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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS



Resumo

O surgimento de enfermidades em peixes, principalmente de origem bacteriana, tem
aumentado significativamente nos Gltimos anos. Esse fato, esta associado a fatores, como
a intensificacdo da producédo aquicola, manejos erréneos, auséncia de medidas sanitarias
preventivas e principalmente, ma qualidade de agua. Sabe-se que, a microbiota dos peixes
é idéntica a microbiota da agua em que esta inserido, 0 que tem provocado o aumento
crescente do numero de géneros bacterianos encontrados nos peixes, incluindo a
ocorréncia de patogenos de interesse em saude publica. Coliformes termotolerantes,
Enterococcus, Clostridium perfringens, Staphylococcus spp., Salmonella, Citrobacter
freundii, Enterobacter aerogenes, Acinetobacter spp., Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae sdo alguns dos inimeros patdgenos que acometem humanos severamente e
estdo sendo encontrados comumente em organismos aquaticos. Essas bactérias em
contato com humanos seja através de contato tépico direto e manipulacdo com feriadas
abertas, ou mesmo com a ingestéo de pescado cru ou mal cozido, podem ocasionar danos
severos, inclusive com risco de morte. Dentre estes, destaca-se a K. pneumoniae, um
patdgeno oportunista que compde naturalmente a microbiota do trato gastrointestinal de
humanos e animais saudaveis e esta associado a infec¢des no trato urinario, além de
apresentarem resisténcia a um elevado numero de antimicrobianos, e vem sendo relatado
em diversos paises. Com intuito de combater esses microrganismos, evitar danos severos
aos peixes, e consequentemente aos consumidores, antimicrobianos sao utilizados para o
tratamento desses patégenos. Entretanto, no Brasil, existem apenas duas moléculas
licenciados para uso na aquicultura, o florfenicol e a oxitetraciclina. Devido a caréncia de
produtos licenciados, a pratica errbnea de se utilizar produtos ndo licenciados torna-se
cada vez mais comum. Assim, a utilizagdo de antimicrobianos na producdo animal de
forma indiscriminada e sem critérios tem contribuido para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, contaminacdo ambiental e consequentemente a qualidade inadequada do
pescado, pontuando a necessidade de medidas alternativas que visem solucionar esta
problematica. Diante do exposto, a utilizacdo de fitoterapicos, que sdo medicamentos a
base de plantas medicinais, utilizados no controle de doencas vem ganhando forca ao
longo dos anos. A utilizagcdo desses compostos como alternativa para o tratamento de
doencas em peixes estd amplamente relacionada as suas a¢des antioxidantes e efeitos anti-
inflamatorios, além de ser utilizado no tratamento de patégenos, também sdo fornecidos
aos animais como imunoestimulantes, melhorando a resisténcia a doencas e prevenindo
infeccdes.

Palavras-chave: Aquicultura, fitoterapicos, patdgenos, satde publica, tratamento.



Abstract

The appearance of diseases in fish, mainly of bacterial origin, has increased significantly
in recent years. This fact is associated with factors such as the intensification of
aquaculture production, mismanagement, the absence of preventive sanitary measures
and, mainly, poor water quality. It is known that the fish microbiota is identical to the
water microbiota in which it is inserted, which has caused an increasing increase in the
number of bacterial genera found in fish, including the occurrence of pathogens of public
health interest. Thermotolerant coliforms, Enterococcus, Clostridium perfringens,
Staphylococcus spp., Salmonella, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Acinetobacter spp., Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are some of the
numerous pathogens that severely affect humans and are commonly found in organisms.
These bacteria in contact with humans, either through direct topical contact and handling
open holidays, or even eating raw or undercooked fish, can cause severe damage,
including the risk of death. Among these, K. pneumoniae stands out, an opportunistic
pathogen that naturally composes the microbiota of the gastrointestinal tract of healthy
humans and animals and is associated with urinary tract infections, in addition to being
resistant to a high number of antimicrobials, and has been reported in several countries.
In order to combat these microorganisms, avoid severe damage to fish, and consequently
to consumers, antimicrobials are used to treat these pathogens. However, in Brazil, there
are only two molecules licensed for use in aquaculture, florfenicol and oxytetracycline.
Due to the lack of licensed products, the erroneous practice of using unlicensed products
is becoming increasingly common. Thus, the use of antimicrobials in animal production
indiscriminately and without criteria has contributed to the increase in antimicrobial
resistance, environmental contamination and, consequently, the inadequate quality of the
fish, emphasizing the need for alternative measures to solve this problem. Given the
above, the use of herbal medicines, which are medicines based on medicinal plants, used
in disease control has been gaining strength over the years. The use of these compounds
as an alternative for the treatment of diseases in fish is largely related to their antioxidant
and anti-inflammatory effects, in addition to being used in the treatment of pathogens,
they are also provided to animals as immunostimulants, improving resistance to diseases
and preventing infections.

Key-words: Aquaculture, herbal medicines, pathogens, public health, treatment.



1. Introducéo

A expansdo da aquicultura no Brasil tem alavancado a producdo de til&pia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus), espécie mais produzida no pais. A atividade cresceu 10,78% no
ano de 2018, gerando uma receita de 1,98 bilhdes, sendo responsavel por 60% da
producdo nacional de peixes (IBGE, 2019).

Contudo, fatores atrelados a esta intensificagio como subalimentacdo ou
sobrealimentacdo, mudancas bruscas de temperatura, qualidade da agua inadequada,
acumulo de matéria organica ou poluicdo, além propiciarem o aumento de parasitos no
sistema, comprometem o bem estar e a saude dos peixes favorecendo a proliferacéo e a
infeccdo de bactérias, consideradas uma das maiores ameacas para producdo de peixes
pelos impactos negativos que ocasionam nos animais (Yu et al., 2005; Dash et al., 2009).

Dentre as bactérias de importancia na piscicultura destacam-se 0s géneros
Aeromonas, Flavobacterium, Streptococcus (Figueiredo & Leal 2008) Edwardsiella
(Klesius et. al, 2008) e Francisella (Soto et al., 2009), no entanto, métodos moleculares
permitiram a caracterizagdo correta e a identificagdo de géneros de bactérias
anteriormente ndo identificados na producdo aquicola, que além de causar doenca nos
animais podem ser zoonéticos para humanos (Gauthier, 2015).

Essas bactérias tem sido relatadas constantemente na piscicultura, principalmente na
producdo em tanques-rede instalados em reservatérios ou bracos de rios onde ndo ha
possibilidade de controle da qualidade da agua, muitas vezes com o despejo ilegal de
efluentes tanto de origem doméstica quanto industrial. Além disso, outras producdes
animais nas proximidades (bovinos, suinos e aves) da piscicultura, presenca de aves e
outros animais na producdo, que facilitam a propagacdo de bactérias potencialmente
patogénicas tanto para os peixes quanto para humanos, causando infeccGes (Sarker et al.
2017).

Com a ocorréncia de doencas na piscicultura, os antimicrobianos sdo amplamente
utilizados durante todas as etapas da producéo, muitas vezes de forma inadequada e nao
controlada, potencializando o surgimento de cepas altamente resistentes (Pandiyan et al.,
2013; Watts et al., 2017), colocando em risco a producdo, 0 ambiente e a saude do
consumidor (Muziasari et al., 2017). Além disso, a transferéncia de genes de resisténcia
entre bactérias do ambiente e bactérias potencialmente patogénicas € um risco a saude
publica, pois todos os anos tém se observado um aumento na frequéncia de cepas

multirresistentes, comprometendo toda a cadeia produtiva e a seguranga alimentar, visto



que o trato gastrointestinal € um local apropriado para a troca de genes de resisténcia entre
bactéria da microbiota e até bactérias patogénicas (Smith & Lewin, 1993).

O ntmero de antimicrobianos liberados para utilizagdo em peixes é muito pequeno
qguando comparado com outras espécies animais (Valladdo et al., 2015). No Brasil,
atualmente s existem duas moléculas licenciadas para a piscicultura, o florfenicol e a
oxitetraciclina (Sindan, 2018), o que propicia o uso irregular de outras moléculas
licenciadas para outros animais e até mesmo humanos, acarretando em prejuizos a saude
animal, meio ambiente e consumidores de pescado.

Os fitoterdpicos surgem como uma alternativa viavel para solucionar esta
problematica, sendo eles produtos obtidos de plantas medicinais com a finalidade
profilatica ou curativa, e sua utilizacdo na piscicultura pode contribuir para a reducéo no
uso de produtos quimicos e antimicrobianos, propiciando sustentabilidade a producéo,
por ndo poluir o ambiente (Valladao et al., 2015). Entretanto, apesar dos relatos positivos
sobre a utilizacdo desses produtos, estudos sobre sua eficacia em organismos aquaticos
séo recentes (Bandeira Juntior et al., 2017).

