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RESUMO

A intensificacéo na criagdo de tilapia tem aumentado gradativamente o numero de
enfermidades bacterianas nos peixes, com destaque para o Streptococcus sp. e
Aeromonas sp., que provocam um numero elevado de morbidade e mortalidade
nos peixes. Quando surtos de bacterioses ocorrem, um grande numero de
antimicrobianos é utilizado, muitas vezes de forma indiscriminada e sem critérios,
causando danos a saude dos peixes, meio ambiente e consumidor. O
aparecimento de cepas bacterianas resistentes a uma ou mais drogas, incluindo a
oxitetraciclina, j& se tornou a maior ameacga a saude publica da atualidade, e a
Organizacdo Mundial de Saude, ja ha algum tempo, tenta regulamentar o uso nédo
terapéutico destas substancias. Assim, este estudo teve como objetivo elucidar o
perfil de resisténcia da Aeromonas sp. e do Streptococcus sp. aos dois
antimicrobianos legalizados para uso na piscicultura brasileira (florfenicol e
oxitetraciclina) e detectar os genes envolvidos na resisténcia a tetraciclina. Para
tanto, foram utilizadas 108 bactérias, isoladas de tilapia-do-Nilo com sinais
clinicos caracteristicos de aeromonose ou estreptococose, as quais foram
submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e
florfenicol, através da concentragdo minima inibitéria (MIC) pelo método da
microdiluicdo e identificadas como cepas sensiveis ou resistentes. Também foi
verificado a presenca dos genes de resisténcia (tetA, tetg, tetL e tetM) a
oxitetraciclina através da PCR. No resultado da MIC para os antimicrobianos
analisados, pode-se observar uma variacdo da oxitetraciclina para as cepas de
Aeromonas entre 0,06 — 32 ug/mL e de 0,125 a 1 pg/mL para o florfenicol. Para o
Streptococcus, a variagao ocorreu de 0,2 a 1pug/mL para oxitetraciclina e de 1 a
0,125 pg/mL para o florfenicol. Nas amostras nédo-selvagens de Aeromonas, foi
detectado o0 gene tetA nas trés espécies de identificadas neste estudo. Para as
amostras ndo-selvagens de Streptococcus o gene tetL foi detectado em 6 das 9
cepas estudadas. Este trabalho evidencia a problematica do uso indiscriminado
de antimicrobianos na aquicultura, que pode trazer sérias consequéncias para o

meio ambiente e ao homem.

Palavras-chave: Antimicrobiano, resisténcia, bactéria, peixe
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ABSTRACT

The tilapia production has gradually increased the number of fish bacterial
diseases, especially for Streptococcus sp. and Aeromonas sp. which cause a high
number of morbidity and mortality in fish. When bacterial diseases outbreaks
occur, a large number of antimicrobials are used, often indiscriminate causing
damage to fish health, environment and consumer. The appearance of resistant
bacterial strains to one or more drugs, including oxytetracycline, has become the
greatest threat to public health today, and the World Health Organization, since
some time ago, tried to regulate the non-therapeutic use of these substances. This
study aimed to elucidate the resistance profile of Aeromonas sp. and
Streptococcus sp. to two antimicrobials florfenicol and oxytetracycline, legalized
for the Brazilian fish production and to detect genes involved in resistance to
tetracycline. Therefore, we used 108 bacteria isolated from Nile tilapia with clinical
characteristic signs of Aeromonas or Streptococcus infection, which were
submitted to the susceptibility test to oxytetracycline and florfenicol antimicrobial
by minimum inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method and
identified as wild or non-wild strains. It was also found the presence of resistance
genes (tetA, tetE, tetL and tet M) oxytetracycline by PCR analysis. As a result of
MIC for the antimicrobial agents tested, one variation of oxytetracycline for
Aeromonas between 0,06 to 32 pg/ml and 0,125 to 1 pg/mL to florfenicol. For
Streptococcus, the variation was from 0,2 to 1 pg/ml for oxytetracycline and 0,125
to 1 pg/ml for florfenicol. In non-wild strains of Aeromonas, tetA gene was detected
in all three species identified in this study. For Streptococcus non-wild strains, the
tetL gene was detected in 6 of the 9 strains studied. This study highlights the
problem of the indiscriminate use of antimicrobials in aquaculture, which can have

serious consequences for the environment and man.

Keywords: Antimicrobial, resistance, bacteria, fish
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1. INTRODUCAO

. A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) esta entre as espécies de peixes
mais cultivadas mundialmente (FAO, 2013), sendo a mais produzida no territorio
nacional (MAPA 2012), de forma intensiva, em tanques-rede situados,
principalmente, nos grandes reservatoérios hidroelétricos (Scorvo Filho et al., 2010;
Garcia et al.,, 2014a). Em 2011, sua producdo nacional ficou em 253 mil
toneladas, representando 46,6% do total de pescado produzido, o que elevou a
producéo de peixe de 4gua doce para 63,6% entre 2010 e 2011 (MAPA, 2012).

Entretanto, a intensificacdo da producédo, caracterizada por elevada
densidade de estocagem, manejos altamente estressantes e qualidade da agua,
muitas vezes, inapropriada, provoca estresse exacerbado nos peixes,
predispondo-os as doencas (Pavanelli et al., 2008; Oba et al., 2009). Entre as
principais causadoras de morbidade e mortalidade na tilapicultura estdo as
doencas de origem bacteriana, principalmente as provocadas pelos géneros
Streptococcus, bactéria Gram-positiva que provoca quadros de septicemia,
meningoencefalite e abcessos multifocais ha musculatura, e Aeromonas moéveis,
responsavel por quadros de septicemia hemorragica (Figueiredo et al., 2006;
Pavanelli et al., 2008; Li & Cai, 2011, Li et al., 2013a; Li et al., 2013b).

Utilizados no tratamento e prevencdo de infeccdes bacterianas, os
antimicrobianos sdo empregados nas pisciculturas, através da sua mistura com a
racdo a ser ofertada (Mota et al., 2005; Cabello et al., 2013). Contudo, o
monitoramento de residuos de antimicrobianos no meio ambiente vem
evidenciando a presenca frequente de tais substancias em aguas naturais e
sedimentos (Chelossi et al., 2003; Cabello et al., 2013; Moore et al.,, 2014;
Monteiro et al.,, 2016). Assim, o uso desenfreado de antibidticos implica nao
somente a contaminacdo do ambiente aquatico e terrestre, mas também em
impactos adversos em organismos nao-alvo e, principalmente, na selecdo de
microorganismos resistentes (Billa & Dezotti, 2003; Pilarski & Sakabe, 2009;
Cabello et al., 2013).

A resisténcia bacteriana derivada pelo uso de antimicrobianos na aquicultura
tornou uma preocupacdo mundial, por representar um risco potencial a saude

publica, seja pelo desenvolvimento da resisténcia bacteriana em ambiente
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aguatico que pode infectar seres humanos, seja pela transferéncia de genes de
resisténcia até a sua incorporacdo a patdogenos humanos (LaPatra & MacMillan,
2008), o que resultaria em uma vulnerabilidade em relacdo as infeccdes
bacterianas, uma vez que determinados antimicrobianos ndo teriam mais efeito
(Caumo et al., 2010; Cantas et al.,2013).

A aquisicao de resisténcia por uma bactéria sensivel sempre decorre de uma
alteracdo genética, a qual se expressa bioquimicamente. Essa alteracdo pode ser
decorrente de mutacbes cromossémicas ou pela aquisicdo de plasmidios de
resisténcia (Billa & Dezotti, 2003; Mota et al., 2005; Trabulsi & Alterthum, 2008),
sendo a ultima forma a mais preocupante, uma vez que um plasmidio pode conter
genes de resisténcia para varios antimicrobianos distintos, como também uma
bactéria pode conter um ou mais plasmidios de resisténcia distintos (Trabulsi &
Alterthum, 2008). Além disso, a transferéncia génica entre bactérias permite a
passagem de material genético entre espécies e até géneros diferentes.

Assim sendo, o conhecimento do perfil de resisténcia bacteriana proveniente
de cepas patogénicas de peixes evidenciaria ndo s6 o status sanitario da criacao,
mas também contribuiria para futuros questionamentos sobre as consequéncias
do uso de antimicrobianos nas pisciculturas brasileiras.

A norma de referéncia deste trabalho segue o padrao proposto pela Brazilian

Journal of Microbiology.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A producéo aquicola

Considerada como uma das solu¢gbes para suprir a demanda mundial de
alimentos, a aquicultura é responsavel por 40,1% de toda producdo mundial de
pescado, com 62,7 milhdes de toneladas em 2011 (FAO, 2013).

Em 2010, a producao nacional foi de 479.399 toneladas, representando
18,6% da producéo total das Ameéricas (FAO, 2012). Ao comparar a producéo de
pescado em 2009 (415.686 toneladas) com a de 2011 (629.309 toneladas) (FAO,



2013), verifica-se um aumento de 51,39% na producg&o durante esse triénio; o que
corrobora o destaque que o pais vem apresentando no cenario mundial.

