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RESUMO

FARIA, Flaviane Castro de. Susceptibilidade in vitro e eficacia da terapia
com oxitetraciclina em infec¢des por Streptococcus agalactiae em tilapia do
Nilo. 2009. 35 p. Dissertacio (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Os objetivos do trabalho foram determinar a sensibilidade in vitro de
diferentes isolados de Streptococcus agalactiae a oxitetraciclina (OTC) e
verificar a eficiéncia terapéutica do antibidtico no tratamento da estreptococose
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Para a determinagdo do didmetro do
halo de inibicdo e da concentragdo inibitéria minima (CIM) da OTC foram
utilizadas 29 amostras de S. agalactiae isoladas de surtos de meningoencefalite e
septicemia em tildpia do Nilo. Os isolados foram classificados como sensiveis
(wild-type - WT) ou resistentes (non-wild-type - NWT), de acordo com as
distribuigdes de frequéncia dos valores de CIM e diametro da zona de inibigdo.
As amostras foram divididas em dois grupos: sensivel a OTC, com diametro de
halo de inibigdo >28 mm e o valor de CIM <1,95 pg/mL composto por 27
isolados e resistente a OTC, composto por apenas dois isolados, com o didmetro
do halo de inibig¢do igual a 12 mm e valor de CIM igual a 31,25 nug/mL. A
eficiéncia terapéutica da OTC foi determinada pela infeccdo experimental em
tilapia do Nilo com S. agalactiae e tratamento com OTC (ragdo medicada) antes
ou apos o desafio. A dose de OTC utilizada foi de 100 mg por kg de peso vivo,
durante dez dias. Trés protocolos terap€uticos foram testados: 1- tratamento com
OTC, iniciado 24h antes do desafio; 2- tratamento com OTC, iniciado 1h apos o
desafio e 3- tratamento com OTC, iniciado 24h apds o desafio. A utilizacdo de
OTC no tratamento de infec¢des por S. agalactiae em tilapia do Nilo foi eficaz
na reducdo da mortalidade, mas pode colaborar na manutengdo do agente no
plantel, em virtude dos portadores assintomaticos.

Palavras-chave:  Streptococcus agalactiae, oxitetraciclina, testes de
susceptibilidade, terapia antimicrobiana, tilapia do Nilo

* Orientador: Prof. Dr. Henrique César Pereira Figueiredo - UFLA



ABSTRACT

FARIA, Flaviane Castro de. Susceptibility in vitro and efficiency of therapy
with oxytetracycline in infections by Streptococcus agalactiae in Nile tilapia.
2009. 35 p. Dissertation (Master in Veterinary Science) — Federal University of
Lavras, Lavras, MG.”

The aims of this work were to determine the in vitro sensitivity of
different isolates of Streptococcus agalactiae to oxytetracycline (OTC) and
verify the effectiveness of antibiotic therapy in the treatment of streptococcal
disease in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). To determine the diameter of the
halo of inhibition and minimum inhibitory concentration (MIC) of OTC were
used 29 S. agalactiae strains isolates from outbreaks of meningoencephalitis and
septicemia in the Nile tilapia. The isolates were classified as sensitive (wild-type
- WT) or resistant (non-wild-type - NWT) according to the frequency
distributions of the values of MIC and diameter of the zone of inhibition. The
strains were divided into two groups: sensitive to OTC diameter of the zone of
inhibition of >28 mm and the MIC value of <1.95 mg/mL composed of 27
isolates, and resistant to OTC, composed of only two isolated, with the diameter
of the zone of inhibition equal to 12 mm and MIC value of equal to 31.25
mg/mL. The therapeutic efficiency of OTC was determined by experimental
infection in Nile tilapia with S. agalactiae and treatment with OTC (medicated
feed) before or after the challenge. The dose of OTC used was 100 mg per kg
body weight for ten days. Three therapeutic models were tested: 1 - treatment
with OTC initiated 24 hours before the challenge; 2 - treatment with OTC
started 1h after the challenge and 3 - treatment with OTC started 24h after the
challenge. The use of OTC in the treatment of infections by S. agalactiae in Nile
tilapia was effective in reducing mortality, but it can collaborate in the
maintenance of the agent in the breeding because of asymptomatic carriers.

Keywords: Streptococcus agalactiae, oxytetracycline, testes of susceptibility,
antimicrobial therapy, Nile tilapia.

"Advisor: Prof. Dr. Henrique César Pereira Figueiredo
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CAPITULO 1



1 Introducio geral

A piscicultura ¢ um dos crescentes segmentos da produgdo animal no
mundo (Kohler, 2000). A produgdo aquicola brasileira tem crescido acima da
média mundial desde 1995. Progressivamente, o Brasil vem ganhando posi¢des
no ranking internacional estabelecido pela Food Agricultural Organization
(FAO), sendo atualmente o segundo pais em importancia na produg@o aquicola
na América do Sul, ficando abaixo do somente do Chile. Comparada com outras
atividades nacionais, a aquicultura apresenta resultados de crescimento
superiores aos da pesca extrativa e também se sobressai com relagdo a producao
de aves, suinos e bovinos que, nos ultimos anos, apresentaram taxas de
crescimento dificilmente superiores a 5% ao ano (Ostrensky et al., 2008).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) passou a ser a espécie de peixe
mais cultivada no Brasil a partir do ano de 2002. Em 2004, a sua produgdo
representou 26% do total produzido pela aquicultura nacional, representando um
total de 69.078 toneladas (Food Agricultural Organization - FAO, 2006). O
cultivo da tilapia desenvolveu-se de forma bastante significativa no Brasil a
partir de 1996, tendo, em 2004, sido registrado um incremento na produgdo de
6,5% em nivel nacional. O seu cultivo ¢ desenvolvido principalmente nas
regides nordeste, sul e sudeste, tendo a maior producao sido verificada na regido
nordeste, responsavel, em 2004, por 41% producdo total da espécie no pais. Esta
regido vem liderando o cultivo da espécie desde 2003, indicando claramente
uma tendéncia de crescimento ancorada nas suas condi¢des climaticas, na
disponibilidade de tecnologia de cultivo e em um mercado crescente de consumo
dessa espécie em nivel regional e nacional (Ostrensky et al., 2008).