Diante do exposto, sdo altamente encorajados estudos sobre tratamentos
alternativos na piscicultura, como os fitoterapicos, os quais vém sendo muito difundidos
mundialmente tanto para animais de producao quanto domésticos e humanos, devido seu

alto potencial antimicrobiano e baixa toxicidade.



2. Revisdo Bibliografica
2.1  Doengas bacterianas em peixes

A ocorréncia de doengas em organismos aquéaticos vem aumentando anualmente
e causando danos severos a aquicultura, comprometendo negativamente o ambiente,
ocasionado reducdo da renda e inseguranca alimentar. Estudos apontam que a ocorréncia
desses patdgenos em paises em desenvolvimento seja responsavel por 50% das perdas na
producdo, gerando um prejuizo econdmico anual de cerca de seis bilhdes de dolares (Rico
etal., 2012; Martins et al., 2019).

A intensificacdo da producdo aliada a manejos incorretos, descontrole da
producdo e qualidade inapropriada da agua, tem ocasionado o surgimento de doencas,
principalmente de origem bacteriana, as quais provocam lesfes muitas vezes irreversiveis
e uma taxa elevada de mortalidade (Tavares-Dias 2011; Bagum et al. 2013).

As bactérias que acometem 0s peixes sdo consideradas oportunistas, e encontra-
se comumente presentes na dgua e microbiota dos animais saudaveis, acometendo-os em
situacBes de estresse (Leira et al., 2016). Dentre as bactérias de importancia para a
piscicultura, as mais comumente identificadas sdo as do grupo das Aeromonas maveis,
com destaque para a Aeromonas hydrophila (Sebastido et al., 2015), Streptococcus
agalactiae (Figueiredo & Leal 2008), Francisella noatunensis subsp. orientalis (Soto et
al., 2009), Flavobacterium columnare (Pilarski et al., 2008), Edwardsiella tarda
(Acharya et al., 2007).

Uma questdo importante a ser ressaltada é que a microbiota dos peixes € idéntica
a microbiota da agua em que esté inserido, 0 que tem provocado o aumento crescente do
namero de géneros bacterianos encontrados nos peixes, devido a qualidade da agua
inadequada, principalmente dos rios, que estd cada vez mais poluida pelo aporte de
efluentes domésticos e industriais, tornando os peixes hospedeiros acidentais de bactérias

potencialtamente patogénicas tanto para animais quanto para humanos (Oras et al., 2015).

2.2  Patdgenos de interesse em saude publica

A ocorréncia de patégenos considerados zoonéticos em peixes tem se tornado
cada vez mais comum e pode apresentar riscos significativos a saude das pessoas. Os
coliformes termotolerantes, Enterococcus, Clostridium perfringens e Staphylococcus spp.
(Harwood et al., 2005), Salmonella, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes,
Acinetobacter spp., Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (Wogu & Maduakol, 2010)

sdo exemplos de patdgenos que acometem humanos severamente e estdo sendo
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encontrados em organismos aquaticos. Essa incidéncia reflete as condi¢des inadequadas
do ambiente de criagdo, como utilizacdo de aguas com contaminagdo fecal para a
producao.

Uma agua de boa qualidade é primordial para uma producao rentavel de peixes,
em qualquer fase da criacdo, portanto, aguas poluidas, principalmente por esgotos
domesticos, efluentes industriais ou fontes dispersas ndo localizadas comprometem
significativamente a producdo de espécies aquaticas e a salde publica (Machado et al.,
2009).

As bactérias potencialmente patogénicas aos humanos e que podem estar
presentes no ambiente de criacdo ou até mesmo nos peixes (portadores assintomaticos),
ndo demonstram sinais clinicos caracteristicos, sendo facilmente confundidas com
bactérias de ocorréncia comum na piscicultura, sendo observado nos peixes sinais de
letargia, inapeténcia, isolamento do cardume, mortalidades esporadicas, melanose ou
hemorragia na superficie corporal. Todavia, essas bactérias em contato com humanos seja
através de contato tdpico direto e manipulacdo com feriadas abertas, ou mesmo com a
ingestdo de pescado cru ou mal cozido, podem ocasionar danos severos, inclusive com
risco de morte (Huss et al., 2000; Butt et al., 2004).

2.3 Klebsiella pneumoniae

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, a Klebsiella pneumoniae é uma bactéria
Gram-negativa, ndo movel, encapsulada, podendo sobreviver em diversos ambientes,
incluindo solos e ambientes aquaticos (Friedlander, 1882 & Merino et al., 1992). E um
patdgeno oportunista que compde naturalmente a microbiota do trato gastrointestinal de
humanos e animais saudaveis (Podschun & Ullmann 1998) e esté associado a infecgdes
extra-intestinais, como por exemplo infec¢bes no trato urinario, cistite, pneumonia,
infeccOes de feridas cirdrgicas, endocardite e septicemia (Navon-Venezia et al., 2017).
Pessoas infectadas pela bactéria em hospitais tém demonstrado como principais sintomas
0 aparecimento de abscessos hepaticos (Mclver & Janda, 2008), associados com outras
lesGes, como embolia pulmonar, meningite piogénica e endoftalmite (Cheng et al., 1991,
Chang et al., 1995;Wang et al., 1998).

A ocorréncia da infeccdo por Klebsiella pneumoniae ocorre pelo rompimento das
barreiras imunologicas e pelo comprometimento das células de defesa (Zhang et al.,

2000).Tem carater emergente pelo aumento no numero pessoas com infecgdes graves



provocada por ela principalmente no ambiente hospitalar e pela auséncia de tratamentos
eficazes, devido ao surgimento de cepas altamente virulentas (Navon-Venezia et al.,
2017), que contém genes capazes de codificar a producdo de enzimas tornando os
antimicrobianos ineficazes, devido as alteragdes estruturais que a bactéria provoca na
molécula (Lee et al., 2017; Lam et al., 2018).

2.4 Tratamentos comumente utilizados no tratamento de doencas na piscicultura

A utilizacdo de produtos veterinarios para o tratamento de doengas em alguma
fase da producdo é comum na piscicultura (Vallad&o et al, 2015), sendo utilizados para
reduzir a carga de patdgenos existentes nos animais devido a sua rapida acdo (Burka et
al., 1997).

Mundialmente, o uso de antimicrobianos na producdo animal tem aumentado
significativamente, com projecdo de crescimento de 67% até 2030, equivalente a 82,1
toneladas, sendo o Brasil um dos paises com maior estimativa de consumo (Van Boeckel
etal., 2015).

No Brasil, existe apenas dois antimicrobianos licenciados para uso na aquicultura,
o florfenicol e a oxitetraciclina (Sindan, 2018). Devido a caréncia de produtos licenciados,
a pratica errbnea de se utilizar produtos ndo licenciados torna-se cada vez mais comum.
Dentre os produtos mais utilizados em todo mundo para o controle de patégenos em
organismos aquaticos, destacam-se o cloreto de sodio em altas concentraces,
permanganato de potassio, azul de metileno, formaldeido, verde malaquita, sulfato de
cobre, triclorfon, e os antimicrobianos, tetraciclina e eritromicina (Maximiano et al.,
2005). Assim, a utilizacdo de antimicrobianos na producdo animal de forma
indiscriminada e sem critérios tem contribuido para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, contaminacdo ambiental (Regitano et al., 2010) e consequentemente a

gualidade inadequada do pescado (Pilarski et al., 2008).

2.5  Uso de fitoterapicos no tratamento de doencas de peixes

A utilizagdo excessiva de antimicrobianos tem gerado ndo sO resisténcia
bacteriana, mas acumulo de residuos nos peixes e no ambiente aquatico (Bandeira Junior
et al., 2017), pontuando a necessidade de medidas alternativas que visem solucionar esta
problematica. Diante do exposto, a utilizagéo de fitoterapicos, que sdo medicamentos a
base de plantas medicinais, utilizados no controle de doengas vem ganhando forca ao



longo dos anos. Além de ser utilizado no tratamento de patdgenos, também séo fornecidos
aos animais como imunoestimulantes, melhorando a resisténcia a doengas e prevenindo
infeccdes (Dugenci et al., 2013).

Sabe-se que as plantas possuem uma ampla variedade de constituintes metabolicos
e fitoquimicos, que atuam contra diferentes doencas (Pandey & Madhuri, 2010;
Ravikumar et al., 2010) e sua ac&o esté associada a quantidade de seus componentes, visto
que os de menor quantidade exercem atividade sinérgica com os componentes principais
ou majoritarios (Paster et al., 1995).