A tildpia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) est4d entre as espécies mais
cultivadas mundialmente (Kubitza, 2000; Watanabe et al., 2002; Josupeit, 2005;
FAO,2013), devido a suas -caracteristicas tais como: rapido crescimento;
tolerancia a alta densidade; capacidade de alimentar-se dos itens basicos da
cadeia trofica, aceitando grande variedade de alimentos; auséncia de
mioespinhas; rusticidade; pacote tecnologico consolidado e carne saborosa. No
Brasil, sua criacdo é realizada em tanques-redes, de maneira intensiva, nos
grandes reservatorios hidroelétricos (Scorvo Filho et al.,, 2010; Garcia et al.,
2014a), assumindo o primeiro lugar das espécies mais produzidas pela
aquicultura continental (MAPA, 2012).

2.2. Doencas em tilapias

Durante a criagdo de peixes, fatores estressantes como alteragbes da
qualidade da agua, manejo inadequado, altas densidades (Pavanelli et al., 2008),
uso de racdo deficiente em micro ou macronutriente e interacdo biologica (Oba et
al., 2009) sdo comuns e, embora os peixes tenham a capacidade natural de
responder fisiologicamente adaptando-se as alteracdes provocadas por essas
condi¢cdes estressantes, em casos de estresse cronico, o animal perde a
capacidade de adaptabilidade, tornando-se mais susceptivel as doencas e, em
casos mais extremos, a morte é inevitavel (Merighe et al.,2004).

As bactérias constituem o grupo de agentes etiol6gicos economicamente
mais significantes para a aquicultura, pois todas as espécies de peixes sdo
susceptiveis as infeccbes, além da facil propagacdo, uma vez que estes
microorganismos ocorrem naturalmente no ambiente aquatico (Costa, 2004).

Entre os principais patdgenos que acometem a criacdo de tilapia-do-Nilo,
bactérias do género Aeromonas e Streptococcus sdo consideradas as mais
importantes.

Pertencente a familia Aeromonadaceae, o género Aeromonas compreende
bastonetes Gram-negativos, possuem flagelos polares quando moveis, sao

anaerobicos facultativos, catalase e oxidase positivos, reduzem de nitrato a nitrito
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e fermentam glicose (Quinn et al., 2005; Kamble et al; 2012). Sdo encontrados em
varios tipos de ambientes aquaticos: marinho; doce; agua potavel, mesmo
clorada; poluida (Monfort & Baleux, 1991; Krovacek et al., 1994, Seshadri et al.,
2006; Trabulsi & Alterthum, 2008) e no solo (Brandi et al.,, 2008; Samie, et al.,
2012). Janda e Abbott (2010) relataram a presenca de bactérias deste género em
animais domesticos, aves, invertebrados, insetos; no conteudo gastrointestinal de
ovelhas, gado e cavalo saudaveis; em alimentos como frutos do mar, leite cru,
frango e carnes de cordeiro, vitela, porco, carne moida e peixes.

Tais bactérias podem ser organizadas em dois grupos: o primeiro grupo é
caracterizado pelas psicrofilas e ndo moveis, representado pela Aeromonas
salmonicida, agente causador da furunculose em peixes; o segundo inclui as
demais espécies de Aeromonas, caracterizadas por serem meséfilas, moveis,
causadoras de doencgas tanto em humanos como em animais (Austin & Austin,
2007; Seshadri et al., 2006; Janda & Abbott, 2010; Furmanek-Blaszk, 2013).

Embora outras Aeromonas méveis também causem doencas em peixes,
como a Aeromonas caviae (Kozinska, 2007; Martins et al.,, 2008), Aeromonas
veronii (Kozinska, 2007; Nawaz et al., 2006;), Aeromonas sobria (Kozinska, 2007,
Beaz-Hidalgo et al., 2010), Aeromonas jandaei (Kozinska, 2007) entre outras, a
Aeromonas hydrophila é a mais referenciada (Joseph & Carnahan, 1994; Nielsen
et al., 2001; Deng et al., 2014). E um patégeno oportunista, responséavel pela
septicemia hemorragica, caracterizado por pequenas lesdes hemorragicas na
superficie corporea que progridem para Ulceras hemorragicas; outros sinais
clinicos associados incluem exoftalmia, ascite, necrose das nadadeiras e cauda,
perda de escamas e hemorragia em branquias, (Cipriano, 2001; Pavanelli et al.,
2008).

A. caviae, A. hydrophila e A. veronii bv sobria, estdo recebendo maior
atencdo por estarem associadas a uma variedade de doencas humanas tais
como: infecgbes cutaneas, gastroenterite a septicemia (WHO, 1993; Figueras et
al., 2005; Skwor et al., 2014).

O género Streptococcus engloba cocos Gram-positivos, que formam cadeias
de diferentes comprimentos, anaerdbios facultativos, catalase negativo, imoveis e
fastidiosos (Quinn et al., 2005). Sao classificados pela sua atividade hemolitica
(Facklam, 2002) e nas reacdes sorolégicas com anticorpos de Lancefield
(Lancefield, 1933).

11



Streptococcus agalactiae, também conhecido como grupo B Streptococcus
(GBS) ou grupo B de Lancefield, é responsavel por altas mortalidades em peixes,
provocando quadros de septicemia e meningoencefalite, ocorrendo na forma de
abscessos multifocais na musculatura do animal (Figueiredo & Leal, 2008, Li et
al., 2013b). Outros sinais clinicos incluem: natacdo erratica, escurecimento do
corpo, exoftalmia, opacidade da cérnea, hemorragias no opérculo e base das
nadadeiras, ulceracbes hemorragicas mais superficiais que as provocadas por
Aeromonas (Pavanelli et al., 2008, Li et al., 2013b).

Em O. niloticus, tal bactéria foi isolada de encéfalo, figado, rim, raspado de
pele, liquido ascitico e olho, cultivados em sistema de tanque-rede em viveiros de
terra no norte do Parana (Salvador et al., 2005) e em surtos de meningoencefalite
em pisciculturas no estado de Minas Gerais e Espirito Santo (Figueiredo et al.,
2006).

Peixes de cultivo, selvagens e marinhos (Yi et al., 2014), vacas, caes, gatos,
mamiferos marinhos, crocodilos, rds e seres humanos também podem ser
acometidos por esta bactéria (Delannoy et al., 2013).

Embora estudos genéticos concluam que as cepas de S. agalactiae de
origem humana e bovina sdo populagbes geneticamente distintas com
transmissao interespécie limitada, a habilidade deste patdgeno de cruzar tal
barreira e permitir que cepas derivadas de humanos infectem animais ou vice-
versa € pouco compreendida. Entretanto, algumas cepas derivadas de bovinos e
de humanos podem infectar e causar doenca em tilapias-do-Nilo (Pereira et al.,
2009; Evans et al., 2009).

O Streptococcus iniae € um patégeno de peixes de ampla distribuicdo
mundial, responsavel pelo prejuizo estimado em mais de 100 milhdes de ddlares
por ano em todo mundo (Shoemker et a.,| 2001).

Além das caracteristicas referentes ao género bacteriano, pode-se
acrescentar a presenca de beta-hemodlise e a auséncia das reacdes sorologicas
de Lancefield (Pier et al, 1976, Weinstein et al., 1997).

Em estudo sobre a prevaléncia da bactéria em Oreochromis spp, hibridos de
robalo (Morone chrysops x M. saxatilis) e o bagre-americano (Ictalurus punctatus),
a bactéria apresentou maiores prevaléncias na fase de crescimento tanto para
tilapia (7,96%) como para o hibrido (9,56%) de robalo (Shoemker et al., 2001).
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Em peixes, S. iniae é responsavel por quadros de meningoencefalite e
septicemia, com altas taxas de morbidade e mortalidade. Os sinais clinicos sao os
mesmos para infecgdo por S. agalactiae: natagcdo erratica, exoftalmia, opacidade
da cornea, escurecimento da pele, rigidez vertebral e pontos hemorragicos nas
insercdes das nadadeiras (Bromage & Owens, 2002; Pretto-Giordano et al.,2015).

A utilizacdo de testes bioquimicos comerciais para a identificacao de S. iniae
nao é eficaz, sendo necessaria a identificacao por técnicas moleculares. Erros ou
impossibilidades de identificacdo sdo relatados para esta espécie bacteriana
devido a sua inexisténcia nas bases de dados empregadas para interpretar 0os
resultados de tais kits (Lau et al 2006, Facklam et al 2005).

Em humanos, o S. iniae estd principalmente relacionado com a celulite
bacteriana dos membros superiores, apdés manipulacdo de peixes, cometendo
idosos e pessoas imunocomprometidas (Weinstein et al., 1997; Shoemaker, et al.,
2001; Lau et al, 2006).

2.3. Antimicrobianos na producéo aquicola

Quando epizootias ocorrem, a utillizacdo de antimicrobianos e
quimioterapicos € a maneira mais efetiva de controlar as enfermidades e reduzir a
oportunidade de transmisséo de patdgenos para todo o plantel.

Todavia, a utilizacdo dessas substancias na piscicultura pode contaminar o
corpo hidrico, contribuir para o aparecimento de microorganismos resistentes e
provocar impactos adversos em espécies nao-alvo, colocando em risco toda a
cadeia trofica e também a salde do ser humano (Midlen & Redding, 1998;
Treves-Brown, 2000; Cabello et al., 2013). Assim, a utilizagdo de antimicrobianos
tem sido criticada, porque a via de administracéo € oral, com a incorporagcao do
antimicrobiano na ragdo, contaminando a agua e sedimentos com a sobra da
racdo nao consumida, uma vez que peixes enfermos apresentam redugdo no
apetite (Jacobsen & Berglind, 1988; Bjorklund et al., 1990), além do efeito
acumulativo da molécula no ambiente por fezes e excretas (Cabello et al., 2013).

