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RESUMO

A infeccéo por Francisella orientalis (FO) vem sendo considerada uma grande adversidade no
cultivo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.) no cenario mundial. Apesar do severo
impacto econébmico, ndo existem vacinas comerciais e o controle da-se pela antibioticoterapia
via oral. Para que esta apresente melhor eficacia é necessario conhecer o perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados circulantes, a fim de selecionar a droga mais
adequada para o tratamento. Ndo ha padronizacdo pelo CLSI de testes de susceptibilidade a
antimicrobianos para FO. Adicionalmente, existem relatos de produtores quanto a recidiva da
enfermidade com o uso de oxitetraciclina (OTC) e o emprego eficiente de enrofloxacina (ENR)
,de modo off-label, para o tratamento da franciselose em tilapias do Nilo. Os objetivos deste
estudo foram: padronizar o teste de disco difusdo para determinar o perfil de susceptibilidade
de isolados Brasileiros de F. orientalis para florfenicol (FLO), oxitetraciclina (OTC),
enrofloxacina (ENR), ampicilina (AMP), amoxicilina (AMO), eritromicina (ERI), norfloxacina
(NOR) e doxiciclina (DOX); avaliar a eficécia terapéutica da OTC e ENR no tratamento da
franciselose; e desenvolver vacina inativada via imersdo para a profilaxia de alevinos e juvenis
de tilapia. A amostra FNO-12 foi utilizada em todos 0s ensaios. O primeiro experimento
consistiu em determinar o meio de cultivo mais adequado agar cisteina coracdo modificado
(CHAM) e agar Mueller-Hinton modificado (MHAM), periodo de incubagdo para leitura dos
halos de inibicdo. Posteriormente, 89 isolados de FO de 6 estados brasileiros foram avaliados e
0s pontos de corte epidemioldgicos (COwr) calculados pela metodologia Normalized Resistance
Interpretation-NRI. O segundo experimento, a eficacia terapéutica foi avaliada através da
infeccdo experimental de juvenis de tilapia que em seguida foram tratados por via oral com
ENR na dose de 10mg/Kg e OTC nas doses de 100 e 300mg/Kg. O terceiro experimento, foi
composto por dois ensaios vacinais para grupos compostos de alevinos e juvenis. Esses foram
imersos nas solugdes de: bacterina e adjuvante, bacterina e adjuvante, e experimentalmente
desafiados apds 30 dias. Os resultados obtidos no primeiro experimento determinaram que para
o teste de disco difusdo para FO, o meio propicio foi o CHAM com periodo de incubacdo de
48 hrs para mensuracao dos halos. Além disso, 100% e 96,7% dos isolados foram classificados
com WT para FLO, OTC, ERI, DOX e AMO, AMP, ENR e NOR, respectivamente; enquanto
3,3% foram classificados como NWT para ENR, NOR, AMO e AMP. J4, no segundo
experimento a eficacia terapéutica da OTC em ambas as doses foi capaz de impedir a
mortalidade, contudo, o tratamento resultou em grande nimero de animais portadores,
contrapondo os resultados obtidos pela ENR, que foi capaz ndo s6 de reduzir a mortalidade,
mas também eliminar o patdgeno do hospedeiro. O terceiro experimento, no ensaio vacinal com
os alevinos, a formulagédo bacterina e adjuvante apresentou melhor desempenho com menor
taxa de mortalidade (47%) e eficacia de 50% (porcentagem relativa de sobrevivéncia-PRS); 0s
juvenis demonstraram performance superior quando comparada a mesma formulagéo (bacterina
e adjuvante), obtendo menor taxa de mortalidade (30%) e eficacia de 63%. A compilacdo dos
resultados deste estudo permite inferir que o uso de antimicrobianos off-label nas producdes
nacionais de tilapia ja trouxe consequéncias, pois este € o primeiro relato de isolados de F.
orientalis resistentes ENR, NOR e AMO; quanto ao tratamento da franciselose com ENR este
altamente eficaz, sendo um farmaco com possibilidade futura para licenciamento; contudo,
atualmente, seu uso nao é recomendado. Ja a vacina desenvolvida foi capaz de diminuir a
mortalidade e progressao dos sinais clinicos, demonstrando-se como uma alternativa viavel no
controle da franciselose. Este estudo trouxe medidas de profilaxia e controle para franciselose
que podem ser empregadas nas tilapiculturas nacionais.