A intensificagdo da piscicultura resultou em problemas crescentes de
doencas bacterianas que, por sua vez, levaram a utilizacdo generalizada de

antibidtico para seu tratamento e prevengdo. Dentre as doengas que acometem as



tilapias, a estreptococose tem assumido posi¢do importante em todo o mundo
(Pasnik et al., 2005).

Streptococcus agalactiae ¢ uma bactéria gram positiva e o Gnico
representante do grupo B de Lancefield, sendo também denominado de GBS. S.
agalactiae ¢ uma das espécies de estreptococos mais frequentemente associada a
doenga, acometendo uma grande variedade de hospedeiros, dentre eles seres
humanos, cées, vacas, cavalos, cobaias e peixes (Johri et al., 2006). Em seres
humanos, ¢ a principal causa de infecgdes bacterianas em neonatos, ocasionando
pneumonia, septicemia e meningite (Spellerberg, 2000; Yen-Hsi Liu & Nizet,
2004; Maione et al., 2005). Em bovino, estd associado a quadros de mamite
clinica e subclinica (Keefe, 1997).

Em peixes, infecgdes com Streptococcus foram associadas a morbidade
e mortalidade significativas entre espécies de peixe de agua doce, estudrios e
marinhos (Evans et al., 2002), mostrando a grande adaptabilidade do patdégeno
(Evans et al., 2006). Atualmente, existem relatos de casos de meningoencefalite
e septicemia, causadas por S. agalactiae em cerca de 20 espécies de peixes
(Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Salvador et al., 2005; Figueiredo et
al., 2006; Suanyuk et al., 2008).

A distribui¢do geografica de S. agalactiae esta associada as regides de
clima temperado e tropical que cultivam peixes de agua quente. A ocorréncia de
surtos (Evans et al., 2006) ja foi relatada em seis paises: Estados Unidos, Japao,
Kuwait, Israel, Tailandia e Brasil.

A patogénese das infecgdes causadas por S. agalactiae em peixes
envolve septicemia e colonizacdo de numerosos 6rgaos, como narinas, cérebro,
rim e intestino. Os principais sinais clinicos da doenca sdo letargia, anorexia,
exoftalmia, ascite, postura do corpo em forma de C, natacdo errdtica e em
rodopios e morte. As lesdes observadas na necropsia sdo hemoragias na pele,

ascite, hepatomegalia e esplenomegalia e figado palido. As lesdes oculares



incluem opacidade de cérnea, hemorragia periorbital e intraocular, exudato
purulento e exoftalmia. Hemorragia e hiperemia sdo achados comuns no sistema
tegumentar e muscular. Areas hemorragicas sio encontradas na superficie do
corpo, principalmente na regido da boca, opérculo e nadadeiras (Evans et al.,
2002; Pasnik et al., 2005). Fatores ambientais, como aumento de temperatura da
agua, aumento do nivel de amonia e redugdo do oxigénio dissolvido, predispdem
a ocorréncia da enfermidade (Evans et al., 2002; Mian et al., 2009).

O principal tratamento utilizado em casos de surtos de estreptococose ¢
a antibioticoterapia oral dos animais. A oxitetraciclina (OTC) é uma das drogas
mais utilizadas para o tratamento de doencas bacterianas em pisciculturas em
todo o mundo, devido a sua eficiéncia e baixo custo (Rigos et al., 2003; Rigos et
al., 2004), sendo eficiente no tratamento de doencas causadas por bactérias gram
negativas e gram positivas (Miranda & Zemelman, 2002). O mecanismo de agdo
da OTC consiste em impedir a ligagdo do RNA transportador ao ribossomo
bacteriano, interferindo na sintese proteica (Chopra & Roberts, 2001). Contudo,
o uso intensivo da OTC resultou em uma crescente selecdo de microrganismos
resistentes. Os mecanismos de resisténcia a tetraciclina sdo efluxo ativo da
droga, prote¢dao ribossdmica e inativagdo do antibidtico (Chopra & Roberts,
2001; Miranda & Zemelman, 2002; Roberts, 2005).

A OTC ¢ pouco absorvida através do trato gastrintestinal dos peixes e €
administrada em uma alta dosagem (100-150 mg/kg de peso vivo por um
periodo de 10 a 15 dias), provocando, consequentemente, uma lenta excregdo de
grandes quantidades da droga (Rogstad et al., 1991). Estes fatores podem
favorecer o aumento da pressdo seletiva que podera levar a uma sele¢do de
bactérias resistentes presentes na microflora gastrintestinal e nas fezes apds a
terapia oral com OTC. E provavel que o trato gastrintestinal de peixes sirva

também como um nicho em que a selecdo de microrganismos resistentes ocorra



devido a elevada concentrag@o de antibidticos neste ambiente, durante o periodo
do tratamento (Miranda & Zemelman, 2002).

O uso de OTC na aquicultura pode produzir um impacto negativo no
tratamento de infec¢des humanas, como consequéncia da transmissao direta da
resisténcia por meio de agentes patog€nicos aos seres humanos ou
indiretamente, pela transferéncia de genes de resisténcia de bactérias ambientais
as bactérias patogé€nicas ao homem (Smith et al., 1994). O surgimento de
bactérias resistentes ¢ um dos principais fatores que limita a utilizagdo de
agentes antimicrobianos no tratamento das doencas. Assim, o perfil de
resisténcia de uma bactéria representa um dos elementos criticos para a
aplicacdo racional e adequada de terapias antimicrobianas (Coyne et al., 2004).