Segundo informacdes da Secretaria de Defesa Animal do MAPA (Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), no Brasil existem apenas trés produtos
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licenciados para uso na aquicultura brasileira, dois antibiéticos (florfenicol e
oxitetraciclina) e um parasiticida (triclorfon).

A oxitetraciclina € um antimicrobiano pertence ao grupo das tetraciclinas,
caracterizado por apresentar na sua estrutura quimica quatro anéis aromaticos
com varios grupos funcionais em cada anel, incluindo o fenol, &lcool, cetona e
amino (Gao et al., 2012). Seu modo de acédo esta na inibicdo da sintese protéica,
por se ligar a subunidade ribossomal 30S e bloquear a entrada do aminoacil tRNA
no sitio aceptor do ribossomo (Borghi & Palma, 2014; Yafiez et al., 2014). E um
antimicrobiano considerado de amplo espectro, que engloba uma ampla
variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de organismos
atipicos como clamidia, micoplasma, rickettsias (Roberts, 2003; Hussain et al.,
2015) e protozoarios (Chopra & Roberts, 2001).

Por ser eficaz no tratamento de bacterioses, com baixa toxicidade e baixo
custo, € um dos antimicrobianos mais utilizados tanto na clinica médica de
humanos e animais (Pereira-Maia et al.,2010).

Na aquicultura, a oxitetraciclina é principalmente utilizada no tratamento de
infeccbes por bactérias Gram-negativas (Rigos et al., 2006), como septicemia
hemorragica por A. liguefaciens e doencgas por Pseudomonas em bagres; Ulceras,
furunculoses, septicemia hemorragica, causadas por A. salmonicida e A.
liquefaciens e doengas por Pseudomonas em salmonideos.

O florfenicol é um fluorato derivado do tianfenicol e tem amplo espectro de
acao que € similar ao do cloranfenicol e a atividade antimicrobiana maior que a do
tianfenicol (Graham et al.,, 1988). Devido a alta toxicidade e dada a sua
importancia no tratamento da febre tifoide, o cloranfenicol foi estritamente proibido
para uso em animais em muitos paises na década de 90, fato que contribuiu com
a difusdo do uso do florfenicol na criacdo de animais (Michel et al., 2003).

Seu mecanismo de acdo esta na inibicdo da sintese protéica da bactéria. A
droga fixa-se na fracdo 50S do ribossomo, inibindo a acdo da enzima peptidil-
transferase (Yafnez et al., 2014; Lysnyansky & Ayling, 2016).

No Brasil, seu uso esta permitido no tratamento de infecgBes em tilpia e
truta, provocados por Aeromonas moveis, Streptococcus agalactiae e Yersinia

ruckerii.
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2.4. Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

Os mecanismos de resisténcia bacteriana podem ocorrer por mutagédo ou
por aquisicdo de elementos genéticos.

A mutacdo espontanea ocorre de forma rara, com frequencia de uma célula
bacteriana em um bilhdo, mas em condicbes de alta pressdo de selecdo
antimicobiana, podem selecionar bactérias que apresentem maiores taxas de
mutacdo (Rodriguez-Rojas et al., 2013). Entre as consequéncias provocadas por
este mecanismo estdo as varias alteracdes: da permeabilidade via porinas, do
sitio de acdo do antimicrobiano, da bomba de efluxo e de mecanismos
enzimaticos de degradacdo (Livermore, 2003). Esse tipo de resisténcia €
transferido verticalmente, sendo adquirida pelas progénies somente pela
aquisicao dos genes de resisténcia durante a divisdo celular bacteriana, quando o
material genético da célula mae duplica-se dando origem as células filhas.

A resisténcia mediada por aquisicdo de elementos genéticos ocorre por meio
de plasmidios, transposons e integrons.

Plasmidios sdo moléculas extracromossomais circulares de DNA, com
replicacdo prépria ou em conjunto com a célula hospedeira. Sado dispensaveis
para a bactéria, mas podem conferir vantagens seletivas, como por exemplo a
resisténcia a um antimicrobiano (Carattoli, 2013). Transposons sao elementos
genéticos moveis capazes de mudar de posicdo dentro do genoma, independente
da homologia entre a regido onde se encontram inseridos e o local ao qual se
destinam (Trabulsi & Alterthum, 2008). Integrons caracterizam-se como um
sistema de expressdo que incorporam open reading frames (ORFs) por
recombinacdo sitio-especifica e as convertem em genes funcionais devido a
presenca de uma sequéncia promotora nestes elementos (Mazel, 2006).

Esse tipo de resisténcia é transferido via horizontal, ocorrendo por meio dos
processos de transformacao, conjugacdo ou transducéo, pelos quais as bactérias
podem adquirir e incorporar aos seus materiais genéticos genes de resisténcia
carreados por elementos moveis de transferéncia como o0s plamideos,
transposons e/ou fagos (Davison, 1999). De modo geral, 0os genes de resisténcia
podem ser transferidos entre bactérias da mesma espécie, de espécies diferentes

ou de géneros diferentes (Meays et al., 2004; Eede et al., 2004). Nesse contexto
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torna-se preocupante a transferéncia de genes entre bactérias comensais e
patogénicas (Davison et al., 2000). Ainda as bactérias podem permutar
simultaneamente genes de resisténcia a diversos antibioticos, estabelecendo o

fendmeno da multirresisténcia (Radu et al., 2003, Livermore, 2003).

2.4.1 Genes de resisténcia a oxitetraciclina

Os mecanismos de resisténcia a tetraciclina sdo efluxo das moléculas de
tetraciclina, protecao ribossémica e inativacdo da droga.

O efluxo de tetraciclina € o principal mecanismo de resisténcia e € codificado
pelos genes tet ou otr, encontrados em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Consiste no bombeamento das moléculas de tetraciclina para o
exterior da célula bacteriana, por meio de proteinas associadas a membrana
(proteinas Tet), com gasto de energia, impedindo que o antibiotico se ligue ao
ribossomo. Na protecdo ribossémica, as proteinas codificadas pelos genes de
resisténcia se ligam a subunidade 30S do ribossomo, alterando a estrutura do
sitio de ligacéo da tetraciclina e, consequentemente, impedindo sua ligacdo. Esse
mecanismo néo afeta a sintese protéica. A inativacdo da droga € um mecanismo
ainda pouco esclarecido, no qual uma proteina citoplasmatica é responsavel pela
modificacdo da tetraciclina na presenca de oxigénio e NADPH e foi encontrada
apenas em bactérias aeroObicas. Esta proteina possui uma sequéncia de
aminoacidos homologa a outras oxiredutases que requerem NADPH (Speer et al.,
1992; Chopra & Roberts, 2001; Michalova et al., 2004; Roberts, 2005).
Recentemente, Forsberg et al. (2015), por meio da familia das flavoenzimas,
conseguiram a degradacao da tetraciclina por via enzimatica.

Diversas classes de determinantes de resisténcia a tetraciclina séo
transferidas por plasmideos R, transposons, transposons conjugativos e integrons
de classe 1. Podem ser transferidos de forma horizontal, entre bactérias com
origem filogenética distante (Rhodes et al., 2000; Chopra & Roberts, 2001;
Schmidt et al., 2001; Sgrum & L’Abée-Lund, 2002; Butaye et al., 2003; Michalova
et al., 2004; Roberts, 2005).
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2.4.2 Verificacdo da resisténcia bacteriana

A organizacdo internacional Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) é a responsavel pela padronizacdo das metodologias de determinacdo da
susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos, como também fornece os
parametros de avaliacdo de resisténcia pelos métodos de disco difusdo
(antibiograma) e da concentragcdo minima inibitéria (MIC). Entretanto, para
bactérias provenientes de animais aquaticos, os parametros ainda néo estdo bem
definidos, sendo Aeromonas salmonicida a Unica a possuir um valor de corte
epidemiologico para MIC (Smith & Kronvall, 2014).

A determinacao de um ponto de corte epidemioldgico esta baseada somente
na distribuicdo da frequéncia obtida no teste de susceptibilidade in vitro, sem
considerar valores farmacocinéticos e farmacodindmicos do antimicrobiano no
organismo (Miller & Reimschuessel, 2006). Sua funcdo esta em evidenciar e
monitorar o fenbmeno da resisténcia antimicrobiana em uma populacdo
bacteriana (Kahimeter et al., 2003; Miller & Reimschuessel, 2006; Turnidge &
Paterson, 2007). E o primeiro requisito a ser exigido, entre quatro, para a
determinacdo dos parametros clinicos que classificam uma bactéria, a um dado
antimicrobiano, em: sensivel, intermediario ou resistente (Turnidge & Paterson,
2007).