A utilizacdo desses compostos como alternativa para o tratamento de doencas em
peixes estd amplamente relacionada as suas acfes antioxidantes e efeitos anti-
inflamatorios (Zahn et al., 2019).

3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Estudar a patogénese da Klebsiella pneumoniae em tilapia-do-Nilo infectadas
experimentalmente, bem como avaliar potenciais métodos de controle desta bactéria na

piscicultura.

3.2  Especificos

- Identificar e caracterizar o agente causador de mortalidades em tilapias-do-Nilo na
piscicultura;

- Estudar a patogénese de Klebsiella pneumoniae em tilapia-do-Nilo atraves do Postulado
de Koch e das possiveis alteracGes causadas pela bactéria nos 6rgédos internos dos peixes
através de analise histopatoldgica;

- Avaliar a eficécia in vitro de diferentes 6leos essenciais no tratamento da Klebsiella

pneumoniae;
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Resumo

O setor de producdo aquicola vem em crescimento ao longo dos anos, com a producéo de
varias espécies de peixes, como a tilapia-do-Nilo (oreochromis Niloticus), quinta espécie
mais produzida no mundo, e a principal espécie produzida no Brasil, com valores de
producdo superiores a 311 mil toneladas, em sistemas cada vez mais intensivos.
Entretanto, a atividade pode ser altamente estressante para os peixes, devido a elevada
densidade de estocagem, manejos constantes, alimentacdo inapropriada e qualidade
inadequada da agua, favorecendo o surgimento de doencas, principalmente de origem
bacteriana. Desta maneira, este estudo teve por objetivo identificar e caracterizar o agente
causador de mortalidades em tilapia-do-Nilo oriundas de uma piscicultura comercial,
localizada no estado de Sdo Paulo, que apresentavam hemorragias subcultaneas,
sangramento urogenital e ascite. A bactéria, oriunda de peixes doentes foi isolada,
identificada, caracterizada molecularmente através do sequenciamento parcial do gene
16S rRNA e inoculada intracelomaticamente (107 UFC/mL) em peixes sadios para estudo
da patogénese. Os peixes foram monitorados durante 15 dias, e os sinais clinicos e a taxa
de mortalidade avaliados diariamente. A identificacdo das estirpes apresentou identidade
superior a 98% com Klebsiella pneumoniae. A infeccdo experimental evidenciou nos
peixes 0s mesmos sinais clinicos observados nos animais estavam morrendo na
piscicultura.Com relacdo a histopatologia dos principais Orgdos, esta evidenciou
degeneracéo hidropica e gordurosa no figado, presenca de centros de melanomacré6fagos
no baco e rim, edema difuso, atrofia das vilosidades e fusdo no intestino delgado. Ja nas
branquias foi observada hiperplasia nas lamelas secundarias e edema. Este estudo é o
primeiro a descrever a patogénese de K. pneumoniae em juvenis de tilapia no Brasil, e
reforca a importancia de diagnostico microbiolégico em surtos que ocorrem nas
pisciculturas, uma vez que essa bactéria provoca sinais clinicos semelhantes a outras
bactérias patogénica para peixes, todavia, € um potencial risco para a saude publica,
especialmente para consumidores e manipuladores de pescado.

Palavras-chave: aquicultura, Oreochromis niloticus, bactéria, infec¢do, Klebsiella
pneumoniae, zoonose, saude publica.

18



1. Introducéo
A aquicultura destaca-se como o setor de producao animal com os maiores indices

de expansédo ao longo dos anos, denotando uma taxa crescimento anual de 8%. Dentre a
diversidade de peixes produzidos, a tilapia-do-Nilo destaca-se como a segunda espécie
mais produzida no mundo (FAO, 2018), e a principal espécie produzida no Brasil, com
valores superiores a 311 mil toneladas, nos diferentes sistemas de producgéo (IBGE,
2019).

Entretanto, a intensificacdo da producéo de tilapia no Brasil ocorre principalmente
em tanques-rede, devido ao grande nimero de rios, represas e reservatorios publicos e
privados, localizados em todos os estados, onde ndo ha possibilidade de controlar a
qualidade da dgua. A presenca constante de aves e descarga de efluentes tanto de origem
industrial quanto doméstico nos corpos d"agua, propiciam maior risco de contato dos
peixes com bactérias potencialmente patogénicas presentes no ambiente. Estas situacdes
tém provocado um aumento significativo no numero e diversidade de bactérias
encontradas nos peixes, incluindo bactérias até entdo consideradas ndo patogénicas para
esses organismos.

A presenca de enterobactérias zoondticas em peixes representa riscos
significativos para humanos. Dentre os enteropatdgenos, Acinetobacter spp., Citrobacter
freundii, Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Klebsiella oxytoca Klebsiella
pneumoniae, Raoultella terrigena e Salmonella, sdo as que representam maior risco a
salde publica, devido a ampla distribuicdo na natureza, podendo ser encontradas em
diversos ambientes, incluindo os aquéticos, sendo associadas a contaminacdo fecal
(Wogu & Maduakol, 2010; Haenen et al., 2013).

O género Klebsiella subdivide-se em varias espécies, entre elas K. pneumoniae,
K. oxytoca, K. planticola, K.variicola, K. granulomatose, K. mobilis, K. granulomatose,
K. mobilis, K. ornithinolytica e K. trevisanii (Euzéby, 1997; Drancourt et al., 2001).
Dentre essa diversidade de especies, K. pneumoniae se destaca mundialmente como um
dos principais patogenos emergentes (Janda & Abbott, 2005; Sunilkumar Biradar &
Roopa, 2015).

Todavia, até 0 momento poucos relatos foram descritos sobre a patogenicidade K.
pneumoniae para organismos aquaticos, como na India, Califérnia, (EUA) e na Nova
Zelandia, em sargo japonés, Nemipterus japonicus, ledo marinho, Zalophus californianus,
peixe palhaco, Amphiprion nigripes, tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus e duas

espécies de carpa, Carpa rohu, Labeo rohita e Carpa comum, Cyprinus carpio (Al-
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Imarah, 2008; Jang et al., 2010; Diana & Manjulatha 2012; Takyi et al., 2012; Oliveira et
al., 2014; Roe et al., 2015; Gopi et al., 2016; Das et al., 2018; Whitaker et al., 2018).

A identificacdo e prevaléncia de K. pneuminiae na produgdo de animais aquaticos
e sua capacidade de causar infeccdes severas denotam a importancia de estuda-lo, afim
de evitar o comprometimento da saude dos animais. Além disso, é importante fazer a
identificacdo e caracterizacdo correta, uma vez que, a bactéria ndo é comumente
encontrada em organismos aquéticos e os sinais clinicos provocados nos peixes doentes
sdo semelhantes aos expressos por outras bactérias.

Muitas vezes, pela auséncia de diagnosticos ou diagndsticos inconclusivos e/ou
errdneos, podem comprometer o tratamento adequado, aumentar o indice de resisténcia
aos antimicrobianos e propiciar perdas significativas na producao, e possiveis o risco a
salde dos manipuladores e consumidores de pescado. Assim, este estudo teve como
objetivo identificar e caracterizar o agente etiolégico de infeccdes, morbidade e
mortalidade em juvenis de tilapia-do-Nilo, oriundos de piscicultura comercial do estado
de Séo Paulo, e estudar a patogénese da bactéria.

2. Material e Métodos

Todos os procedimentos com o0s animais seguiram os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal, sendo que o estudo foi aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias (FCAV) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Jaboticabal, S&o
Paulo, Brasil (protocolo n° 017663/18).

2.1  Isolamento e identificacdo de estirpes de Klebsiella pneumoniae

Juvenis de tilapia-do-Nilo com peso médio de 32+6g (n=10), provenientes de
piscicultura comercial localizada no estado de S&o Paulo, Brasil, com hemorragias
subcultaneas, sangramento urogenital e ascite foram devidamente eutanasiadas por
aprofundamento do plano anestésico em solucdo alcodlica de benzocaina (Sigma-
Aldrich, Brasil) em concentracdo equivalente a 100 mg/L. Posteriormente, 0s peixes
foram lavados com agua corrente e desinfetados com alcool a 70% para a realizagdo do
isolamento bacteriano em cabine de seguranca bioldgica (Bio Seg®12, Veco, Sio Paulo,
Brasil).
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Amostras de rim, baco e figado foram coletados e semeados em agar BHI (Brain
Heart Infusion, Himedia, India) e incubados a 37°C por 48 horas em estufa de
crescimento (Quimis®, S&o Paulo, Brasil).

Apols o periodo de incubacdo, colonias foram selecionadas e repicadas para
obtencdo de pureza, transferéncia das estirpes para caldo BHI com glicerol a 15% e

armazenadas em ultrafreezer a -80°C.