Diversos métodos laboratoriais podem ser utilizados para mensurar a
sensibilidade in vitro das bactérias aos agentes antimicrobianos (Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, 2006). O Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) elaborou, em 2005, um conjunto de normas para 0s
testes de difusdo em agar e o teste de concentracdo inibitéria minima (CIM) para
bactérias isoladas de animais aquaticos, estabelecendo amostras bacterianas
utilizadas como controle de qualidade, harmonizando os protocolos utilizados
por todos os laboratérios e possibilitando comparagdes entre os resultados e
dados encontrados.

Os valores da concentragdo inibitoria minima ¢ o didmetro dos halos de
inibicdo sdo importantes para determinar as frequéncias de distribuicdo e valores
de ponto de corte epidemioldgicos dos isolados. Estes valores podem ser
utilizados para classificar as amostras como sensiveis (wild-type - WT) ou
resistentes (non-wild-type - NWT) (Kahlmeter et al., 2003; Miller &
Reimschuessel, 2006). Os dados obtidos nos ensaios de susceptibilidade in vitro
devem ser interpretados a partir de caracteristicas farmacocinéticas e

farmacodinamicas da droga, a fim de determinar a probabilidade de o farmaco



atingir uma concentragio satisfatoria nos orgaos de eleicdo do patdégeno (Miller,
2007).

Este trabalho foi realizado com os objetivos de determinar a
sensibilidade in vitro de diferentes isolados de S. agalactiae a oxitetraciclina e
verificar a eficiéncia terapéutica do antibidtico no tratamento da estreptococose

em tilapia do Nilo.
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RESUMO

Os objetivos do trabalho foram determinar a sensibilidade in vitro de
diferentes isolados de Streptococcus agalactiae a oxitetraciclina (OTC) e
verificar a eficiéncia terapéutica do antibidtico no tratamento da estreptococose
em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Para a determinagdo do didmetro do
halo de inibicdo e da concentragdo inibitéria minima (CIM) da OTC foram
utilizadas 29 amostras de S. agalactiae isoladas de surtos de meningoencefalite e
septicemia em tilapia do Nilo. Os isolados foram classificados como sensiveis
(wild-type - WT) ou resistentes (non-wild-type - NWT), de acordo com as
distribui¢des de frequéncia dos valores de CIM e didmetro da zona de inibigao.
As amostras foram divididas em dois grupos: sensivel a OTC, com didmetro de
halo inibi¢do >28 mm e o valor de CIM <1,95 pg/mL composto por 27 isolados
e resistente a OTC, composto por apenas dois isolados, com o didmetro do halo
de inibi¢do igual a 12 mm e valor de CIM igual a 31,25 ug/mL. A eficiéncia
terapéutica da OTC foi determinada pela infeccdo experimental em tilapia do
Nilo com S. agalactiae e tratamento com OTC (ragdo medicada) antes ou apds o
desafio. A dose de OTC utilizada foi de 100 mg por kg de peso vivo, durante dez
dias. Trés protocolos terapéuticos foram testados: 1- tratamento com OTC,
iniciado 24h antes do desafio; 2- tratamento com OTC, iniciado l1h apds o
desafio e 3- tratamento com OTC, iniciado 24h apds o desafio. A utilizacdo de
OTC no tratamento de infec¢des por S. agalactiae em tilapia do Nilo foi eficaz
na redu¢do da mortalidade, mas pode colaborar na manutencdo do agente no
plantel, em virtude dos portadores assintomaticos.

Palavras-chaves:  Streptococcus agalactiae, oxitetraciclina, testes de
susceptibilidade, terapia antimicrobiana, tilapia do Nilo
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ABSTRACT

The aims of this work were to determine the in vitro sensitivity of
different isolates of Streptococcus agalactiae to oxytetracycline (OTC) and
verify the effectiveness of antibiotic therapy in the treatment of streptococcal
disease in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). To determine the diameter of the
halo of inhibition and minimum inhibitory concentration (MIC) of OTC were
used 29 S. agalactiae strains isolates from outbreaks of meningoencephalitis and
septicemia in the Nile tilapia. The isolates were classified as sensitive (wild-type
- WT) or resistant (non-wild-type - NWT) according to the frequency
distributions of the values of MIC and diameter of the zone of inhibition. The
strains were divided into two groups: sensitive to OTC diameter of the zone of
inhibition of >28 mm and the MIC value of <1.95 mg/mL composed of 27
isolates, and resistant to OTC, composed of only two isolated, with the diameter
of the zone of inhibition equal to 12 mm and MIC value of equal to 31.25
mg/mL. The therapeutic efficiency of OTC was determined by experimental
infection in Nile tilapia with S. agalactiae and treatment with OTC (medicated
feed) before or after the challenge. The dose of OTC used was 100 mg per kg
body weight for ten days. Three therapeutic models were tested: 1 - treatment
with OTC initiated 24 hours before the challenge; 2 - treatment with OTC
started 1h after the challenge and 3 - treatment with OTC started 24h after the
challenge. The use of OTC in the treatment of infections by S. agalactiae in Nile
tilapia was effective in reducing mortality, but it can collaborate in the
maintenance of the agent in the breeding because of asymptomatic carriers.

Keywords: Streptococcus agalactiae, oxytetracycline, testes of susceptibility,
antimicrobial therapy, Nile tilapia.
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1 Introducio

A aquicultura se expandiu de maneira significativa nas tltimas décadas,
no Brasil, atingindo niveis de crescimento acima da média mundial, que
colocam o pais em posicdo de destaque na produgdo de tildpia e camardo. De
acordo com o ultimo levantamento da FAO (2006), o Brasil ¢ o sétimo maior
produtor de tilapias, com producdo total de 69.078 toneladas em 2004. Tal
incremento ¢ atribuido a disponibilidade das grandes reservas de agua e a
intensificagdo da producdo de peixes no pais. Apesar da melhora na
produtividade, a utilizag@o de sistemas de cultivo intensivos, como tanques-rede
e “raceways”, predispde a ocorréncia de doencas infecciosas, devido as altas
densidades de estocagem e manejo intenso dos animais. Nesse contexto, a
bactéria Streptococcus agalactiae vem se destacando como um patégeno
emergente na tilapicultura brasileira e mundial, ocasionando prejuizos
significativos para a atividade todos os anos (Figueiredo et al., 2006; Mian et al.,
2009).