Na auséncia dos parametros clinicos, o valor de corte epidemioldgico pode
ser utilizado como uma referéncia, por distinguir bactérias néo-selvagens (non-
wild type — NWT), isto é, as que apresentam algum mecanismo de resisténcia,
das selvagens (wild-type — WT) em uma dada populacdo. No presente trabalho,
as nado-selvagens serdo referenciadas como resistentes e as selvagens como

sensiveis.
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3. OJBETIVOS

3.1. Objetivo geral
Verificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana em dois principais
géneros bacterianos que acometem a criacdo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis

niloticus) e detectar a presenca de genes de resisténcia a oxitetraciclina.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar a resisténcia in vitro das bactérias dos géneros Aeromonas e

Streptococcus aos antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina,;

» Verificar a presenca de genes de resisténcia a oxitetraciclina em cepas

fenotipicamente resistentes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Bactérias

Foram utilizadas 108 bactérias, isoladas de tilapia-do-Nilo (Oerochromis
niloticus) apresentando sinais clinicos sugestivos de aeromonose ou
estreptococose, sendo 55 isolados e 27 cepas pertencentes ao banco do
Laboratério de Microbiologia e Parasitologia em Organismos Aguaticos e 26
isolados pertencentes ao Laboratorio de Enfermidades de Animais Aquaticos —
Lenaq, cedidos pela Pesquisadora Cientifica Dra. Fabiana Garcia do Instituto de
Pesca, de S&o José do Rio Preto — SP.

As bactérias estavam armazenadas em criotubos contendo 2 mL de caldo
Brain Heart Infusion (BHI) com 20% (v/v) de glicerina. Os criotubos foram
mantidos a -80TC e descongelados somente para a for macdo da primeira colecao
de réplicas.

As Tabelas 1 e 2 apresentam a relagdo de bactérias utilizadas neste estudo.

Tabela 1. Isolados bacterianos de Oreochromis niloticus com sinais clinicos de
aeromonose ou estreptococose.

Local _Anode Orgéo Total
isolamento
2012 Rim 3
2013 Rim 6
2014 EnF(;gfan %
Rio Paranapanema — SP/PR m
2015 Encéfalo 3
Rim 4
Encéfalo 4
2016 Rim 5
Encéfalo 1
2011 Rim 3
. , 2013 Rim 10
Rio Parana - SP/MS 2014 RIm 3
Encéfalo 8
2016 Rim 4
Encéfalo 1
2014 Rim 2
Rio Tieté — SP 2015 Rim 3
Encéfalo 12
2016 Rim 6
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Tabela 2. Cepas obtidas de Oreochromis niloticus com sinais clinicos de aeromonose ou estreptococose, identificadas pelo
sequenciamento do gene 16S rRNA por estudo anterior.

Cepa Local Orgéo Ano de Espécie N°de acesso
isolamento
14DP Porto Ferreira - SP Rim 2013 Aeromonas jandaei KJ561032
41FG Rio Paranapanema —SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561023
76FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561058
78FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561053
79GG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus iniae KJ561075
81FG Rio Parana — SP/MS Encéfalo 2012 Streptococcus iniae KJ561076
99FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561054
102FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561062
103FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561055
104FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561057
105FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561059
106FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561061
110FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561069
112FG Rio Paranapanema —SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561072
117FG Rio Paranapanema —SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561026
125FG Rio Paranapanema —SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561029
128FG Rio Paranapanema —SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561031
43P ltambaracé - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561068
45p ltambaracé - PR Rim 2011 Streptococcus agalactiae KJ561066
64P Itambaracéa - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561071
74P Itambaracéa - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561064
Al124 Arealva - SP Encéfalo 2011 Aeromonas jandaei KJ561033
A129 Arealva - SP Rim 2011 Aeromonas hydrophila KJ561018
Zo4 Guaira - SP Encéfalo 2014 Streptococcus iniae KJ561073
Z05 Guaira- SP Encéfalo 2014 Streptococcus agalactiae KJ561051
Zo7 Guaira — SP Encéfalo 2014 Streptococcus iniae KJ561074
Z09s Guaira — SP Encéfalo 2014 Streptococcus agalactiae KJ561052
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4.2. Meios de cultura

O preparo dos meios de cultura seguiu as recomendacdes de seus
fabricantes, utilizando agua destilada com pH ajustado em 7 (Adwa — AD111),
com solucgdes de acido cloridrico (HCI) e hidréxido de sdédio (NaOH), ambas a
0,5 M. Para o processo de esterilizacdo, os meios foram acondicionados em
recipientes de vidro com tampa de rosca parcialmente abertos e submetidos a
121<C por 15 min, na pressao constante de 1 atm. As manipula¢cées dos meios
estéreis ocorreram dentro de uma cabine de fluxo laminar, previamente limpa com
alcool 70% e luz ultravioleta por 30 min.

A confeccdo de meio agar em placas de Petri, ocorreu com a distribuicdo do
meio estéril em tais placas de 15mm x 90mm, estéreis e descartaveis, que
permaneceram parcialmente abertas por 40 min na cabine de fluxo laminar para a
completa solidificacdo. Posteriormente, as placas foram fechadas, agrupadas e
envolvidas com filme plastico. Para meios liquidos estéreis, os tubos de ensaio
foram fechados e arrefecidos dentro da cabine de fluxo laminar em temperatura
ambiente. Os meios de cultura prontos para o uso foram estocados em ambiente
refrigerado. Um dia anterior ao uso, esses materiais foram previamente incubados
a 29T por 24 h para assegurar a qualidade do material a ser utilizado. Na
presenca de alteracdes sugestivas de contaminacédo, o material era considerado
impréprio e descartado.

Os detalhes da preparacdo de cada meio utilizado sado encontrados no

Apéndice A — Meios de cultura.

4.3. Cultivo bacteriano para formacao de réplicas

Os criotubos das bactérias foram descongelados a 4°C. Com a alca de
inoculacdo previamente flambada, uma amostra do caldo bacteriano foi colhida
para ser semeada, pela técnica de esgotamento em estrias, em placas contendo
agar Brain Heart Infusion acrescido com 5% de sangue ovino desfibrinado (BHI-
sangue). As placas semeadas foram incubadas a 29C por 24 a 48 h.

Com o crescimento de colonias isoladas, uma a trés colonias foram colhidas

e inoculadas em caldo Brain Heart Infusion com glicerina a 10% (v/v), o qual

21



estava acondicionado em criotubos estéreis, com capacidade de 2 mL. O
contetdo de cada criotubo foi homogeneizado para a dissolugdo da massa
bacteriana. As copias foram congeladas a -20C até o0 momento de sua utilizacao.

Trimestralmente, uma nova colecdo era realizada, a partir da colecao

anterior, para a manutencgao das bactérias até o término deste estudo.

4.4. ldentificagao dos isolados bacterianos

ApoOs o cultivo das 81 isolados em agar BHI-sangue, as col6nias isoladas
foram submetidas a coloracdo de Gram. As bactérias Gram-negativas e com
forma de cocos-bacilos foram submetidas ao teste da oxidase. As oxidase-
positivas foram plagueadas em agar fenol-amido-ampicilina (Palumbo et al., 1985;
Silva et al., 2014) pelo método de esgotamento em estrias e incubadas por 24 h a
28T. As coldnias que se apresentaram amareladas de vido a hidrolise do amido
foram cultivadas em agar Triple Sugar Iron (HiMedia™) e incubadas por 24 h a
28T (Silva et al.,2014) Confirmada a formacédo de bisel amarelo, devido a
fermentacdo da glicose, tais bactérias foram consideradas do género Aeromonas
(Carnahan et al., 1991).

JA as bactérias que se apresentaram Gram-positivas em arranjo de
diplococos ou cocos em cadeia, foram submetidas ao teste da catalase. Os
cultivos negativos a esse teste foram considerados do género Streptococcus.

A identificacdo molecular foi realizada pela reacdo cadeia de polimerase
(PCR) diretamente de colbnia, com iniciadores especificos para o gene 16S-
rRNA, conforme Sebastido et al. (2015) (Tabela 3).

A presenca dos produtos amplificados foi verificada pela eletroforese em gel
de agarose a 1,5% corado com Nancy-520 (Sigma®), e visualizado sob luz
ultravioleta. A corrida eletroforética seguiu as recomendacdes de Sambrook et al.
(2001). A captura da imagem foi realizada pelo sistema usando o Transilluminator

(Loccus Biotecnologia) e o programa LPIX imagem (Loccus Biotecnologia).
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Tabela 3. Sequéncia de iniciadores para identificacdo das espécies, produto e
temperatura de anelamento.

Gene Iniciadores Tamanho do  Temperatura de
5-3) Produto (pb)  Anelamento ()

8F AGAGTT TGATYM TGG CTC AG 54C
16S-rRNA 899
907R CCG TCAATTCMTTTRAGT TT

O sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As sequéncias obtidas foram visualizadas e
manipuladas no programa Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation), no Crebio
(UNESP, Jaboticabal, SP).

As sequéncias obtidas foram visualizadas no programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (versdo 7.2.5). Por meio da ferramenta BLASTn
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PRORGRAM=blasth&PAGE_TYPE=BlastS
earch&LINK_LOC=blasthome), o formato FASTA de cada sequéncia foi
comparado com as existentes no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo uma cobertura de 100% e
identidade igual ou superior a 98%, e no RDP - Ribossomal DataBase Project I
(http://rdp.cme.msu.edu/) (Sebastidao et al.,2015). As sequéncias deste estudo
foram depositadas no banco de dados do NCBI sob os nameros de acesso
KU605541-KU605582 e KX385275-KX385321.