2.2  ldentificacdo bacteriana

Os isolados bacterianos foram identificados molecularmente pelo sequenciamento
do gene 16S rRNA. As reacdes foram realizadas por PCR direto da colonia conforme
protocolo descrito por Sebastido et al. (2015), utilizando os primes
(27F 5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3' ¢ 1492R 5'GGTTACCTTGTTACGACTT
3"). O produto de PCR obtido foi analisado em gel de agarose 1,5% corado com Nancy®
(ThermoFisher, CA, EUA). Os géis foram visualizados em luz UV, por meio de um
sistema de imagem ChemiDoc MP (Bio-Rad).

O sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). A sequéncia obtida teve sua leitura realizada o programa
Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation) e visualizada no programa BioEdit Sequence
Alignment  Editor (versdo 7.25). Por meio da ferramenta BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PRORGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK _LOC=blasthome), a sequencia foi comparado com as existentes no

GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

2.3  Teste de hipermucoviscosidade

A anélise das estirpes bacterianas com relacdo a formacdo ou ndo de muco foi
realizada através da inoculagdo das mesmas em &agar Mueller Hinton (Oxoid Ltd.) e
incubagdo em estufa de crescimento (Quimis®, S&o Paulo, Brasil) a 37°C durante 24
horas. Posteriormente, com o auxilio de uma al¢a de platina as col6nias bacterianas foram
tocadas e levantadas a fim de verificar a formacdo de muco filamento > 5 mm que as

classificam como hipermucoides (Wiskur, et al., 2008).

2.4 Infeccdo experimental
Juvenis de tilapia-do-Nilo saudaveis (n=20), com peso médio de 48+4g foram

distribuidas em caixas experimentais com capacidade para 200 L de 4gua, com aeracao
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e renovacdo continua e aclimatadas por um periodo de 10 dias. Os peixes foram
alimentados duas vezes ao dia com racdo comercial (Presence®, Sdo Paulo, Brasil)
contendo 32% de proteina bruta. Apds o periodo de aclimatacdo, os peixes foram
divididos em dois grupos, identificados como G1 (10 peixes para o grupo controle), os
quais receberam injecdo intracelomatica com PBS e G2 (10 peixes), que foram
inoculados intracelomaticamente com K. pneumoniae.

Uma das sete cepas de K. pneumoniae identificadas no isolamento bacteriano
foi selecionada para utilizacdo no estudo da patogénese, onde a mesma foi semeada em
agar BHI (Brain Heart Infusion, Himedia, India) pela técnica do esgotamento em estrias
e incubada a 37°C por 48 horas em estufa de crescimento (Quimis®, S&o Paulo, Brasil).

As colbnias isoladas foram coletadas com o auxilio de uma al¢a de platina e
suspendidas em tubos de ensaio contendo 45 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion,
Himedia, India) e incubadas a 37°C por 24 horas. Ap6s o0 crescimento bacteriano,
foram centrifugados (3000 g/ 4 °C / 10min) para formacdo de pellets. O sobrenadante
foi descartado e os pellets foram suspendidos em PBS previamente esterilizado. O
procedimento foi repetido duas vezes, e o sedimento resultante foi diluido em PBS
estéril, até atingir a densidade optica (OD) desejada (2100 Espectrofotdmetro Unico,
Japéo) em absorbancia de 600nm (OD600). A concentracdo utilizada foi determinada
em estudo prévio de dose letal (DL50%) em que O (controle PBS) e 0,600
correspondente a 10’ UFC/mL para a referida cepa.

Posteriormente 0s peixes foram anestesiados em solucdo alcoolica de
benzocaina (Sigma-Aldrich, Brasil) em concentracdo equivalente a 100 mg/L e
inoculados intracelomaticamente com 0,1mL da solugdo bacteriana por grama de peso
do animal. Os peixes do grupo controle (G1) foram inoculados intracelomaticamente
com PBS nas mesmas condi¢bes do grupo inoculado com a bactéria. A avaliacdo dos
sinais clinicos, alteragcbes comportamentais e taxa de mortalidade foram avaliadas
quatro vezes ao dia durante trinta dias consecutivos.

Os animais recém-mortos foram coletados, necropsiados e o rim cranial, baco e
figado retirados para o reisolamento bacteriano e confirmagdo da mortalidade por K.
pneumoniae.

Durante o periodo experimental, as variaveis limnoldgicas da agua, mensuradas com
auxilio de uma sonda multipardmetro Horiba U-50® (Jap&o) se mantiveram dentro do

recomendado para o conforto e bem estar dos peixes, com a concentracdo de oxigénio
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dissolvido na agua em torno de 7,2 £ 0,16 mg/L, temperatura de 28,73+1,28, pH de
7,82+0,14 e condutividade elétrica de 171,3£2,55.

2.5  Analises histopatoldgicas

As tilapia-do-Nilo recém-mortas foram removidas das caixas experimentais,
necropsiadas e tiveram as branquias, figado, rim, baco e intestino coletados e fixados em
formalina 10% por 24 horas e transferidos para alcool 70% até o processo de inclusdo em
parafina e coradas em hematoxilina e eosina para analise de alteracdes nos 6rgdos,

conforme protocolo descrito por Deivasigamani, (2007).

3. Resultados
3.1 Isolamento e identificacdo de estirpes de K. pneumoniae

As coldnias bacterianas obtidas nas placas contendo agar BHI eram
morfologicamente idénticas e apresentaram-se em grande quantidade nas placas. A
coloracdo de Gram evidenciou a presenca de bactérias Gram-negativas, em forma de
bastonetes e catalase positiva. Nos peixes, 0s principais sinais clinicos observados foram
a presenca de liquido na cavidade celomatica, exoftalmia, Orgdos friaveis e

esbranquicados, hemorragia em toda a superficie corporal, conforme a figura 1.

Figura 1. Sinais clinicos identificados em tilapia inoculada intracelomaticamente com K.
pneumoniae [A] Hemorragias na superficie corporal, [B] Acumulo de liquido no estomago (seta),
rim fridvel (*), [C] Branquias palidas e lamelas branquiais comprometidas [D] Exoftamia ocular
hemorréagica.
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As analises microbioldgicas realizadas permitiram o isolamento de bactéria com
caracteristica de K. pneumoniae em sete dos dez animais amostrados, denominadas de
KP01D, KP02D, KP03D, KPO4D, KP05D, KP0O6D e KPO7D. A identificagdo pelo
sequenciamento parcial do gene 16S comprovou que os sete isolados eram de K.
pneumoniae, apresentando valores de identidade > 98% de similaridade e 100% de

cobertura.

3.2 Fendtipos de hipermucoviscosidade

Nenhuma cepa apresentou carateristicas de hipermucoviscosidade.

3.3 Infeccéo experimental

As mortalidades iniciaram no segundo dia apdés a inoculacdo da bactéria e foi
estabilizada no sétimo dia, totalizando cinco animais mortos, equivalente a 50% dos
animais, conforme demonstra o grafico de mortalidade (Figura 2). As tilapias do G2
(Injecdo com suspensdo bacteriana) apresentaram infeccdo moderada a severa em toda a
superficie corporal, e 0 G1 (Injecdo com PBS) ndo apresentou mortalidades, alteracdo
comportamental ou sinal clinico caracteristico da bactéria, garantindo o controle de saude
dos animais.

Apesar dos sinais clinicos observados nos peixes inoculados com a bactéria, como
hemorragia em toda a superficie corporal, 0s peixes continuaram a nadar e se alimentar
normalmente. As mortalidades ocorreram subitamente. Os animais foram monitorados
diariamente, quatro vezes ao dia, durante 30 dias pds-infeccdo, mesmo ocorrendo
estabilidade da mortalidade para avaliacdo de sinais clinicos ou comportamentais tardios,

que ndo ocorreram nesse estudo.

As anélises microbioldgicas realizadas permitiram o isolamento de bactéria com
caracteristica de K. pneumoniae em sete dos dez animais amostrados, denominadas de
KP0O1D, KP02D, KP03D, KPO4D, KP05D, KP0O6D e KPO7D. A identificacdo pelo
sequenciamento parcial do gene 16S comprovou que os sete isolados eram de K.
pneumoniae, apresentando valores de identidade > 98% de similaridade e 100% de

cobertura.

3.2  Fendtipos de hipermucoviscosidade

Nenhuma cepa apresentou carateristicas de hipermucoviscosidade.
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3.3 Infeccéo experimental

As mortalidades iniciaram no segundo dia apds a inoculagdo da bactéria e foi
estabilizada no sétimo dia, totalizando cinco animais mortos, equivalente a 50% dos
animais, conforme demonstra o grafico de mortalidade (Figura 2). As tilapias do G2
(Injecdo com suspensao bacteriana) apresentaram infeccdo moderada a severa em toda a
superficie corporal, e 0 G1 (Injecdo com PBS) ndo apresentou mortalidades, alteracdo
comportamental ou sinal clinico caracteristico da bactéria, garantindo o controle de saude
dos animais.

