudo, foi observado que a cepa de A. hydrophila
apresentou-se resistente a lincomicina de acordo com a CLSI (2019), ndo havendo
formacdo de halo de inibicdo. O alto nivel de resisténcia das cepas de Aeromonas
aos antibidticos lincosamidas também foi documentado em estudos anteriores
(Bourély et al., 2020; De Silva et al., 2021; Stratev et al., 2013). A alta resisténcia
dessa bactéria a esses antibidticos ocorre porque as lincosamidas inibem
eficientemente o crescimento de bactérias Gram-positivas, principalmente formas
estafilocicicas e estreptocécicas, mas tém baixa atividade contra muitas bactérias
Gram-negativas, como as bactérias Aeromonas (Perlinski et al., 2021). De acordo
com Luthje e Schwarz (2007), a resisténcia bacteriana aos antibioticos lincosamidas
pode ser devida a modificacdo do local alvo, mecanismos de efluxo ativos, mutacdes
e inativacdo enzimatica das drogas. Possivelmente, nossos resultados também
indicaram que a cepa de A. hydrophila foi capaz de seguir pelo menos um dos
mecanismos de resisténcia mencionados acima, por apresentar resisténcia a
lincomicina no antibiograma. Tais achados podem sugerir que a lincomicina ndo seja
um antibacteriano de predilecdo para controle de infec¢cdes ocasionadas por A.
hydrophila em tilapias do Nilo.

Tilapias tratadas com a menor dose da lincomicina e do grupo controle
apresentaram diminuigdo de eritrécitos e hemoglobina. Isso pode ser atribuido a

intensa atividade hemolitica da aerolisina e da B-hemolisina produzidas por A.
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hydrophila e que possuem atividades liticas nos eritrocitos levando a anemia (Pal et
al., 2015).

O Burst oxidativo é uma via metabdlica que se encontra ndo ativada nas
células entretanto, pode ser ativado apos a entrada do patégeno no meio interno do
organismo hospedeiro e este mecanismo possui a funcdo de produzir compostos
oxidantes que atuam na destruicdo de microrganismos (Farias et al., 2016).
Recentemente, varias evidéncias tém demonstrado o envolvimento do estresse
oxidativo na fisiopatologia de doencas infecciosas bacterianas em peixes (Baldissera
et al., 2018). No presente estudo, os peixes dos grupos controle e tratado com 10mg
de lincomicina apresentaram um aumento significativo de EROs, quando comparado
aos animais submetidos ao tratamento com 40 e 20mg desse antimicrobiano, de
modo que, a avaliagao do “burst” respiratério de leucécitos das tilapias, demostra o
efeito antibacteriano da lincomicina por reduzir a carga infectante bacteriana, reduz o
estimulo para a producéo de EROs.

Os peixes possuem muitos mecanismos humorais e celulares inespecificos e
especificos para resistir as doencas bacterianas (Ellis, 1999). Os anticorpos se
constituem em uma defesa humoral especifica ao inibir a adesdo bacteriana, ou a
invasdo de células hospedeiras ndo fagociticas e também neutralizar as toxinas e
outros fatores de viruléncia bacterianos (Magnadottir, 2010). No presente estudo,
animais do grupo controle apresentaram um aumento de anticorpos anti-A.
hydrophila, o que pode ser atribuido a uma limitagdo do protocolo da infeccéo
experimental com esta bactéria que ocorreu, pois, restaram apenas trés peixes
sobreviventes do grupo controle ap6s o desafio com A. hydrophila, o que
possivelmente interferiu na analise estatistica dos resultados das mensuracdes de
anticorpos. Além disso, esses peixes remanescentes estavam bem clinicamente e
nao apresentavam sinais caracteristicos de aeromonose, sugerindo a hipétese de
que possuissem maior resisténcia a infecgcdo bacteriana, ja que apresentavam
maiores quantidades de anticorpos. Ainda e de acordo com Sakai (1999) o
lipopolissacarideo (LPS) de bactérias Gram-negativas atua como imunoestimulante
para peixes, levando ao aumento da fagocitose, da produgcédo de anticorpos e
aumento da producdo de anion superoxido. Pode-se especular que as eventuais

atividades imuno-modulatérias; ou no sentido de estimular ou de inibir respostas
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imunes em grupos tratados com o antimicrobiano lincomicina dependam da
interacdo com outros fatores e, principalmente, com componentes do préprio agente
infeccioso envolvido e h&a diferencas marcantes, no caso das bactérias como S.
agalactiae e A. hydrophila.

5. Conclusao

O estudo imunofarmacologico da administracdo via oral da lincomicina para
tilapias do Nilo (O. niloticus), em seu conjunto, revelou o potencial deste
antibacteriano para uso na tilapicultura, fornecendo resultados convincentes da
eficacia terapéutica da lincomicina contra a infec¢do por S. agalactiae, ao revelar
efeito dose-resposta para o controle desta infeccdo experimental, bem como na
producdo de anticorpos anti-S. agalactiae, confirmando a hipotese de que a acéo
antibacteriana da lincomicina auxiliou também os mecanismos de imunidade das
tilapias tratadas, principalmente na dose de 40mg/kg. Entretanto, os achados para A.
hydrophila sugerem que a lincomicina ndo € um antibacteriano de predilecdo para o
controle da infec¢cdo por esta bactéria em tilapias do Nilo. Embora o0 mecanismo
exato de aumento da resposta de anticorpos permaneca a ser elucidado, as
presentes observacdes requerem uma investigacado mais aprofundada do significado
pratico de tais fendbmenos em termos de implicacdes e aplicacdes clinicas para a

tilapicultura.
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