4.5. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e

florfenicol

Nesta fase, as 108 cepas dos géneros Aeromonas e Streptococcus foram
submetidas aos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e
florfenicol, através da concentragdo minima inibitéria (MIC) pelo método da
microdiluicdo, conforme a norma MO7-A9 da Clinical Laboratory Standards
Institute (2012).
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4.5.1 Solucéo estoque

Solugbes estoques foram elaboradas na concentracdo de 2048 ug/mL para
cada antimicrobiano. Agua destilada estéril, conforme recomendacido do
fabricante, e etanol 95% foram utilizados como solventes para oxitetraciclina e
florfenicol respectivamente (Yafez et al., 2014). O pH foi aferido (Adwa — AD111)
e ajustado para 7,2 a 7,4 com solugbes de HCI ou NaOH a 0,5 M. O volume final
foi ajustado com agua destilada estéril. As solu¢des estoques foram preparadas
para todos os dias de testes e mantidas em frascos de vidro ambar com rosca,

previamente esterilizados.

4.5.2 In6culo

As cepas foram cultivadas em placas contendo agar BHI sangue, pela
técnica de esgotamento em estrias, a 29 por 24 h. Conforme o método de
suspensao direta de colbnias, 3 a 5 colonias isoladas foram colhidas com swab
estéril e suspendidas em tubos de ensaio contendo 3 mL de solucdo salina a
0,85%. A turbidez dessas suspensfes foi ajustada para 0,5 da escala de
McFarland (1,5 x 10® UFC/mL), utilizando o espectrofotdmetro com 1cm de fonte
de luz (Shimadzu — UV mini 1240) e cubetas de quartzo, admitindo uma faixa de
absorbancia de 0,08 a 0,13 a 625 nm.

Para garantir a concentracdo final de 5 x 10° UFC/mL nos pocos das
microplacas de ELISA, a suspensao foi diluida 1:100 em solucdo salina 0,85%

antes de ser utilizada.

4.5.3 Determinacado da concentracdo minima inibitéri  a (MIC)

Para a realizacéo deste teste, microplacas estéreis contendo 96 pocos foram
utilizadas. Para cada microplaca foi testado um antimicrobiano para cada 3 cepas
bacterianas mais a cepa padrao ATCC 25922, cedida pelo Fundagdo Oswaldo
Cruz, totalizando 24 pocos/cepa. Um grupo controle constituido pelo: controle

negativo (somente o meio caldo), controle positivo (meio caldo com ind6culo
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bacteriano) e C-teste (meio caldo com o excedente da Ultima concentracao
testada) também foi realizado para verificar a ocorréncia de contaminacéo durante
0 processo de diluicéo.

Desta maneira, 100 pL de caldo Mueller-Hinton cétions ajustados foram
adicionados em cada poco. Para Streptococcus sp., 0 mesmo caldo foi utilizado,
mas, previamente suplementado com 2% de sangue lisado de equino.

No primeiro poco de cada cepa testada, também foi acrescido 100 pyL da
solucdo estoque do antimicrobiano a ser estudado, obtendo-se a concentracéo
inicial 1024 pg/mL. Com auxilio de uma pipeta multicanal, diluicbes seriadas de
base 2 foram realizadas a partir dos pogos iniciais até o vigésimo poco, o qual
teve seu conteudo excedente adicionado no poco C-teste.

Por fim, aliquotas de 100uL da suspensao bacteriana foram inoculadas,
inclusive o poco do controle positivo do grupo controle, resultando em
concentragbes decrescentes dos antimicrobianos, variando de 512 a 0,0009765
pHg/mL para oxitetraciclina e florfenicol. As microplacas foram incubadas a 28T
por 24 h. Todos os testes foram realizados em triplicata.

Apés periodo de incubacéo, o valor da MIC foi determinado como a menor
concentracdo em que nao foi verificado crescimento bacteriano a olho nu. No
caso de cepas de Streptococcus, uma solucédo de trifeniltetrazolio foi utilizada
para melhor visualizagdo do crescimento bacteriano. As amostras foram
classificadas como sensivel ou resistente de acordo com a frequéncia de

distribuicdo dos valores da MIC.

4.6. Genes de resisténcia

Identificadas as cepas nao-selvagens, a proxima etapa foi a verificacdo da
presenca dos genes de resisténcia a oxitetraciclina realizada através da PCR. Os
genes pesquisados foram: tetA; tetE, tetL e tetM, a partir do DNA total extraido,

utilizando os iniciadores da Tabela 4.
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Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores utilizados para deteccdo dos genes de
resisténcia a tetraciclina.

Gene iniciadores Referéncia
(5'-3)
F GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC Schmidt et al.,
tetA R CTG CCT GGACAACATTGCTT 2001
F  GTG ATG ATG GCACTG GTCAT Schmidt et al.,
tetk R CTCTGCTGTACATCGCTCTT 2001
F ATA AATTGT TTC GGG TCG GTA AT Trzcinski et
tetl R AAC CAG CCA ACT AAT GAC AAT GAT al.,2000
F AGTTTTAGCTCATGTTGATG Trzcinski et
tetM R TCC GAC TAT TTA GAC GAC GG al.,2000

4.6.1 Extracdo e purificacao do DNA total

Primeiramente, as bactérias foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) a 28T por 24 horas. A quantificagdo bacteriana foi verificada via
espectrofotometro (Shimadzu — UV mini 1240) a 600 nm, utilizando cubetas de
quartzo e o meio de cultura estéril, caldo BHI, como branco. Foram admitidos
valores de absorbancia entre 0,9 a 1,0. Havendo a necessidade de diluicdo, o
diluiente utilizado foi o meio de cultura estéril.

Em seguida, tubos tipo eppendorf® estéreis de 1,5 mL foram preenchidos
com a cultura bacteriana ja calibrada e centrifugados a 7.500 rpm por 10 minutos.
Ao final, seus sobrenadantes foram descartados.

O processo de extracdo e purificacdo foram realizados com o kit comercial
DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®), seguindo protocolo do fabricante.

O DNA extraido foi mantido a -20C até o momento de sua utilizacéo.

4.6.2 Avaliacédo da qualidade do DNA

A integridade do DNA extraido foi verificada a partir da eletroforese em gel

de agarose a 0,8%, corado com Nancy-520 (Sigma®), e visualizado sob luz

26



ultravioleta. A captura da imagem foi realizada pelo Transilluminator (Loccus
Biotecnologia) e o programa LPIX imagem (Loccus Biotecnologia).

A pureza das amostras foi mensurada através do espectrofotbmetro
NanoDrop® (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). A
concentracdo do DNA foi estimada pela absorbéancia no comprimento de onda
A260, em relagdo a uma amostra negativa (branco). Foram avaliadas também as
relacbes dos comprimentos de onda A260/280 e A260/230, com a primeira
estimando a contaminacao por proteinas e a segunda, por sais.

Em seguida, a quantificacdo foi realizada pelo Qubit® 2.0 Fluorometer, de
acordo com a instrucéo do fabricante.

4.6.3 A PCR para a deteccao dos genes procurados

Para as reacfes da PCR foram utilizados reagentes do kit Platinum™ DNA
polymerase (Invitrogen™). As propor¢cbes foram calculadas, segundo as
especificacdes dos autores dos artigos, bem como as condi¢gbes para cada ciclo
foram respeitadas conforme descrito pelos autores dos iniciadores. Como controle

negativo das amostras, foi utilizado agua MilliQ ® estéril.

5. ANALISE DOS RESULTADOS

Para a determinacdo dos pontos de corte epidemioldgico, foi utilizado o
programa ECOFFinder XL 2010, disponibilizada no préprio site da Clinical
Laboratory Standards Institute (http:///clsi.org/standards/micro/ecoffinder/), que por
meio da frequéncia dos valores obtidos pela concentragdo minimia inibitoria,
calcula o melhor ponto de corte para separar as sensiveis (selvagens - WT) das
resistentes (ndo-selvagens - NWT) (Turnidge et al., 2006). Para este projeto, foi

considerado como sensivel uma populacdo de até 97,5% e o restante, resistente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. ldentificacdo das espécies

Do total de 81 isolados bacterianos oriundos de tilapias apresentando sinais
clinicos de aeromonose ou estreptococose, 26 foram identificados, de forma
presuntiva, como Aeromonas sp. e 55 como Streptococcus sp.

Em relacdo aos testes bioquimicos utilizados na identificagdo presuntiva de
Aeromonas sp., todas hidrolisaram o amido em meio &gar fenol-amido-ampicilina,
acidificacdo do meio agar TSI com ou sem producédo de gas e oxidase positiva,
revelando conformidade com o proposto por Palumbo et al. (1985); Majeed et al.
(1990) e Saad et al. (1995). Esses mesmos isolados, apos a identificacdo
molecular pelo 16S-rRNA, foram quantificados como 18 cepas de Aeromonas
hydrophila; trés de A. jandaei; trés de A. veronii; uma de A. caviae e uma de A.
veronii bv sobria.