Apesar dos sinais clinicos observados nos peixes inoculados com a bactéria, como
hemorragia em toda a superficie corporal, 0s peixes continuaram a nadar e se alimentar
normalmente. As mortalidades ocorreram subitamente. Os animais foram monitorados
diariamente, quatro vezes ao dia, durante 30 dias pos-infeccdo, mesmo ocorrendo
estabilidade da mortalidade para avaliacdo de sinais clinicos ou comportamentais tardios,

que ndo ocorreram nesse estudo.
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Figura 2. Curva de mortalidade de tilapia-do-Nilo apés infeccdo com K. pneumoniae. Linha

verde indica a mortalidade do grupo desfiado com a bactéria e a linha azul o grupo controle.
Os peixes recém-mortos, necropsiados e avaliados internamente, demonstraram

acumulo de liquido na cavidade celomética, presenca de gas no estbmago, rim, baco e

figado fridveis e esbranquicados, além de lesGes nas branquias. Apds a finaliza¢do do
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desafio experimental, pdde-se caracterizar a bactéria K. pneumoniae como patogénica

para a tilapia.

3.4  Analises histopatoldgicas

A histopatologia do principais érgdos evidenciou degeneracdo hidropica e gordurosa
no figado, (Figura 3A e 3B), a presenca de centros de melanomacrofagos no bago e no
rim (Figura 3C e 3D), hiperplasia e edema difuso nas branquias (Figura 3E) e alteracOes
no intestino delgado, como edema difuso, atrofia e fusdo das vilosidades (Figura 3F).
Outras alteracBes macroscOpicas foram observadas, como figado, ruim e baco

apresentaram-se fridveis e com volume aumentado.

Figura 3. Alteracdes histol6gicas identificadas por setas observadas em tilapia inoculada
intracelomaticamente com K. pneumoniae [A]Figado com degeneragdo hidrépica difusa, [B]
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Figado com degeneracdo gordurosa difusa. Acimulos de centro de melanomacréfagos no bago
[C] e no rim [D]. Presenca de hiperplasia (seta) e edema (*) difusos nas branquias [E] e presenca
de edema difuso, atrofia e fusdo das vilosidades no intestino delgado. Coloragdo com
Hematoxilina e & Eosina.
4. Discusséo

A bactéria K. pneumoniae € reconhecida na medicina humana devido a elevada
prevaléncia no ambiente nosocomial, causando pneumonia, infeccdo urinéria e
septicemia em neonatos e pessoas imunossuprimidas, sendo relacionada a taxas elevadas
de morbimortalidade, por isso seu monitoramento deve ser constante (Azevedo et. al.,
2019), entretanto, recentemente este patdgeno vem sendo descrito em organismos
aquéticos, como no ledo marinho, Zalophus californianus (Jang et al., 2010), sargo
japonés, Nemipterus japonicus (Diana & Manjulatha 2012), carpa comum, Cyprinus
carpio (Takyi et al., 2012), carpa rohu, Labeo rohita (Das et al., 2018), peixe palhaco,
Amphiprion nigripes (Gopi et al., 2016) e tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Al-
Imarah, 2008; Oliveira et al., 2014), a segunda espécie mais produzida mundialmente,
apresentando sinais clinicos como intensa hemorragia por toda a superficie corporal, areas
de descoloracdo na pele e exolftalmia (Oliveira et al., 2014; Das et al., 2018). No Brasil
este patdgeno foi isolado em pele e cavidade oral de tilapia-do-Nilo em reservatdrios
situados no estado do Ceara. Lima Jr. et al., (2016).

Este estudo permitiu o isolamento de K. penumoniae em sete dos dez juvenis de
tilapia-do-Nilo amostrados como agente etioldgico da doenca, onde, na piscicultura, estes
animais apresentavam mortalidade diaria, presenca de hemorragia subcutanea,
sangramento urogenital e ascite, sinais clinicos comumente observados em varias
enfermidades bacterianas, o que pode levar a erros de diagndstico e falhas terapéuticas.

O isolamento desta bactéria em peixes de producao é extremamente relevante por
se tratar de um patdgeno que causa doencas em humanos e ser altamente resistente a
varios agentes antimicrobianos devido a possibilidade de cepas produtoras da enzima
betalactamase, que degrada os antimicrobianos betalactdmicos, correspondentes a uma
classe amplamente empregada no tratamento de infeccdes graves.

A possivel causa da infeccdo de peixes pela bactéria esta relacionada ao fato desta
ser encontrada em diferentes ambiente e fazer parte da microbiota do solo e corpos de
agua (Oliveiraetal., 2014; Sharif et al., 2018). No Brasil, como a maior parte da producéo
de tilapia é realizada em tanques-rede de pequeno, médio e grande volume, localizados

em represas, rios e bracos de rios, o despejo ilegal de efluentes tanto doméstico como
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industrial nesses ambientes € comum, o que possivelmente esta causando a contaminacao
dos peixes de producdo por estes estarem mais estressados e imunossuprimidos (Leira et
al., 2016) devido a producdo intensiva, permitindo que estes passem a albergar um grande
numero de patdgenos pouco conhecidos na piscicultura.

Para avaliar ou comprovar a patogenicidade desta bactéria em juvenis de tilapia-
do-Nilo proveniente de piscicultura comercial foi realizado um desafio experimental com
cepa homdloga da bactéria. Apo6s a inoculacdo experimental em peixes saudaveis, foi
possivel relatar que a bactéria é patogénica, sendo possivel classificar a infeccdo como
moderada a severa, com elevada taxa de mortalidade até o sétimo dia pos-inoculacéo. Os
peixes inoculados apresentaram como principal sinal clinico hemorragia em toda a
superficie corporal, todavia, mesmo assim 0s animais continuaram a nadar e se alimentar
normalmente. Resultados semelhantes foram obtidos por Gopi et al., (2016) apds
inoculacdo da bactéria em Amphiprion nigripes.

Na necropsia dos peixes inoculados com a bactéria foi possivel observar varias
alterac6es, como rim, baco e figado friaveis e com volume aumentado, corroborando Das
etal., (2018), que evidenciaram os mesmos sinais clinicos no postulado de Koch realizado
com esta bactéria em Labeo rohita.

Com relacdo as analises histopatoldgicas, podem-se observar vérias alteracdes nos
principais 6rgdos dos peixes ap6s inoculacdo com a bactéria. No figado, a principal
alteracdo observada foi a degeneracdo hidrdpica, que demonstra a incapacidade das
células em manter o balanco de sddio e potassio dentro de seu citoplasma e a degeneracgéo
gordurosa, que ocorre pela incapacidade do érgdo em metabolizar lipidios. Essas
alteracOes indicam lesdo no 6rgdo, devido a bactéria utilizada no experimento causar
doenca sistémica.

No baco e no rim, foi possivel observar a presenca de centros de melanomacrofagos.
Essas estruturas tém analogia primitiva com o0s centros germinativos de linfonodos de
aves e mamiferos (Ellis, 1980) e contém diferentes pigmentos, como a melanina,
hemossiderina, linpofucsina entre outros que podem auxiliar nos mecanismos de defesa
do hospedeiro (Brown & George, 1985). Assim, a presenca destes centros indica uma
resposta do organismo a agressdo causada pela inocula¢do bacteriana, uma vez que a
melanina, liberada ap0s a ruptura dos centros melanomacrofagos pode absorver ou
neutralizar radicais livres e agentes toxicos e produzir compostos bactericidas, como o
perdxido de hidrogénio (Wolke et al., 1985; Zuasti et al., 1998, Agius & Roberts, 2003;
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Steinel & Bolnick, 2017). Esses centros também foram observados no figado e no rim de
peixes infectados com Aeromonas hydrophila (Roberts, 1989).

O intestino delgado apresentou edema difuso, atrofia das vilosidades e fusé&o,
decorrentes da inoculacao da bactéria, causando falhas em seu funcionamento, uma vez
que tanto a atrofia quanto a fusdo das vilosidades resultam em menor area de absorcéo e
em menor aproveitamento dos alimentos. O edema também dificulta a funcionalidade
normal do 6rgéo, pois ha maior pressdo sobre as células. Alteracdes semelhantes também
foram descritas em Carpa Rohu (Labeo rohita) infectadas experimentalmente com
Aeromonas hydrophila (Anand Prasad et al., 2019).