S. agalactiae ¢ uma bactéria gram positiva, também denominada
estreptococos do grupo B (GBS), que acomete diversos hospedeiros, dentre eles
seres humanos, cdes, bovinos, cavalos, cobaias (Johri et al., 2006) e peixes
(Evans et al., 2002; Duremdez et al., 2004; Salvador et al., 2005; Figueiredo et
al., 2006; Suanyuk et al., 2008). Em seres humanos, S. agalactiae ¢ a principal
causa de pneumonia, septicemia ¢ meningite em neonatos (Spellerberg, 2000;
Yen-Hsi Liu & Nizet, 2004; Maione et al., 2005), enquanto em bovinos esta
associado a casos de mamite clinica e subclinica (Keefe, 1997). Casos de
meningoencefalite e septicemia causados por S. agalactiae em peixes tém sido
relatados em diversas regides do planeta, tanto em peixes cultivados (Duremdez
et al., 2004; Salvador et al., 2005; Figueiredo et al., 2006; Suanyuk et al., 2008)

como de vida livre (Evans et al., 2002). Os principais sinais clinicos da doenca
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sdo letargia, anorexia, exoftalmia, ascite, postura do corpo em forma de C,
natacdo erratica e em rodopios e morte (Evans et al., 2002; Pasnik et al., 2005).
Dados recentes sugerem que o aumento da temperatura, problemas de qualidade
de 4gua e altas densidades de estocagem s@o os principais fatores predisponentes
para a ocorréncia de surtos (Evans et al., 2002; Mian et al., 2009).

A principal conduta adotada em casos de surtos de estreptococose em
peixes ¢ a antibioticoterapia oral dos animais, contudo, diversos fatores
influenciam a eficiéncia do tratamento. Sensibilidade da bactéria a droga e
caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas das drogas, como
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e distribuicdo tecidual nos 6rgdos de
eleicdo do patdgeno, sdo fatores que determinam o sucesso da terapia (Miller,
2007). Como S. agalactiae ultrapassa a barreira hematoencefalica (Kim, 2008)
ocasionando quadros de meningoencefalite em peixes (Evans et al., 2002; Pasnik
et al., 2005; Figueiredo et al., 2006; Suanyuk et al., 2008), uma premissa basica
para a eficiéncia de qualquer substincia empregada em seu tratamento ¢ de
possuir a capacidade de atingir o Sistema Nervoso Central (SNC).

A oxitetraciclina (OTC) ¢, atualmente, uma das drogas mais utilizada
para o tratamento de doengas bacterianas em pisciculturas em todo o mundo,
devido a sua relativa eficiéncia e baixo custo (Rigos et al., 2003; Rigos et al.,
2004). Antibiotico de amplo espectro, a OTC tem sido descrita como eficaz no
tratamento de doengas causadas por bactérias gram positivas em peixes
(Miranda & Zemelman, 2002). Apesar disso, Chen et al. (2005) demonstraram
que essa substancia ndo apresenta boa distribui¢do tecidual no SNC de tilapias,
atingindo baixas concentracdes. Ndo existem relatos do efeito da terapia com
OTC em casos de infec¢des causadas por S. agalactiae em tilapia do Nilo.

A utilizacdo sistematica de antibidticos na aquicultura resultou no
aparecimento de bactérias resistentes a muitos antimicrobianos. Em estudos

prévios verificou-se esse fendmeno em amostras de S. agalactiae isoladas de
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peixes, sendo essas resistentes ao acido nalidixico, gentamicina, neomicina,
kanamicina, estreptomicina e sulfametoxazole-trimetoprim (Evans et al., 2002;
Duremdez et al., 2004; Figueiredo et al., 2006). Existem também relatos de
isolados de S. agalactiae de seres humanos ¢ bovinos resistentes a tetraciclina
(Figueira-Coelho et al., 2004; Duarte et al., 2005).

Os valores da concentragdo inibitoria minima e o didmetro dos halos de
inibicdo sdo importantes para determinar as frequéncias de distribuicdo e valores
de ponto de corte epidemioldgicos dos isolados. Estes valores podem ser
utilizados para classificar as amostras como sensiveis (wild-type - WT) ou
resistentes (non-wild-type - NWT) (Kahlmeter et al., 2003; Miller &
Reimschuessel, 2006). Os valores de CIM gerados no laboratoério sdo uma
medida indireta da susceptibilidade que pode ser esperada no hospedeiro (Coyne
et al., 2004b). Pontos de corte epidemioldgicos tém sido estabelecidos para
bactérias patogénicas aos peixes, como Aeromonas salmonicida (Smith et al.,
2007) e acromonas moéveis (Godoy et al., 2008), utilizando diversos antibioticos.
Contudo, para S. agalactiae ndo ha relatos de pontos de corte epidemiologicos.

Este trabalho foi realizado com os objetivos de determinar a
sensibilidade in vitro de diferentes amostras de S. agalactiae isoladas de peixes a
oxitetraciclina e verificar a eficiéncia terapéutica desse antibiotico no tratamento

da infec¢ao causada por essa bactéria em tilapia do Nilo.

2 Material e métodos

2.1 Bactéria e condicoes de cultivo

Para a determinacdo da sensibilidade a OTC foram utilizadas 29

amostras de Streptococcus agalactiae (Tabela 1) oriundas de surtos de

meningoencefalite e septicemia em tilapia do Nilo.
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TABELA 1 Didmetro do halo de inibicdo e concentracdo inibitéria minima da
oxitetraciclina frente aos isolados de Streptococcus agalactiae.