Para as amostras presuntivas de Streptococcus, todas as col6nias
apresentaram forma mucéide, catalase negativa e gama-hemdlise apos 48 horas
de incubacdo. Realizada a identificacdo pelo 16S-rRNA, dos 55 isolados, 51
cepas foram identificadas como S. agalactiae e quatro cepas como S. iniae. A
relagdo das cepas identificadas encontra-se na Tabela 4. Embora a beta-hemdlise
seja uma caracteristica intrinseca das espécies Streptococcus agalactiae e S.
iniae, a auséncia de hemdlise pode ocorrer (Quinn et al., 2005). Segundo Lerner
et al. (1997), a formacdo de hemdlise depende do tipo de sangue utilizado, a
natureza do meio, pH e quantidade de glicose disponivel, sugerindo a observacao
da hemolise com o auxilio de um microscépio. Durante as analises deste estudo,
a presenca de hemolise foi observada a olho nu. Entretanto, a caracteristica
mucoide da colbnia descrita pelo mesmo autor esteve presente em todas as
amostras deste trabalho. Pretto-Giordano (2015) também verificou auséncia de

beta-hemolise em suas amostras de S. iniae.
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Tabela 5. Relacao das bactérias identificadas neste trabalho, provenientes de Oreochromis niloticus com sinais clinicos de
aeromonose ou estreptococose.
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ID CEPA LOCAL PERIODO ANO ORGAO ID MOLECULAR N° DE ACESSO
D5R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605567
D6eC Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2014 Encéfa@treptococcus agalactiae KU605568
D6R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605569
D25R Reservatério de Nova Avanhandava - SP Primavera 2014im R Streptococcus agalactiae KU605570

D115C Reservatério de Nova Avanhandava - SP Primavera 20htéfelo  Streptococcus agalactiae KU605571
D115R Reservatério de Nova Avanhandava - SP Primavera 2014im R Streptococcus agalactiae KU605572
D124R Reservatério de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015im R Streptococcus iniae KU605573
D126R Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015im R  Aerononas hydrophila KU605574
D131R Reservatério de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015im R  Aerononas hydrophila KUG605575
D137R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aerononas hydrophila KU605576
D140R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim  Aeromonas veronii KU605577
D141C Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Encéfalo Aeromonas veronii KX385275
D142C Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Encéfalderomonas hydrophila KU605578
D142R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aeronmonas hydrophila KU605579
D143C Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Encéfalderomonas hydrophila KU605580
D143R Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aerononas hydrophila KU605581
D144C Reservatorio de Chavantes - SP Primavera 2016 Encéfalderomonas hydrophila KU605582
D145C Reservatorio de llha Solteira - SP Primavera 2016 ficé Streptococcus agalactiae KX385290
D145R Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385291
D147C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EneéfalStreptococcus agalactiae KX385292
D148C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EneéfalStreptococcus agalactiae KX385293
D149C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EneéfalStreptococcus agalactiae KX385294
D151C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EneéfalStreptococcus agalactiae KX385295
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ID CEPA LOCAL PERIODO ANO ORGAO ID MOLECULAR N° DE ACESSO
D169C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EnséfalStreptococcus agalactiae KX385296
D172R Reservatério de llha Solteira - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385297
D174C Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 EnséfalStreptococcus agalactiae KX385298
D175R1 Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 RimAeromonas veronii bv sobria KX385283
D177C Reservatério de llha Solteira - SP Outono 2016 EngéfalStreptococcus agalactiae KX385299
D180R Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2016 Rim Aeromonas veronii KX385289
D187R Reservatério de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Aeromonas hydrophila KX385279
D188R Reservatério de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385300
D189C Reservatorio de Chavantes - SP Outono 2016 Encéfafreptococcus agalactiae KX385301
D189R Reservatério de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385302
D191C Reservatorio de Chavantes - SP Outono 2016 Encéfafreptococcus agalactiae KX385303
D191R Reservatorio de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385304
D193C Reservatério de Chavantes - SP Outono 2016 Encéfafireptococcus agalactiae KX385305
D193R Reservatorio de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385306
D201C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lnocé Streptococcus agalactiae KX385307
D202C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lnocé Streptococcus agalactiae KX385308
D202R Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385309
D203C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lnocé Streptococcus agalactiae KX385310
D203R Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385311
D204C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&locé Streptococcus agalactiae KX385312
D204R Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385313
D207C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&locé Streptococcus agalactiae KX385314
D208C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lnocé Streptococcus agalactiae KX385315
D209C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lnocé Streptococcus agalactiae KX385316
D224C Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&locé Streptococcus agalactiae KX385317
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D234C Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lac&treptococcus agalactiae KX385318
D234R Reservatério de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016  RiSireptococcus agalactiae KX385319
D237C Reservatorio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&océ Aeromonas hydrophila KX385277
D237R Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016  RimAeromonas hydrophila KX385278
D239C Reservatorio de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 f&locé Aerononas jandaei KX385284
D241C Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016 f&lac&treptococcus agalactiae KX385320
D241R Reservatdrio de Nova Avanhandava - SP  Outono 2016  Ri®treptococcus agalactiae KX385321
IP90.2 Reservatorio de llha Solteira - SP Outono 2011 Rim Aeromonasjandaei KU605541
IP101 Reservatorio de llha Solteira - SP Verdo 2011 Encéflkeptococcusagalactiae  KU605542
IP107 Reservatorio de llha Solteira - SP Verdo 2011 RinBStreptococcus agalactiae KU605543
IP109 Reservatorio de llha Solteira - SP Verdo 2011 RinBtreptococcus agalactiae KU605544
IP113 Reservatorio de Canoas Il - SP Inverno 2012 Rim Aeromonasjandaei KU605545
IP124 Reservatorio de Canoas Il - SP Inverno 2012  Rim Aeromonas hydrophila KU605546
IP127 Reservatorio de Canoas Il - SP Inverno 2012  Rim Aeromonas hydrophila KU605547

IP 152.2 Reservatdrio de Canoas Il - SP Verdo 2013 Rim Aerononas hydrophila KU605548
IP168.2 Reservatério de Canoas Il - SP Fevereiro 2013 RimAeromonas hydrophila KU605549
IP193 Reservatorio de Canoas Il - SP Outono 2013 RinBtreptococcus agalactiae KU605550
IP194.2 Reservatorio de Canoas Il - SP Outono 2013 Rim Aeromonas hydrophila KU605551
IP195 Reservatorio de Canoas Il - SP Outono 2013 RinBtreptococcus agalactiae KU605552
IP196 Reservatorio de Canoas Il - SP Outono 2013 RinBtreptococcus agalactiae KU605553
IP202 Reservatorio de llha Solteira - SP Inverno 2013 RinBtreptococcus agalactiae KU605554
IP205 Reservatério de llha Solteira - SP Inverno 2013  RinBtreptococcus agalactiae KU605555
IP206 Reservatério de llha Solteira - SP Inverno 2013  RinBtreptococcus agalactiae KU605556
IP207 Reservatorio de llha Solteira - SP Inverno 2013  RinBtreptococcus agalactiae KUG605557
IP212 Reservatorio de llha Solteira - SP Inverno 3013 RinBtreptococcus agalactiae KU605558
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IP213
IP214
IP215
IP216
IP219
IP224.1
IP225.1
IP227

Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP
Reservatorio de llha Solteira - SP

Inverno 2013
Primavera 2013
Primavera 2013
Primavera 2013
Primavera 2013

Verdao 2014
Verdao 2014
Verdao 2014

RinBtreptococcus agalactiae
Rinstreptococcus agalactiae
Rim Streptococcus iniae
Rim Streptococcus iniae
Rim Streptococcus iniae
Rim Aeromonas hydrophila
Rim  Aeromonas caviae
Rim Aeromonas hydrophila

KU605559
KU605560
KU605561
KU605562
KU605563
KU605564
KU605565
KUG605566




6.2. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana

Com o resultado da MIC dos antimicrobianos analisados, através da Figura
1, pode-se observar uma variacdo na MIC da oxitetraciclina nas cepas de
Aeromonas entre 0,06 — 32 pg/mL, além da presenca de dois grupos claramente
discerniveis, evidenciando a existéncia do grupo mais susceptivel ao
antimicrobiano, concentrado na variacado 0,06 - 2 pg/mL, abrangendo 90,9% do
total de cepas analisadas, e do grupo menos susceptivel representado pelas trés
cepas de concentragao 32ug/mL.

Do total de cepas de A. hydrophila 30,4% das cepas apresentaram uma MIC
de 0,5 pg/mL. Ao comparar este resultado com os da literatura para peixes
enfermos, este pode ser considerado baixo. Maisak et al. (2013), obtiveram uma
MIC de 2 pg/mL. O mesmo foi observado por Pereira Junior et al. (2006), com
1,56 pg/mL.

Ao confrontar este resultado com o padrdo designado para humanos,
segundo Norma M100-S22 da Clinical Laboratory Standards Institute (2012) para
Enterobacteriaceae, 90,9% das cepas do género Aeromonas foram sensiveis a
oxitetraciclina, por apresentar valor menor ou igual a 4 ug/mL. Por outro lado, o
valor de corte epidemiolégico para o mesmo grupo foi menor, com 2 pg/mL, ou
seja, as cepas que apresentaram valor de MIC superior ao mencionado foram
consideradas nao-selvagens.