Nas branquias foi observada hiperplasia nas lamelas secundarias e edema difuso.
Essas alteragdes atuam como um mecanismo de defesa do 6rgao em resposta a inoculagao
bacteriana, todavia, essas alteracfes provocam aumento da disténcia entre as células
epiteliais e os capilares sanguineos, com prejuizo as trocas gasosas e a osmorregulacao,
essenciais a sobrevivéncia dos peixes (Davies et al., 2018). Essas alteragdes sdo comuns
em infec¢Oes bacterianas, como demonstrado em bagres africanos (Clarias gariepinus)
infectados por Aeromonas hydrophila (Najiah et al., 2014).

Este é o primeiro estudo que demonstra a patogenicidade da K. pneumoniae para
tildpia-do-Nilo no pais, reforcando a importancia da realizacdo de um diagndstico
laboratorial acurado nos surtos de doencas que ocorrem na piscicultura, principalmente
em peixes produzidos em tanques-rede, pois bactérias presentes na agua ou no solo dos
rios, ou mesmo em efluentes podem causar surtos de morbidade e mortalidade elevada
nos peixes, além de colocar em risco & saude dos trabalhadores da piscicultura e dos
consumidores de pescado. Outro ponto chave do diagndstico correto de infeccBes na
piscicultura é o tratamento correto que sera realizado, dificultando a disseminacdo de
resisténcia bacteriana e a poluicdo dos corpos d’agua, torando a aquicultura mais

sustentavel e segura.
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CAPITULO 3
Avaliacao in vitro do potencial antimicrobiano de 6leos essenciais contra Klebsiella
pneumoniae isolada de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)
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Resumo

Este estudo avaliou in vitro o efeito antibacteriano e a atividade hemolitica dos dleos
essenciais (OEs) de artemisia (Artemisia vulgaris), bergamota (Citrus bergamia), cedro
(Cedrela fissilis), citronela (Cymbopogon winterianus), copaiba (Copaifera langsdorffii),
eucalipto (Eucalyptus), eucalipto citriodora (Corymbia citriodora), gengibre (Zingiber
officinale), geranio (Pelargonium peltatum), horteld-pimenta (Mentha X piperita),
manjericdo (Ocimum basilicum), melaleuca (Melleuca alternifolia), olibano (Boswellia
carterii), petitgrain (Citrus aurantium), tomilho (Thymus vulgaris), ylang ylang
(Cananga odorata), e dos antimicrobianos florfenicol (FFC), oxitetraciclina (OTC)
contra sete cepas de Klebsiella pneumoniae isoladas de tilapia-do-Nilo. Os testes foram
realizados através de micro diluigdes em placas de Elisa com concentra¢Ges variando de
4% a 0,00781% para os dleos e de 256 a 0.0075 pg.mL™ para os antimicrobianos, para
determinar a Concentracdao Minima Inibitoria (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida
(CMB) por plaqueamento e incubacéo a 28°C por 24h. Os resultados demonstraram que
0 Oleo essencial de tomilho foi o composto que demonstrou maior atividade contra a
bactéria, com a CMI e o CMB variando de 1,25 pg mL™? a 2,5 pg mL™. O OE de
melaleuca apresentou CMI e CMB de 10 pg mL?* em 100% das cepas. Os OEs de
eucalipto, artemisia, bergamota, ylang ylang, olibano e geranio também demonstraram
bons resultados contra a bactéria. Os antimicrobianos florfenicol (FFC), oxitetraciclina
(OTC) néo apresentaram atividade contra as estirpes utilizadas no estudo. Dos oito OEs
que evidenciaram atividade contra as cepas, 0s componentes majoritarios do tomilho
foram o timol (53.3%) e o p-cimeno (20.8%), da melaleuca o 1- terpinen-4-ol (40.5%), y-
terpineno (19.7%) e a-terpineno (1.6%). A maioria dos 6leos ndo demonstrou ser toxico
no teste da destruicdo de hemacias (menor que 1%), com exce¢cdo da melaleuca, que
demostrou valores de comprometimento hemolitico superiores a 33%. Concluimos assim
a eficacia e seguranca de oito dos 16 dleos essenciais testados, caracterizando-0s como
promissores para o tratamento da K. pneumoniae.

Palavras-chave: Aquicultura, Bacteriose, Fitoterapico, Klebsiella pneumoniae,
Tratamento, Oleo essencial
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1. Introducéo

A intensificacdo da aquicultura tem desencadeado o surgimento de diversas
doencas, principalmente de origem bacteriana, representando uma grande ameaca a
continua expansédo da atividade aquicola. O surgimento dessas doencas em alguma das
fases da producdo animal tem se tornado cada vez mais comum, sendo necessario o uso
frequente de produtos quimicos e veterindrios ndo s no tratamento, mas também na
prevencdo dessas doencas. Essa estratégia vem sendo adotada para evitar a disseminagao
de patdgenos para todo o plantel, uma vez que, 0s sistemas intensivos, associados a fatores
negativos, propiciam a infeccdo nos hospedeiros (Valladao et al., 2015).

O numero de patégenos que acometem 0s organismos aquaticos tem aumentado
anualmente, dentre eles, surtos de bacterioses, principalmente pela localizacdo dos
tanques-redes, que estdo dispostos em rios, bracos de rios ou represas e sujeitos a
contaminacdo por efluentes, tanto de origem domeéstica quanto industrial ou producéo de
animais em seu entorno, torando os peixes um reservatdrio de novas bactérias.

Dentre as bactérias que merecem destaque na aquicultura, encontra-se a Klebsiella
pneumoniae, emergente, altamente resistente a varios agentes antimicrobianos. Muitas
cepas sao produtoras da enzima beta-lactamase a qual degrada os antimicrobianos beta-
lactdmicos e também sdo reconhecidas na medicina humana por causarem infeccdo no
trato urinario, pneumonia e septicemia em humanos (Queenan & Bush, 2007; Azevedo et
al., 2019).

Quando um patégeno surge na piscicultura, rapidamente utiliza-se algum
antimicrobiano na tentativa de controlar a infec¢do. Todavia, como no Brasil existe
apenas dois antimicrobianos licenciados para uso na aquicultura, o florfenicol e a
oxitetraciclina (SINDAN, 2018), muitos piscicultores utilizam moléculas, aprovadas para
outras espécies animais, contribuindo significativamente para a problematica da
resisténcia bacteriana ou mesmo da contaminagdo do ambiente e do pescado (Okocha et
al., 2018).

Com toda essa problemética do aumento da resisténcia bacteriana, tanto em
humanos quanto em animais, e pelo acimulo de residuos no pescado e no ambiente
(Alderman & Hastings, 1998; Cabello, 2006; Bandeira Junior et al., 2017), a utilizacdo
de produtos naturais, como 0s 0leos essenciais de plantas na prevencéo ou no tratamento
de doencas em piscicultura vem sendo encorajada e difundida, com a descricdo de varios

resultados benéficos em varias espécies de peixes (Carson et al. 2006; Bakkali et al., 2008;
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Abd El-Galil and Aboelhadid, 2012; Valladéo et al., 2016; Costa et al., 2017; Valladao et
al., 2017; Majolo et al., 2018).

A maioria destes OEs possui componentes que atuam diretamente na parede
celular bacteriana, provocando o processo de lise e bloqueio da sintese proteica e sintese
de DNA, além de interferir no mecanismo de sinalizacdo do patdgeno por sensoriamento
(Citarasu, 2010). Assim, este estudo teve como objetivo avaliar in vitro a atividade
antimicrobiana e a toxicidade de 16 6leos essenciais e dois antimicrobianos licenciados

contra K. pneumoniae.

2. Material e métodos
2.1  Cepas bacterianas

As cepas utilizadas no estudo, denominadas de KP01D, KP02D, KP03D, KPO4D,
KP05D, KP06D e KPO7D foram isoladas de tilapias-do-Nilo com sinais clinicos de
bacteriose e identificadas pela sequéncia do gene 16S rRNA.

2.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais de artemisia (Artemisia vulgaris), bergamota (Citrus
bergamia), cedro (Cedrela fissilis), citronela (Cymbopogon winterianus), copaiba
(Copaifera langsdorffii), eucalipto (Eucalyptus), eucalipto citriodora (Corymbia
citriodora), gengibre (Zingiber officinale), geranio (Pelargonium peltatum), hortel-
pimenta (Mentha x piperita), manjericdo (Ocimum basilicum), melaleuca (Melleuca
alternifolia), olibano (Boswellia carterii), petitgrain (Citrus aurantium), tomilho (Thymus
vulgaris), ylang ylang (Cananga odorata), foram fornecidos pela Phytoterapica® (S&o
Paulo, SP, Brasil) e os antimicrobianos Florfenicol (FFC), e Tianfenicol (TAF) da Sigma-
Aldrich® (S3o Paulo, SP, Brasil).