Didmetro halo CIM
Amostra Estado Piscicultura inibicdo (mm) (ng/ mL)
SA 01-03 Minas Gerais A 32 0,12
SA 02-03 32 0,12
SA 03-03 33 0,12
SA 04-03 33 0,06
SA 05-04  Espirito Santo B 32 0,12
SA 06-04 33 0,12
SA 07-05 Bahia C 12 31,25
SA 08-05 12 31,25
SA 09-05  Espirito Santo D 33 0,12
SA 11-05 30 0,12
SA 13-05 30 0,24
SA 16-06 Sao Paulo E 30 0,49
SA 18-06 31 0,49
SA 19-06 32 0,97
SA 30-06 32 0,12
SA 31-06 29 0,24
SA 32-06 28 0,24
SA 17-06 Parana F 31 0,24
SA 26-06 31 0,24
SA 20-06 G 30 0,24
SA 33-06 Sao Paulo H 30 0,12
SA 34-06 32 0,12
SA 36-06 33 0,06
SA 37-06 33 0,24
SA 38-06 28 0,06
SA 39-06 33 0,12
SA 53-07 Ceara I 29 0,49
SA 59-07 28 0,49
SA 66-07 30 0,49
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As amostras sdo provenientes de nove propriedades localizadas em seis
Estados brasileiros, todas previamente isoladas e identificadas (Figueiredo et al.,
2006; Mian et al., 2009). Os isolados foram mantidos em freezer, a -70°C até a
realizacdo dos testes. No momento do uso, foram descongelados, repicados em

agar sangue e cultivados por 24-48 horas, a 28°C.

2.2 Teste de difusdao em agar

O teste difusdo em agar foi realizado de acordo com o manual Methods
for Antimicrobial Disk Susceptibility Testing of Bacterial Isolated from Aquatic
Animals, do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2006a). Os testes
foram realizados utilizando-se como meio padrao agar Miieller-Hinton (Difco,
EUA) suplementado com 10% de sangue equino. Para cada amostra, foram
preparadas suspensdes bacterianas em solucdo salina (0,85%), ajustadas a
turbidez de 0,5 da escala de MacFarland. Essas foram individualmente
distribuidas na superficie do agar com suabe estéril e, em seguida, discos de
OTC (30 pg) foram aplicados. As placas foram incubadas, por 24 horas, a 28°C
e posteriormente os didmetros dos halos de inibicdo aferidos com régua
milimetrada. A amostra de referéncia Escherichia coli ATCC 25922 foi
utilizada como controle de qualidade em todos os testes (CLSI, 2006a). Os
valores de pontos de corte epidemiologicos propostos para a OTC com base nos
diametros dos halos de inibigdo foram determinados conforme recomendado

pelo CLSI (CLSI, 2008).

.....

O teste de concentracdo inibitoria minima (CIM) foi realizado de acordo
com descrito no Methods for Broth Dilution Susceptibility Testing of Bacteria
Isolated from Aquatic Animals, do CLSI (CLSI, 2006b). A CIM para OTC foi

determinada pelo método de microdilui¢do em microplacas estéreis. Para tal foi
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utilizado caldo Mieller-Hinton (Difco, EUA) suplementado com os cations
divalentes Ca™ ¢ Mg™* (CAMHB) ¢ 2,5% de sangue lisado de equino. Dihidrato
de oxitetraciclina (Sigma-Aldrich, EUA) foi solubilizado em metanol P.A.,
diluido em agua destilada até a concentragdo final de Img/mL e seriadamente
diluido em CAMHB suplementado com sangue lisado de equino nas
microplacas. As concentragdes testadas variaram de 500 pg/mL a 0,0002
pg/mL. A Ultima coluna da microplaca foi utilizada como controle positivo
contendo CAMHB suplementado com 2,5% de sangue lisado de equino e
solucdo bacteriana.

As suspensodes bacterianas, preparadas conforme descrito para os testes
de difusdo em agar, foram diluidas na propor¢ao 1:9 em CAMHB suplementado
com sangue lisado de equino, obtendo-se uma concentragdo final aproximada de
10’ UFC/mL. Em cada pogo foram adicionados 5 puL da solugdo bacteriana, as
placas agitadas e incubadas, por 24 horas, a 28°C. Todos os testes foram
realizados em duplicata. Ap6s o periodo de incubagdo, o valor da CIM foi
determinado como a menor concentracdo de OTC em que ndo foi possivel a
detecgdo visual de crescimento bacteriano. Escherichia coli ATCC 25922 foi
utilizada como controle de qualidade em todos os testes, de acordo com
preconizado (CLSI, 2006b).

As amostras foram classificadas como sensiveis (wild-type - WT) ou
resistentes (non-wild-type - NWT), de acordo com a frequéncia de distribui¢cdo
dos valores da CIM. Valores de pontos de corte epidemioldgicos foram
propostos utilizando-se os critérios da European Committee on Antimicrobial

Susceptibility Testing (Kahlmeter et al., 2003; Miller & Reimschuessel, 2006).
2.4 Eficiéncia terapéutica

A eficiéncia terapéutica da OTC foi determinada in vivo, pela infecgdo

experimental em tilapia do Nilo com S. agalactiae e tratamento com o
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antibiotico, antes ou apo6s o desafio com a bactéria. Dois ensaios foram
realizados em datas e lotes de tilapias diferentes. Em cada ensaio foram
utilizados alevinos de tilapia do Nilo (23,37g + 3,49g) adquiridos de uma
larvicultura comercial. Cada grupo experimental consistiu de dez peixes, que
foram acondicionados em aquarios de 57L, abastecidos com 4gua declorada a
taxa de renovagdo de 0,5L/h e temperatura média de 28°C. Os peixes foram
alimentados, duas vezes ao dia, com ragdo comercial VITAFISH 32% PB
(Matsuda, GO, Brasil) até a saciedade. Os animais foram climatizados durante
sete dias antes do inicio do experimento.