Ainda em relacdo as Aeromonas, este grupo apresentou uma variacao
menor quando submetido ao florfenicol, entre 0,125 — 1 pg/mL, como observado
na Figura 2. Houve prevaléncia de cepas de A. hydrophila com MIC igual a 1
pHg/mL. Essa concentracdo € considerada alta quando comparada com o valor
obtido por Schrader et al. (2013), com 0,04 ug/mL. Entretanto, Godoy et al. (2008)
obtiveram 65,2% das amostras analisadas prevalecendo na mesma concentracao
deste estudo.

Na analise com padrdo humano, o valor de referéncia é maior que 32 pug/mL,
caracterizando todas as amostras como sensiveis ao florfenicol. O valor de corte
epidemioldgico foi estimado em 4 pg/mL, porque nao foi obtido uma distribuicdo
logaritmica normalizada (Turnidge & Paterson, 2007), representado pelas

crescentes frequéncias do gréfico.

33



Para as bactérias do género Streptococcus, pode-se observar na Figura 3,
que a variacdo ocorreu entre 0,2 a 1 ug/mL de oxitetraciclina, com prevaléncia na
concentracédo 0,06 pg/mL. Faria et al. (2014) obtiveram o dobro desse valor para
isolados de S. agalactiae. Maisak et al. (2013) obtiveram um valor de MIC igual a
0,5 pg/mL.

Ao comparar com o padrdo humano, todas as cepas deste estudo foram
sensiveis a oxitetraciclina. Ja os céalculos para o corte epidemioldgico ficaram em
0,25 pg/mL.

Na Figura 4, observa-se variacdo para 0 grupo dos Streptococcus ao
florfenicol entre 0,125 — 1 pg/mL, com maior prevaléncia bacteriana na
concentracdo 0,5 pg/mL. A literatura a respeito da MIC para isolados de
Streptococcus sp em peixes ainda é escassa, todavia, Godoy (2006) obteve
variagcdo entre 1 - 16 pg/mL, com maior prevaléncia ocorrendo na mesma
concentragdo obtida neste trabalho. Em relagdo ao padrdao humano, todas as
bactérias deste grupo foram susceptiveis ao antimicrobiano testado, pois
mostraram valores de MIC abaixo de 16 upg/mL. O padrdo de corte
epidemiolégico foi mais uma vez estimado em 2 pg/mL, pelo mesmo
motivo apresentado anteriormente, ou seja, a ndo normalizacdo da distribuicdo
das frequéncias (Turnidge & Paterson, 2007).

O comportamento normalizado verificado pela distribuicdo logaritmica das
frequéncias para oxitetraciclina quando comparado ao florfenicol, para ambos os
géneros bacterianos do presente estudo, pode estar relacionado ao maior uso
desse antimicrobiano, principalmente por ser um produto mais acessivel
economicamente.

Outro fator a ser considerado esta no uso indiscriminado de antimicrobianos.
De acordo com o histérico de cada antimicrobiano, o grupo das tetraciclinas
apresentou lancamento comercial entre 1950 a 1970 (Pereira-Maia et al., 2010).
Nos meados dos anos 1950, a maioria das bactérias comensais e patogénicas
mostravam-se susceptiveis a tetraciclinas, mas em 1953, foi isolada a primeira
bacteria tetraciclina resistente, Shigella dysenteriae, e apds 2 anos, a primeira
Shigella multidroga resistente (Chopra & Roberts, 2001). No Chile, ja ha relatos
de resisténcia bacteriana e multidroga resistente de isolados de salmao para
oxitetraciclina (Miranda & Zemelman, 2002a,b). Em 1994, o florfenicol foi

licenciado para tratamento de infec¢cdes bacterianas na producdo de salméo do
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Chile e, ap6s 13 anos, j& foi registrada a presenca de bactéria resistente ao
florfenicol oriundo da producéo de salmé&o (Miranda & Rojas, 2007).

No Brasil, 0 uso da oxitetraciclina em aquicultura € direcionado as bactérias
gram-negativas. Isso pode explicar a alta variagcdo encontrada em Aeromonas
para tal antimicrobiano no presente estudo. Estudos na area de ecotoxicologia
véem constatando a presenca dessa molécula na &gua e sedimento de
pisciculturas (Bjorklund et al., 1990; Jacobsen & Berglind, 1998; Ding & He, 2010;
Marshall & Levy, 2011; Monteiro et al., 2016). Isso estaria elevando a pressao de
selecdo de cepas mais resistentes (Cabello et al., 2013), consequentemente,
maior sera o aparecimento de bactérias resistentes com valor de concentracao

minima inibitoria alto.
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Figura 1. Distribuicdo da concentragdo minima inibitoria da oxitetraciclina para o
grupo de Aeromonas.
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Figura 2. Distribuicdo da concentracdo minima inibitéria do florfenicol para o
grupo de Aeromonas.
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Figura 3. Distribuicdo da concentracdo minima inibitoria da oxitetraciclina para o
grupo de Streptococcus
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grupo de Streptococcus.
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6.3. Deteccédo de genes de resisténcia

Uma vez estabelecido o ponto de corte epidemioldgico das Aeromonas para
0 antimicrobiano oxitetraciclina, as cepas IP 225, FG125 e FG 128 foram
escolhidas para a detecgéao dos genes de resisténcia tetA e tetE.

Nas trés amostras analisadas, todas apresentaram amplificacdo para os
iniciadores tetA, conforme observado na Figura 5, como relatado por Akinbowale
et al. (2007), com a formacéo de bandas ao redor dos 1000 pares de base.

Do mesmo modo, as cepas de Streptococcus 79FG, 103FG, 1P193, IP207,
IP212, 1P214, D201C, 43P e Z04, definidas pelo seu respectivo ponto de corte
epidemioldgico para oxitetraciclina como cepas resistentes, foram selecionadas
para a detecgdo dos genes de resisténcia tetL e tetM. No total, das nove cepas, 6
apresentaram amplificacdo para os iniciadores tetL (Figura 6), ao redor de 1077
pares de base, conforme Trzcinski et al.(2000).

Os genes tetE e tetM nao foram detectados neste estudo.

De acordo com e Schmidt et al., (2001), Balassiano et al., (2007), os genes
tetA e tetE sdo os mais encontrados em Aeromonas, assim como o tetL e tetM,
em Streptococcus (Chopra & Roberts, 2001, Roberts, 2005).

A provavel deteccdo dos genes tetA e tetL em peixes € mais uma evidéncia
das consequéncias da presenca da oxitetraciclina no ambiente, aumentando da
pressdo de selecdo (Buschman et al., 2012, Cabello et al., 2013). A presenca da
molécula no ambiente aquatico pode ocorrer pelo préprio tratamento, uma vez
que o antimicrobiano € incorporado na racdo e ofertado aos peixes (Jacobsen &
Berglind, 1988; Bjorklund et al., 1990), além de uma fragcdo entre 80% do total de
racdo consumido pelo peixe ndo ser absorvido, sendo excretada de forma
inalterada pelo animal (Cabello et al., 2013). No Brasil, a oxitetraciclina também é
utilizada como bactericida em diversas cultivares como tomate, batata, feijao,
pepino, café, péssego, ameixa e pimenta (ANVISA, 1985), além de ser muito
utilizada no tratamento de infec¢gGes bacterianas em animais de producdo. Nesse
contexto, a molécula pode contaminar o solo e alcancar a 4gua subterranea e
conferir resisténcia aos microorganismos da agua (Liu et al., 2009; Boxall et al.,
2006).
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Tais genes estao relacionados com proteinas de efluxo da superfamilia dos
facilitadores maioritarios (Major facilitator superfamily - MFS) e ambos sao
transmitidos via plasmidio (Chopra & Roberts, 2001), possibilitando a transmissao
horizontal, tornando vulneravel o setor da saude publica (L'abée-Rhodes &
Sgrum, 2001; Miranda et al.,, 2003; Han et al., 2012; Miranda et al,. 2013;
Hedayatianfard et al., 2014; Huang et al., 2014).

Outro fator que também deve ser exposto € o questionamento da pratica
empregada na producdo de tilapia-do-Nilo. Atualmente, a tendéncia de utilizacao
de tanques-rede de grande volume estaria propiciando uma maior densidade de
estocagem por tanque. Entretanto, Resende (2009) ja ressaltava a importancia de
formas alternativas de prevencdo para contribuir com a resisténcia do animal,
reduzindo o uso de antimicrobianos e quimioterapicos. Como exemplo, Garcia et
al. (2013) ao diminuirem a densidade de estocagem de tilapias criadas em
tanques-rede de 6m?® obtiveram resultados satisfatérios como a diminuicdo de
incidéncia de bacterioses e do tempo de cultivo.

Diante o exposto, medidas que mitiguem a utilizacdo de antimicrobianos nao
sé na aquicultura, mas também em outras areas de produgdo devem ser mais
pesquisadas. A questado de resisténcia bacteriana mostra-se como uma atividade
multidisciplinar, sendo a parte mais beneficiada, com a reducao de resisténcia, a

propria espécie humana.
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1650 pb
1000 pb

Figura 5. Produto da PCR positivo para 0 gene tetA e negativo para tetE e tetM. CN:
Controle Negativo; 1: IP225; 2: FG125, 3: FG128; 4: IP225 para tetE; 5: FG125 para tetE;
6: FG128 para tetE. 7: D201C para tetM; 8: IP193 para tetM; 9: FG103 para tetM; 10:
IP214 para tet M; 11: IP207 para tetM ; 12: IP212 para tet M ; 13: FG79 para tetM;14: 43P
para tetM; 15: Z04 para tetM; MM: Marcador de peso molecular 1000 pb.