2.3 Perfil cromatogréfico

A caracterizacdo quimica dos EOs foi realizada por cromatografia gasosa (GC)
com detector de ionizagéo de chama (FID) usando um sistema Agilent HP 780A (Agilent
Technologies Inc., EUA) e confirmando com GC / espectrometria de massa, como
descrito por Baldin et al. (2013).

2.4 Concentracdo Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Bactericida (CMI
e CMB)
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A CMI foi determinada pelo método de microdiluicdo em caldo, como
recomendada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Os OEs
foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos em &gua destilada estéril para
atingir a concentragdo de 400 ug mL™? de solugdo antimicrobiana estoque. Para os
antimicrobianos, foi utilizada a metodologia descrita por Assane et al. (2019), os quais
foram dissolvidos em etanol a 95% (FFC), metanol a 100% (OTC), para produzir as
solugdes antimicrobiana-mée.

As bactérias foram repicadas em Agar Muller Hinton (BD, USA), incubadas a
28° C durante 24 h em estufa de crescimento (Quimis®, Sdo Paulo, Brasil). Apds este
periodo, 4 — 5 col6nias foram transferidas para solucdo salina (0,85% NaCl) ajustando a
densidade para 1 x 108 UFC mL™ em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
625 nm.

Apds a obtencdo da solucdo antimicrobiana-mée, 20 puL de cada uma foi retirado
e transferido para o primeiro pogo de uma placa padréo de 96 pocos contendo 180 pL de
meio de cultura e, em seguida, realizada uma dilui¢cdo em série de duas vezes (intervalo
de concentragdes: EOs, 20 - 0,078125 pug mL*; FFC e OTC, 64 - 0,125 pg mL1). A CMI
e a CMB foram realizadas em duplicata. Os pontos finais da CMI foram determinados
usando 0 método CMI padrao.

Em cada placa do teste foi reservada uma linha para o controle de qualidade, que
foi inoculada com uma cepa de E. coli ATCC® 25922TM, além do controle de qualidade
para 0 meio de cultura sob as mesmas condi¢6es. Todos os compostos foram testados em
duplicata e incubados a 28°C por 24h. Apos o periodo de incubagdo, foi realizada a leitura
das placas através da adicdo de 20 pL de cloreto de trifeniltetrazélio (CTT) (Sigma —
Aldrich®) em todos os pocos e incubadas por 15 minutos, conferindo a coloracio
vermelha apenas para pocos que continham bactéria. Nesse momento, a CMI foi
determinada. Apdés esta etapa, para a determinacdo do CMB, 10 pL foram retirados e
transferidos para placas de Petri contendo Agar Muller Hinton (BD, USA) e incubadas
nas mesmas condi¢Ges anteriores. Com presenca ou auséncia de crescimento, a

atividade bacteriana foi classificada como bactericida e bacteriostatica.

2.5  Analise da hemolitica dos OEs
A atividade hemolitica dos OEs foi monitorada através da incubacdo em tubos de
ensaio de uma suspensao de eritrocitos coletados de peixes saudaveis, em concentragoes

0 a 4% em PBS com dilui¢des seriadas dos OEs (0,2 - 100 um) e incubados por uma hora
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em estufa de crescimento ajustada a 37°C. As suspensdes foram centrifugadas (800 g por
5min) e a absorbancia das aliquotas (100 ul) do sobrenadante mensurada em leitora de
microplaca (540nm) (adaptado de Asthana, Yada e Ghosh, 2004). No controle positivo,
os eritrécitos foram incubados nas mesmas condi¢des com o composto Triton X-100 e 0
controle negativo com os mesmos volumes sé que com adicdo de PBS. Através dos
valores de absorbancia dos testes e controles foi possivel calcular o percentual de

hemolise conforme equacéo a baixo:

Hemadlise (%) = Absorbancia (OEs - Absorbancia (controle negativo) x (100)

Absorbancia (controle positivo) - Absorbancia (controle negativo)

3. Resultados
3.1 Cromatografia

O perfil cromatografico confirmou a identidade de todos os compostos presentes
nos OEs utilizados neste estudo. Dentre os oito OEs que evidenciaram atividade in vitro
contra a bactéria, o tomilho (Thymus vulgaris) apresentou como componente majoritario
o timol (53.3%) e 0 p-cimeno (20.8%) (Figura 1).

Carvacrol |je

Timol
Dehidroca.. =
a-terpineol =
Linalool  je—
p-cimeno
Limoneno &
Mirceno =

Canfeno ¢
a-pineno

0 10 20 30 40 50 60

Figura 1. Composi¢do quimica do 6leo essencial do Thymus vulgaris.
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Os constituintes majoritarios da melaleuca (Melleuca alternifolia) foram o 1-

terpinen-4-ol (40.5%), o y-terpineno (19.7%) e o o-terpineno (10%) (Figura 2).
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Figura 2. Composicdo quimica do 6leo essencial de Melleuca alternifolia.

L

41



Na composicdo do Artemisia (Artemisia vulgaris) foram identificados eucaliptol
(12,1%), e limoneno (14.2%), bergamota (Citrus bergamia) o acetato de linalila (33.1%)
e o linalool (10.7%). No eucalipto (Eucalyptus) foram identificados os componentes 1,8-
cineol (9.3%), limoneno (73%), no geranio (Pelargonium peltatum) o citronelol (47.0%),
formato citronelila (10.6%) e geraniol (10.1%). O olibano (Boswellia carterii) o a-pineno
(65.1%), p-cimeno (6.8%) e B-pineno (4.9%). Os principais componentes do ylang ylang
(Cananga odorata) foram o germacreno d (24.9%), B-cariofileno (19.8%) e o 3-farneseno
(10.2%).

2.5 Concentracdo Minima Inibitéria e Concentracdo Minima Bactericida (CMI e
CMB)

Dos 16 06leos essenciais testados, oito apresentaram atividade in vitro contra as
cepas de K. pneumoniae, sendo Thymus vulgaris o composto que demonstrou maior
atividade, com a CMI e 0 CBM denotando atividade bactericda variando de 1,25 pg mL"
1(57,14% dos isolados) a 2,5 pg mL™ (42,86%). A Melleuca alternifolia apresentou CMI
e CMB de 10 pg mL™ em 100% dos isolados, evidenciando seu potencial bactericida
contra os isolados. A CMI e a CMB do Eucalyptus e da Artemisia vulgaris foi de 20 pg
mL1,e também apresentam propriedades bactericidas. A CMI dos 6leos essenciais de
Citrus bergamia, Cananga odorata, Boswellia carterii e Pelargonium peltatum também
foi de 20 pg mL%, embora o CMB tenha sido maior que no intervalo de concentragio
testado, sendo os seus potenciais considerados bacteriostaticas (Tabela 1).

Na CMI do controle de qualidade realizado para as cepas de K. pneumoniae 0s
antimicrobianos ndo apresentaram atividade contra a bactéria (Tabela 1).

2.6 Atividade hemolitica dos OEs

A maioria dos OEs testados ndo lisaram as hemacias de peixe, isto €, ndo foram
toxicos. O Thymus vulgaris com CMI entre 1,25 pg mL™? e 2,5 pg mL* comprometeu
apenas 0,251472 e 0,26332% das hemacias. Ja a Melleuca alternifolia embora tenha
apresentado resultados positivos na CMI contra a bactéria (10 pg mL™) demostrou valores
de comprometimento hemolitico superiores a 33%, 0 que pode ser preocupante. Os 6leos
essenciais de Artemisia vulgaris, Boswellia carterii, Cananga odorata, Citrus bergamia,
Eucalyptus e Pelargonium peltatum que apresentaram valores de CMI equivalente a 20

g mL*?, e valores de CMB diferentes, demonstraram lise significativa das hemaécias,
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visto que, em ambas as concentracfes, os valores foram inferiores a 1%, como

demonstrado na Tabela 2.

3. Discusséo

A presenca de bactérias resistentes, no ambiente aquatico vem aumentando
anualmente em todo o mundo causando preocupacao e um alerta (Whitaker et al., 2018).
Assim, 0 uso de 6leos essenciais de plantas no controle de bactérias na piscicultura se
mostra uma alternativa promissora, como demonstrado em nosso estudo.

Neste estudo, dos 16 oOleos testados, o 6leo essencial de tomilho demonstrou, in
vitro, grande potencial para o controle de K. pneumoniae na tilapia corroborando estudos
que descreveram o potencial deste OE contra bactérias, parasitos e insetos (Castro et al.,
2006; Santuario et al., 2007; Ostrand et al., 2012; Albert & Ransangan, 2013; Valladao
et al., 2015; Tomazelli Junior et al., 2017).