Palavras-chave: Franciselose. Tilapia. Antibioticoterapia. Perfil de susceptibilidade.
Imunoprofilaxia.



ABSTRACT

Infection with Francisella orientalis (FO) is considered a significant barrier to Nile tilapia
(Oreochromis niloticus L.) production in worldwide scenario. Despite the major economic
impact, there is no commercial vaccine against, and the disease is controlled by oral antibiotic
therapy. However, therapeutic efficiency depends on the susceptibility profile of the circulating
isolates and the use of the appropriate antimicrobial. There is no CLSI standard method for
antimicrobial susceptibility testing of FO. Additionally, there are reports from producers
regarding the disease recurrence with the use of oxytetracycline (OTC) and the efficient off-
label use of enrofloxacin (ENR) for the treatment of francisellosis in Nile tilapia. The aims of
this study were: to standardize the disk diffusion test to determine the susceptibility profile of
Brazilian isolates of F. orientalis to florfenicol (FLO), oxytetracycline (OTC), enrofloxacin
(ENR), ampicillin (AMP), amoxicillin (AMO), erythromycin (ERI), norfloxacin (NOR) and
doxycycline (DOX); evaluate the therapeutic efficacy of OTC and ENR in the treatment of
francisellosis; and the development of an immersion inactivated vaccine for the prophylaxis of
disease in tilapia. The sample FNO-12 was used in all assays. The first experiment consisted of
the determination of the most suitable medium, modified cystine heart agar (CHAM) and
modified Mueller-Hinton agar (MHAM), incubation period for reading the FO inhibition zones.
Subsequently, 89 FO isolates from 6 Brazilian states were evaluated and the epidemiological
cutoff value (CO..) calculated by the Normalized Resistance Interpretation-NRI methodology.
In the second experiment, the therapeutic efficacy was evaluated through the experimental
infection of tilapia juvenile followed by oral treatment with ENR at a dose of 10mg/Kg and
OTC at doses of 100 and 300mg/Kg. The third experiment consisted of two vaccine trials with
groups of fingerlings and juveniles. These were immersed in the solutions of: bacterin and
adjuvant, bacterin and adjuvant, and after 30 days experimentally challenged. The results
obtained in the first experiment determined that for the disc diffusion test for FO, the suitable
medium was CHAM with an incubation period of 48 hrs to measure the inhibition halos.
Furthermore, 100% and 96.7% of the isolates were classified with WT for FLO, OTC, ERI,
DOX and AMO, AMP, ENR and NOR, respectively; while 3.3% were classified as NWT for
ENR, NOR, AMO and AMP. In the second experiment, the therapeutic efficacy of OTC at both
doses were able to prevent mortality, nevertheless the treatment resulted in a large number of
animals in carrier state, contrasting the results obtained by the ENR, which was able not only
to reduce mortality, but also to eliminate the pathogen from the host. The third experiment, in
the vaccine trial with fingerlings, the bacterin and the adjuvant formulation presented better
performance with a lower mortality rate (47%) and 50% efficacy (relative percentage of
survival-RPS); the juveniles showed superior performance when compared to the same
formulation (bacterin and adjuvant), obtaining a lower mortality rate (30%) and an efficacy of
63%. Compiling the results, this study demonstrated that the use of off-label antimicrobials in
brazilian tilapia farming has already brought consequences, since this is the first report of F.
orientalis isolates resistant to ENR, NOR and AMO. Regarding the treatment of francisellosis
with ENR, it was highly effective when compared to OTC, however, there are already resistant
isolates in the country and its off-label use is not recommended. The developed vaccine was
able to reduce mortality and progression of clinical signs, demonstrating itself as a viable
alternative in the control of francisellosis. This study brought prophylaxis and control measures
for the disease caused by F. orientalis that can be used in national tilapia farms.