1000 pb
850 pb

Figura 6 . Produto da PCR positivo para o gene tetL. MM: Marcador de peso molecular
1000pb; 1: D201C; 2: IP193; 3: FG103; 4: IP214; 5: IP207; 6: IP212; 7: FG79; 8: 43P; 9:
Z04; CN: Controle Negativo.
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7. CONCLUSOES

As concentragbes minimas inibitérias das cepas de Aeromonas para
oxitetraciclina variaram de 0,06 a 32 pg/mL e, de 0,125 a 1 pg/mL para o
florfenicol. Para a Aeromonas hydrophila, o ponto de corte epidemiolégico foi
0,5ug/mL para oxitetraciclina e 1pg/mL para florfenicol.

Em relacdo as cepas de Streptococcus, a variagdo ocorreu de 0,2 a 1 pg/mL
para oxitetraciclina, com ponto de corte epidemioldgico na concentracdo
0,06pg/mL. Para florfenicol, a variacdo ficou entre 0,125 a 1 pg/mL, com
prevaléncia na concentracao 0,5ug/mL

Nas cepas resistentes de Aeromonas e Streptococcus, presumem-se a
presenca do gene tetA nas 3 cepas de Aeromonas, bem como a presenca do

gene tetL em 6 entre 9 cepas de Streptococcus.
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Apéndice A — Meios de Cultura

1. Brain Heart Infusion (BHI)

Por ser considerado um meio rico, o caldo Brain Heart Infusion (HiMedia™)
foi empregado no cultivo de cepas do género Streptococcus (Mehershahi, 2015)
para a extracdo do DNA. Seu preparo ocorreu de acordo com as normas do
fabricante Os meios prontos foram embalados com filme plastico e armazenados

sob refrigeracao.

2. Brain Heart Infusion Sangue (BHI-Sangue)

Para a obtencao de réplicas bacterianas, o agar Brain Heart Infusion (BHI)
(HiMedia ™), acrescido com 5% de sangue ovino desfibrinado (BHI-sangue) foi
utilizado. O sangue foi colhido de ovinos saudaveis, com a anti-sepsia prévia do
local com alcool 70%, via punc¢édo jugular com agulhas 1,20x40mm e seringas com
capacidade de 60 mL, todas descartaveis e estéreis (BD™). Uma garrafa de vidro
com tampa, contendo pérolas de vidro na proporcdo de 0,16 g/L de sangue,
anteriormente esterilizada, foi utilizada para receber o material colhido e
manualmente agitada, apos seu fechamento, por 15 minutos para a desfibrinacao
(Barbosa et al., 2002). O recipiente contendo o &gar BHI, ja preparado e estéril, foi
fechado para ser arrefecido em temperatura ambiente até 45C em cabine de
fluxo laminar. Em seguida, ocorreu a adicdo do sangue desfibrinado, na
proporcdo de 5 mL para cada 100 mL de meio agar BHI preparado. Apés a

homogeneizac¢éao, iniciou-se o processo de confeccéo de placas de Petri.

3. Fenol-Amido-Ampicilina

No processo de identificacdo presuntiva dos isolados bacterianos do género
Aeromonas, um dos meios empregados foi o agar fenol-amido-ampicilina
(Palumbo et al., 1985).
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Para a elaboracdo de 1000 mL do meio fenol-amido-ampicilina, 0 mesmo
volume foi utilizado de caldo Red Phenol (HiMedia™) preparado de acordo as
instrucdes do fabricante, acrescido de 10 g de Amido P.A. (Nuclear) e 13 g de
agar-agar (Merck™). Ap6s o processo de esterilizacdo, o recipiente contendo o
agar Red Phenol foi fechado e o meio arrefecido em temperatura ambiente até
45T em cabine de fluxo laminar. Posteriormente, f oi adicionado o antimicrobiano
ampicilina (Sigma™), preparado segundo instrucbes do fabricante, na
concentracdo 10ug/mL. Por fim, placas de Petri contendo o meio elaborado foram

preparadas, conforme explicado nos procedimentos gerais.

4. Triple Sugar Iron (TSI)

Este meio foi Gtil no processo de identificacdo presuntiva dos isolados
sugestivos de Aeromonas sp. (Palumbo et al., 1985; Silva et al., 2014).

ApOs o preparo do meio TSI, conforme orientacao do fabricante, 5 mL foram
acondicionados em tubos de ensaio com tampa, parcialmente fechados, que
foram submetidos ao processo de esterilizagdo. Em seguida, os tubos de ensaio
foram inclinados para a solidificacdo do agar em forma de bisel na cabine de fluxo
laminar e, apés 1 hora, os recipientes foram fechados e armazenados em

ambiente refrigerado.

5. Mueller-Hinton com cations ajustados (CAMBH)

Para verificar a concentracdo minima inibitoria dos antimicrobianos testados,
0o meio caldo Mueller-Hinton (Difco™) com cations ajustados (CAMBH) foi
utilizado (CLSI, 2012).

Solugdes padréo de ions magnésio e ions calcio, ambas na concentracao de
10 mg de ion/mL, foram preparadas, da seguinte forma: para 100 mL de agua
destilada estéril em pH 7, foram adicionando 8,36 g de cloreo de magnésio
hexahidratado (MgCl,.6H,0) (Synth®) para a solucéo padrdao de ions magnésio e
3,689 de cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) (Synth®)para a solucdo
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padrdo de ions calcio . As solugdes foram filtradas e armazenadas em recipientes
de vidro com tampa de rosca e mantidas em ambiente refrigerado até 0 momento
de serem utilizadas.

Em seguida, foram ajustados os ions calcio e magnésio na seguinte
proporcado: 0,1mL de solugdo padréo fria de calcio ou magnésio por litro de caldo,
para cada incremento de 1 mg/L desejado na concentragao final do caldo Mueller-
Hinton ajustado. O produto final homogeneizado e mantido refrigerado até o

momento de sua utilizacao.

6. Mueller-Hinton com cations ajustados com sangue (CAMHB-

Sangue)

O meio CAMHB suplementado com 2,5% de sangue de equino lisado
(CAMHB-sangue) foi utilizado no para verificar a concentragcdo minima inibitoria
de cepas de Streptococcus sp. (CLSI, 2012).

Para a obtencdo do sangue lisado, primeiramente, o sangue equino foi
colhido e desfibrinado conforme o processo ja descrito anteriormente para sangue
ovino. O produto final foi congelado a -20C e descongelado em temperatura
ambiente por cinco vezes, para a lise das hemécias. Com o sangue descongelado
e homogeneizado, 25 mL foram depositados em tubos tipo Falcon® estéreis de
50 mL para, em seguida, serem adicionados mais 25 mL de agua destilada estéril.
Essa mistura foi homogeneizada e os tubos centrifugados a 5000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante foi retirado por meio de pipeta com ponteira estéril e
armazenado em tubos tipo Falcon® estéreis de 50 mL a -20C por até 2 meses.

ApoOs o preparo do meio caldo CAMHB, ja esterilizado e esfriado a 45T, o
sangue lisado de equino, ja descongelado a temperatura ambiente, foi adicionado
na proporgcéo de 2,5 mL de sangue lisado para cada 100 mL de caldo CAMHB
preparado. O meio CAMHB-sangue era preparado para ser utilizado no mesmo
dia.
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7. Tryptone Soya Agar (TSA) ou Tryptone Soya Broth (TSB)

O meio tryptone soya tanto em sua forma em agar (TSA) como em caldo
(TSB) (HiMedia™) foi empregado somente para crescimento de cepas do género
Aeromonas (Zhang et al., 2014; Li et al., 2013a ) e sua elaboracdo seguiu as
recomendacdes do fabricante. Os meios prontos foram entdo envoltos com filme

plastico e armazenados em ambiente refrigerado.
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Apéndice B — Aprovacio do Comité de Etica

unesp

CEUA — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Certificamos
antimicrobianos de Aeromonas sp. e Streptococcus sp. isolados de tilapia-do-
Nilo e detecgdo dos genes envolvidos na resisténcia a tetraciclina”, protocolo n°
6.265/16, sob a responsabilidade da Prof.? Dr.? Fabiana Pilarski, que envolve a
produgdo, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao Filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da lei n® 11.794, de 08 de outubro de 2008,
no decreto 6.899, de 15 de junho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA), da FACULDADE DE
CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS, UNESP - CAMPUS DE JABOTICABAL-

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
<JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Jaboticabal

CERTIFICADO

que o Projeto intitulado “Perfil de

SP, em reunido ordinaria de 04 de maio de 2016.

Vigéncia do Projeto

12/05/2016 a 10/03/2017

Espécie / Linhagem

Bactérias dos géneros Aeromonas e Streptococcus

N° de animais

124 isolados bacterianos

Peso / Idade

Sexo

Origem

Do proprio banco de cepas do laboratério

Jaboticabal, 04 de maio de 2016.

p—

Z e Doy
rof? Dr? Lizandra Amoroso
Coordenadora — CEUA

Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias

Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n - 14884-900 - Jaboticabal - SP - Brasil

tel 16 3209 2600 fax 3202 4275 www.fcav.unesp.br
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