O OE de tomilho tem elevada eficacia contra parasitos e bactérias (Zheng et al.
(2009; Giarratana et al., 2014) devido aos seus compostos principais, que sdo o timol
terpendide, seu isémero fenol carvacrol, bem como aglomerados de flavonodides e
glicosideos de flavonoides. A lipofilia desses compostos parece desempenhar um
importante papel no dano celular causado a bactéria. Neste estudo, a CMI do OEs de
tomilho foi de 0,125 e 0,25 mg mL, sendo o que apresentou a maior poder de inibicéo
bacteriana.

Alguns estudos recentes tém demonstrado a eficacia dos 6leos essenciais contra
bactérias consideradas resistentes aos antimicrobianos, como a K. pneumoniae. Sakkas et
al., (2016) demonstraram a eficacia de 6leos essenciais (concentracdes de 0,5% a 0,75%)
contra microrganismos isolados de humanos em hospitais. O estudo ressalta o elevado
potencial dos 6leos no controle de bactérias e a importancia dos estudos in vivo com
aplicagéo de dleos, inclusive com resultados promissores in vitro contra K. pneumoniae
em tilapias, principalmente do 6leo de tomilho pelo melhor desempenho apresentado.

Os Oleos essenciais de Artemisia, Bergamota, Eucalipto, Geranio, Olibano, e
Ylang ylang, também apresentaram bons resultados na inibicdo do crescimento de K.
pneumoniae. A grande variedade de plantas medicinais € o numero elevado de
componentes em sua composic¢ao evidenciam, na maioria das vezes, sinergia entre as
moléculas, o que favorece a eficacia do 6leo contra patogenos (Yap et al., 2014).

Sdo escassos 0s trabalhos que avaliaram o comprometimento sanguineo de OEs

em animais aquéticos, assim como trabalhos sobre a eficicia de 6leos, apesar de sua
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utilizacdo ser muito difundida nos ultimos anos. O baixo comprometimento hemolitico
de OEs ¢ relatada em estudos, como o de Sobrinho et al., (2016) que avaliaram a acéo
hemolitica do 6leo essencial de ewurd (Vernonia scorpioides) observando porcentagens
de hemolises baixas, com valores de 0,9% a 1,08%, enfatizando baixos danos as células
sanguineas do hospedeiro. Amber et al., (2010) observaram apenas 5,1% de hemdlise ao
avaliarem a atividade hemolitica de Ocimum sanctum em células sanguineas de humanos.

Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que os OEs, principalmente o de
tomilho, possuem excelente potencial de inibicdo in vitro contra a bactéria K.
pneumoniae, pontuando-os como uma boa opc¢do terapéutica e evitando 0 uso
indiscriminados de antimicrobianos sintéticos. Além de ser uma alternativa viavel para
avaliar seus beneficios in vivo no tratamento contra este patégeno, e demais

microrganismos que acometem organismos aquaticos.
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APENDICES

Tabela 1. Avaliacdo de 6leos essenciais contra K. pneumoniae isoladas de rim, baco e figado de tilapia-do-Nilo e uma cepa padrdo de E. coli

ATCC® 25922TM.
Atividade Antimicrobiana pg.mL™*
Artemisia Bergamota Eucalipto Geranio Melaleuca
Cepa CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
KP01D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KP02D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KPO3D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KP04D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KP0O5D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KP06D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
KPO7D 20 20 20 20 20 20 >20 20 10 10
Olibano Tomilho YlangYlang FFC oxXi
Cepa CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB CMI CMB
KP01D >20 20 1,25 1,25 20 >20 >64 - >64 -
KP02D >20 20 1,25 1,25 20 >20 >64 - >64 -
KPO3D >20 20 2,5 2,5 20 >20 >64 - >64 -
KP04D >20 20 1,25 1,25 20 >20 >64 - >64 -
KPO5D >20 20 1,25 1,25 20 >20 >64 - >64 -
KP06D >20 20 2,5 2,5 20 >20 >64 - >64 -
KPO7D >20 20 1,25 1,25 20 >20 >64 - >64 -
ATCC® - - - - - - - . - -

*CMI — Concentracdo minima inibitéria; *CMB — Concentracdo minima inibitoria; *FFC — Florfenicol; *OXI — Oxitetraciclina.
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Tabela 2. Valores em porcentagem da taxa de hemolise de células sanguineas de tilapia causadas pela acdo dos 0leos essenciais.

Concentracéo (% v/v) dos OEs e % de hemdlise obtidas

Identificacio 4 2 1 0,5 025 0125 00625 0,03125 0,015625 0,007813
A- vulgaris 0,694111 0,005261 0,001718 0,001718 0,001718 0,001718 0,001718 0,001718 0,001718 0,001718
B. carteri 0,385089 0,381224 0,332914 0,332914 0,026627 0,131 0,004404 0,004404 0,004404 0,004404
C. odorata 0,119833 0,03131 0,024023 0,017469 0,016009 0,006903 0,006173 0,005084 0,005084 0,005084
C. bergamia 04333 0,317954 0260782 0,24674 0,044132 0,003009 0,002006 0 0 0
E. globulus 0,664463 0,554318 0,466423 0,08431 0,068991 0,055583 0,020523 0,009891 0,001099 0,000733
M. alternifélia  66,69838 3330161 2,473834 1427212 0,570884 0,190294 0O 0 0 0
P. graveolens 0,631553 0,554082 0543155 0,531329 0,530723 0,091123 0,052771 0,015079 0,002788 0
T. wlgaris 0,005093 0,312784 0,296755 0,292587 0,26332 0,251472 0,165655 0,069388 0012158 0
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CAPITULO 4
CONSIDERACOES FINAIS
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A intensificacdo da producdo aquicola tem aumentado significativamente os
surtos de bacterioses em peixes, com destaque para bactérias de interesse em salde
publica, devido seu potencial zoonético. Esse aumento no nimero de doencas bacterianas
estd intimamente ligado as condicdes inadequadas em que o0s peixes sdo produzidos,
principalmente a ma qualidade da agua, que aumenta significativamente a carga
bacteriana na 4gua e no pescado e promove riscos a saude humana, principalmente em
pessoas imunocomprometidas.

Na busca pela solucdo de problemas relacionados a mortalidade de peixes na
producdo aquicola, provocados por estes patdgenos, a utilizacdo de antimicrobianos é
realizada de forma indiscriminada, o que tem causado resisténcia bacteriana, uma vez
que, na maioria das vezes este é administrado em doses elevadas sem nem mesmo haver
a identificacdo do agente etioldgico. Além disso, devido ao ndmero reduzido de
antimicrobianos licenciados, juntamente com a resisténcia bacteriana as moléculas
liberadas para a utilizagdo na aquicultura tem aumentado a utilizagdo de antimicrobianos
legalizados para outras espécies animais, comprometendo ainda mais o meio aquatico,
devido ao acumulo de residuos na agua.

A realizacdo de um diagnoéstico correto e preciso, em laboratério especializado,
por intermédio de analises microbioldgicas para a identificacdo correta dos patdgenos que
provocam mortalidades no campo se faz necessaria para evitar a utilizacdo erronea e
exacerbada de antimicrobianos. O diagnostico e necessario porque as bactérias podem
responder de forma distinta a acdo de cada molécula, e sem o conhecimento do patégeno
a utilizacdo da mesma pode ser indtil.

Diante do exposto, este estudo identificou e caracterizou a bactéria Klebsiella
pneumonie, como um patégeno zoonatico que acomete severamente a salde e o bem estar
dos peixes e 0s impactos que a mesma provoca, reafirmando a necessidade de diagnostico
laboratorial em surtos de mortalidade que ocorrem nos organismos aquaticos. Além de
alertar sobre 0s riscos que o0 patdgeno encontrado nos peixes pode causar aos humanos.
O estudo in vitro demostrou que a utilizacdo de fitoterdpicos como alternativa para o
tratamento do patdgeno é vidvel e trata-se de uma das melhores opcBes para o controle
desta bactéria, pois apresentou bons resultados e ndo ha indicios de toxidade dos 6leos
testados. Todavia, testes de eficicia in vivo devem ser realizados, para uma melhor
utilizacdo dos mesmos no controle de bactérias na producéo de peixes.

Desta maneira, este estudo pontua a importancia de um diagndéstico correto dos

patdgenos que ocasionam mortalidade na piscicultura e apresenta uma solucdo alternativa
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ao uso de antimicrobianos, através da fitoterapia no controle de doencas de peixes,

visando maior sustentabilidade da producéo e seguranca alimentar na piscicultura.
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