Trés protocolos terapéuticos, nos quais o tratamento com o antibidtico
foi iniciado em momentos diferentes, foram testados. Esses consistiram de: 1-
tratamento com OTC, iniciado 24h antes do desafio; 2- tratamento com OTC,
iniciado 1h apds o desafio e 3- tratamento com OTC, iniciado 24h apds o
desafio. O antibidtico, na forma de dihidrato de oxitetraciclina (Sigma-Aldrich,
EUA), foi misturado a ragdo, homogeneizado e fornecido aos peixes duas vezes
ao dia. A dose de OTC utilizada em todos os testes foi de 100 mg por kg de peso
vivo (Rogstad et al.,, 1991; Darwish et al., 2002), durante dez dias. Foram
realizados dois grupos controle: um negativo ndo desafiado que recebeu ragdo
com OTC e um positivo desafiado com a bactéria e alimentado com ragdo sem
OTC.

A amostra SA 20-06 considerada sensivel a OTC (CIM de 0,24 ug/mL)
foi utilizada para os ensaios de infeccdo experimental. Essa foi descongelada,
repicada em agar sangue e cultivada, por 24-48 horas, a 28°C. Posteriormente, a
bactéria foi inoculada em caldo BHI e incubada a 28°C sob agitacdo até atingir a
absorbancia de 0,046 (A 600 nm), correspondendo a concentracdo final de
aproximadamente 10° UFC/mL no primeiro ensaio e uma absorbancia de 0,052 e
concentragdo final de aproximadamente 10’ UFC/mL no segundo ensaio. Os

peixes foram anestesiados por imersdo em solu¢do aquosa de benzocaina (10
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mg/L) e desafiados com 0,1 mL do in6culo via i.p.. O grupo controle negativo
foi inoculado com 0,1 mL de BHI estéril. Apos a infec¢do, os peixes foram
monitorados durante quinze dias quanto ao aparecimento de sintomatologia
clinica e a ocorréncia de mortalidade. Bacteriologia de cérebro e rim foi
realizada nos animais que vieram a dbito para o reisolamento do patéogeno. Apos
o periodo experimental, os peixes sobreviventes foram sacrificados e exames

bacteriologicos de cérebro e rim foram realizados.

2.5 Anailise estatistica

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar o resultado
observado no grupo controle positivo com os demais protocolos terapéuticos.
Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O risco
relativo, com intervalo de confianca de 95% e a reducdo do risco relativo (RRR),
também foram calculados. Para a realizacdo das analises estatisticas foi utilizado
o programa Epi Info versdo 3.5.1. Os dados analisados representam a média dos

dois ensaios realizados em datas e lotes de tilapias diferentes.

3 Resultados

Na Tabela 1 sdo apresentados os didmetros dos halos de inibi¢do e as
concentragdes inibitérias minimas (CIM) para OTC das 29 amostras de S.
agalactiae testadas. Os halos de inibigdo variaram de 12 a 33 mm ¢ os valores de
CIM, entre 0,06 e 31,25 pg/mL. Os valores de pontos de corte epidemioldgicos
estimados foram WT <1,95 pg/mL e NWT >1,95 pg/mL. Baseado na correlacio
entre didmetro dos halos de inibigdo e os valores de CIM (Figura 1), os valores
de ponto de corte foram WT >28 mm e NWT <28 mm. A partir dos valores

propostos, as amostras puderam ser divididas em dois grupos: sensivel a OTC
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com didmetro de halo de inibicdo >28 mm e o valor de CIM <1,95 pug/mL
composto por 27 isolados e resistente a OTC, composto por apenas dois
isolados, com o diametro do halo de inibi¢do igual a 12 mm e valor de CIM
igual a 31,25 ug/mL. As duas amostras consideradas resistentes eram

provenientes de uma mesma propriedade.
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FIGURA 1 Frequéncia dos valores referentes a concentragdo inibitéria minima e
diametro da zona de inibigdo para isolados de Streptococcus agalactiae
frente a oxitetraciclina. Pontos de corte epidemiologicos para
concentragdo inibitéria minima estdo indicado na linha horizontal e para o
diametro do halo de inibigdo, pela linha vertical.

O grafico da Figura 2 apresenta a média das taxas de mortalidade
cumulativa observada nos diferentes grupos experimentais, nos dois ensaios
realizados. O grupo controle positivo apresentou mortalidade cumulativa média
de 60%. Sinais clinicos caracteristicos da doenca, como letargia, natacao
erratica, exoftalmia, opacidade de coérnea, ascite, escurecimento do tegumento,
foram observados em todos os animais que vieram a 6bito, diferentemente dos
sobreviventes, que permaneceram assintomaticos durante todo o periodo

experimental. Os grupos tratados apds o desafio apresentaram taxas de
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mortalidade média de 20%. O grupo tratado 24 horas antes do desafio
apresentou uma taxa de mortalidade média de 15%. No grupo controle negativo

nao foi observada mortalidade.
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FIGURA 2 Mortalidade cumulativa média dos diferentes grupos experimentais
desafiados com Streptococcus agalactiae e tratados com oxitetraciclina
na racao (24h antes, 1h e 24h apds o desafio).

Um declinio acentuado no risco de mortalidade foi observado nos trés
protocolos terapéuticos testados (Tabela 2), quando comparados com o grupo
controle positivo. O grupo tratado com OTC 24h antes do desafio apresentou um
risco (RR = 0,25) cuja magnitude equivale a 25% do risco encontrado para os
peixes do grupo controle positivo. A eficacia, que representa a reducdo relativa

do risco (RRR), obtida com a utilizagdo da OTC foi de 75% no grupo que
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recebeu a droga 24h antes do desafio (p<0,01). Os grupos tratados com OTC
apés o desafio (1 e 24h depois) apresentaram RR de 0,33 e o risco de
mortalidade reduzido em 67% (RRR).

TABELA 2 Mortalidade observada nos diferentes protocolos terapéuticos testados.

Mortalidade
. < 2 b RRR % a
Tratamento Sim Nao Total RR IC ¢50, (Eficacia)’ Valor p
n % n % N %
OTC 24h antes desafio 3 15 17 85 20 100 0,25 0,08-0,75 75 <0,01
OTC 1h ap6s desafio 4 20 16 80 20 100 0,33 0,13-0,86 67 <0,05
OTC 24h apos desafio 4 20 16 80 20 100 0,33 0,13-0,86 67 <0,05

Controle positivo 12 60 8 40 20 100 - - - -
* RR: Risco Relativo.

® IC o5y intervalo de confianga de 95%.

“RRR % (Eficacia): Redugdo do Risco Relativo % (Eficacia).

4Valor de p: Teste exato de Fisher.

Apds o periodo experimental, os peixes sobreviventes ao desafio foram
sacrificados e exames bacterioldgicos de cérebro e rim foram realizados. Todos
os peixes sobreviventes foram considerados clinicamente saudaveis. Os peixes
nos quais foi possivel o reisolamento do patégeno foram considerados
portadores assintomaticos. O grupo que recebeu OTC 24h antes do desafio
apresentou RR de 0,24, reduzindo em 76% o risco de portadores assintomaticos
entre os sobreviventes (Tabela 3). Nos grupos tratados apos o desafio, ndo houve
diferenca estatistica significtiva, quando comparados com o grupo controle

positivo (p>0,05).
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TABELA 3 Frequéncia de peixes portadores assintomaticos observados entre os
animais sobreviventes ao final dos protocolos terapéuticos avaliados.

Mortalidade
. < a b RRR % a
Tratamento Sim Nao Total RR IC g5, (Eficacia)’ Valor p
n % n % N %
OTC 24h antes desafio 3 18 14 82 17 100 0,24 0,08-0,71 76 <0,01
OTC 1h ap6s desafio 7 44 9 56 16 100 0,58 0,29-1,16 42 0,2108
OTC 24h apos desaifo 12 75 4 25 16 100 1 0,61 - 1,63 0 1

Controle positivo 6 75 2 25 8 100 - - - -
*RR: Risco Relativo.

°IC g50,: intervalo de confianga de 95%.

“RRR % (Eficacia): Redugdo do Risco Relativo % (Eficacia).

4Valor de p: Teste exato de Fisher.

4 Discussao

A selegdo de bactérias resistentes ¢ um dos principais fatores que
limitam a eficacia dos antimicrobianos no combate as doengas. Assim, a
determinacdo da resisténcia ou sensibilidade de uma bactéria representa um dos
elementos criticos no delineamento de terapias racionais e apropriadas. A
susceptibilidade bacteriana aos antimicrobianos pode ser determinada por testes
laboratoriais, mas os dados gerados devem ser utilizados de acordo com o
contexto clinico de cada caso (Coyne et al., 2004a). Relatos sobre a resisténcia
aos antibioticos em amostras de S. agalactiae isoladas de peixes sdo raras e
limitadas as realizadas pelo método de disco difusdo. Para alguns isolados ja foi
demonstrada a resisténcia ao acido nalidixico, gentamicina, neomicina,
kanamicina, streptomicina e sulfametoxazole-trimetoprim (Evans et al., 2002;
Duremdez et al,, 2004; Figueiredo et al., 2006). Neste estudo, foram
estabelecidos pontos de corte epidemioldgicos para a OTC (WT 228 mm e WT
<1,95 pg/mL; NWT <28 mm e NWT >1,95 pg/mL) para as 29 amostras de GBS

isolados de peixes. A maioria das amostras (27 ou 93,10%) foi sensivel a OTC,
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sendo que apenas dois isolados, oriundos de uma mesma propriedade, foram
resistentes a esse antibidtico. A ocorréncia de resisténcia a OTC, mesmo que em
poucos isolados, ressalta a importancia do monitoramento quando se considera
que a utilizacdo deste antibidtico na piscicultura € relativamente recente no
Brasil. Os valores de pontos de corte epidemioldgicos propostos servirdo como
pardmetro para tal monitoramento. Em um estudo realizado no Chile, onde a
utilizagdo da OTC no cultivo de salmio ja ocorre durante algumas décadas,
Miranda & Zemelman (2002) observaram uma porcentagem maior de isolados
resistentes a OTC.

Para determinacdo do efeito da oxitetraciclina na infec¢do causada por S.
agalactiae em peixes, alevinos de tilapia do Nilo foram experimentalmente
infectados com a amostra SA 20-06 e tratados por via oral com o antibidtico em
diferentes protocolos terapéuticos. Uma reducdo significativa na mortalidade
(p<0,05) foi verificada nos grupos que receberam a OTC em relacdo ao grupo
controle positivo (alimentado com ra¢do ndo-medicada). Resultados similares
foram verificados por Darwish et al. (2002) que testaram a eficacia da OTC no
controle da infec¢do de Streptococcus iniae em tilapias-azuis (Oreochromis
aureus). Estes mesmos autores demonstraram que os animais tratados com 100
mg/kg peso vivo de OTC apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 98%, mas,
apesar da diminui¢do nos indices de mortalidade, a antibioticoterapia nao foi
capaz de eliminar completamente a infec¢do, permitindo o reisolamento da
bactéria a partir do cérebro e do rim dos peixes sobreviventes ao desafio. A
farmacocinética da OTC pode ser diferente em alevinos e adultos, devido ao
metabolismo mais acelerado dos alevinos. Caso a terapia com OTC seja feita em
peixes adultos podem ocorrer pequenas diferencas no resultado. Na literatura
ndo ha dados sobre a eficiéncia terapéutica de antibidticos frente as infecgdes

causadas por S. agalactiae em peixes ¢ como essa deve ser determinada.
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Nos grupos que foram tratados com a OTC apds o desafio, apesar da
reducgdo significativa da mortalidade (p<0,05), ndo houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos tratados 1h (RR = 0,58; 1Cqs, = 0,29 — 1,16; p =
0,218) e 24h (RR = 1; ICqs0, = 0,61 — 1,63; p = 1) quando comparados ao grupo
controle positivo. O emprego da OTC no tratamento de surtos de S. agalactiae
em tilapias do Nilo foi eficaz na reducdo da mortalidade, mas sua utilizacdo
pode colaborar na manutengdo do agente no plantel, em virtude dos portadores
assintomaticos, sendo um fator negativo do ponto de vista epidemioldgico.

Considera-se que, durante o periodo em que os peixes estdo recebendo
tratamento com ra¢do medicada, haverd pelo menos trés subpopulagdes: a
primeira formada por animais que ainda nao estdo infectados e se alimentam
normalmente; a segunda por animais infectados e que nao estdo se alimentando e
a terceira composta por peixes infectados, mas que se alimentam a uma taxa
normal ou reduzida (Smith, 2008). No presente estudo, no grupo tratado com
OTC 24 horas ap6s o desafio houve o reisolamento da bactéria no cérebro ou no
rim de 75% dos sobreviventes. Esses ndo apresentaram sintomatologia clinica da
doenca, comportando-se inicialmente como subpopulagao sadia e posteriormente
como portadores assintomaticos. A OTC ndo foi eficiente em inibir a
disseminacdo inicial da doenga no organismo dos peixes, permitindo que o
agente atingisse o0 SNC dos animais. Fenomeno similar tem sido relatado para S.
iniae (Agnew & Barnes, 2007). O risco de ter portadores assintomaticos entre os
sobreviventes nos grupos tratados com OTC apdés o desafio ndo foi
significativamente reduzido (p>0,05) pela OTC quando comparado com o grupo
controle positivo. No grupo que foi tratado com OTC antes do desafio foi
observada redugdo de 76% no risco de ter portadores assintomaticos entre os
sobreviventes, quando comparado ao grupo controle positivo. Neste trabalho,
ndo foram testadas doses mais elevedas de OTC no tratamento que poderiam

induzir uma menor frequéncia de portadores assintomaticos. A presenga de

27



portadores assintomaticos no plantel permite a disseminagdo da bactéria e
dificulta o controle da doenca. Trabalhos recentes com ensaios de coabitagdo
demonstram que peixes saudaveis que tiveram contato direto com peixes
infectados com S. agalactiae apresentaram sinais clinicos 24-72h apds a
introdu¢do dos peixes doentes e que, apds 10 dias de contato, 100% dos peixes
morreram (Mian et al., 2009). Assim, a presenca de portadores assintomaticos
pode favorecer a permanéncia do agente no plantel e o surgimento de outra onda
de mortalidade apés o final do periodo de tratamento. Trabalhos com
Flavobacterium psychrophilum também relatam o isolamento do agente no
cérebro apos tratamento com OTC, mostrando que esse 6rgdo age como sitio
potencial de protecdo para manutencdo de alguns patégenos no organismo
(Brunn et al., 2003; Dalsgaard & Madsen, 2000).

Para atingir o SNC a partir da circulacdo sanguinea, as bactérias devem
ter a capacidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica ou a de o agente de
sobreviver dentro de fagocitos para serem transportadas de forma passiva. Essa
ultima confere uma vantagem no estabelecimento da infecgdo, pois a bactéria se
protege da maioria dos mecanismos imunes do hospedeiro, principalmente os
humorais (Agnew & Barnes, 2007). Em seres humanos foi descrito que S.
agalactiae transpde a barreira hematoencefalica por penetragdo ativa no
endotélio vascular, mecanismo chamado de transcelular (Kim, 2008). Para S.
iniae foi demonstrada que a incidéncia de infecgdo no SNC esta relacionada com
a concentragdo da bactéria no sangue (Zlotkin et al., 2003). Varios estudos em
seres humanos e animais apontam para uma relagdo entre a magnitude da
bacteremia e o desenvolvimento de meningite (Kim, 2008). No grupo tratado
com OTC 24 horas antes do desafio, verificou-se que o risco relativo foi de 0,25,
ocorrendo uma redugdo de 75% da mortalidade em relagdo ao grupo controle
positivo. A utilizagdo da OTC previamente a infeccdo pode ser uma forma de

diminuir a bacteremia. Com isso, a concentragdo da droga no momento da
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infeccdo seria suficiente para que a multiplicacdo bacteriana na corrente
sanguinea nao aconte¢a de forma exacerbada impedindo o surgimento da
doenca. De acordo com a literatura, a prevencdo da bacteremia pode ser uma

abordagem potencial para a prevencao da meningite bacteriana (Kim, 2008).

5 Conclusao

A maioria dos isolados de Streptococcus agalactiae foi sensivel a OTC
in vitro apresentado pontos de corte epidemioldgicos 228 mm para o didmetro
do halo de inibic¢do e <1,95 pg/mL para a CIM.

A utilizagdo de OTC no tratamento de infecgdes por S. agalactiae em
tilapia do Nilo foi eficaz na reducdo da mortalidade, mas pode colaborar na

manutencdo do agente no plantel, em virtude dos portadores assintomaticos.
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CONCLUSAO GERAL

A maioria dos isolados de Streptococcus agalactiae foi sensivel a OTC
in vitro apresentado pontos de corte epidemiologicos >28 mm para o didmetro
do halo de inibicao e <1,95 pg/mL para a CIM.

A utilizagdo de OTC no tratamento de infecgdes por S. agalactiae em
tilapia do Nilo foi eficaz na redu¢do da mortalidade, mas pode colaborar na

manutencao do agente no plantel, em virtude dos portadores assintomaticos.
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