Keywords: Francisellosis. Tilapia. Susceptibility profile. Antimicrobials. Immunoprophylaxis.
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1. INTRODUCAO GERAL

A aquacultura vem apresentando um grande crescimento nas ultimas décadas, devido a
expansdo na producdo, houve aumento na demanda e incremento do consumo per capita
mundial de pescado. Essa fonte de proteina animal ja responde por 20% do total consumido
pela populacdo mundial, principalmente nos paises em desenvolvimento (FAO, 2015, 2018).
Segundo a Food and Agriculture Organization (FAO), no ano de 2018 foram produzidos 114,5
milhdes de toneladas de pescado na aquacultura mundial, gerando divisas da ordem de 263,8
bilhdes de ddlares (FAO, 2020). No Brasil, a atividade foi responsavel pela produgao de 551,9
mil de toneladas no ano de 2020 (IBGE, 2021).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é um ciclideo africano considerado uma das
especies mais importantes da aquacultura subtropical e tropical (Elangovan et al., 2019).
Altamente adaptavel a diferentes temperaturas, salinidades e sistemas de produ¢do. Alem disso,
possui boa conversao alimentar, baixo custo produtivo, toleram baixa qualidade de agua, filé
branco, sem espinhas com caracteristicas organolépticas agradaveis ao consumidor. Foi
introduzida no Brasil em 1971 com o intuito de povoar reservatorios na regiao nordeste, mas a
expansdo produtiva deu-se apenas na década de 90 (Kubitza, 2003; FAO, 2005; SENAR, 2018).
Atualmente, destaca-se por ser a espécie de peixe mais cultivada no Brasil e a terceira no mundo
(FAO, 2020; IBGE, 2021). No pais essa é responsavel por 62,3% do total da producéo nacional,

sendo o estado do Parana o principal produtor, seguido de Sdo Paulo (IBGE, 2021).

Com o passar de vinte anos, a producdo de tildpia foi gradualmente expandindo, do
cultivo em tanque escavado para tanque-rede em grandes reservatérios (Valenti et al., 2021). A
intensificacdo da producdo para atender a crescente demanda do mercado, exige que o setor
seja mais produtivo, em contrapartida, ha um aumento na probabilidade de surtos de
enfermidades endémicas na tilapicultura (Aeromonas hydrophila, Streptococcus agalactiae,
Flavobacterium columnare, Streptococcus iniae, Streptococcus dysgalactiae) (Figueiredo et
al., 2005; Mian et al., 2009; Carvalho-Castro et al., 2010; Netto et al., 2011; Figueiredo et al.,
2012; Chideroli et al., 2017) como a possibilidade de emergir uma nova enfermidade
(Oidtmann et al., 2011; Peeler & Taylor, 2011; Roriz et al., 2017).

Atualmente, a doenca emergente de etiologia bacteriana que tem representado uma
grande adversidade para a tilapicultura nacional, bem como mundial, ¢ a infeccdo por
Francisella orientalis, devido ao severo impacto econémico na cadeia produtiva gerado pelas

perdas (alta mortalidade, baixa conversao alimentar de animais sobreviventes, aumento do
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custo produtivo, etc) (Soto et al., 2009; Leal et al., 2014; Duodu et al., 2012; Sebastiéo et al.,
2017; Delphino et al., 2019; Ramirez-Paredes et al., 2020; Favero et al., 2021).

Francisella orientalis & uma espécie pertencente ao filo das Proteobacterias, subclasse
Gammaproteobacteria, ordem Thiotrichales, familia Francisellaceae e género Francisella
(Bergey’s Manual, 2005). E caracterizada como cocobacilo pleomérfico, tamanho variando de
0,2-0,4um (largura) e 0,4-1,7 um (altura), Gram-negativa, estritamente aerdbia, ndo produtora
de esporos, ndo-movel, metabolismo dependente de cisteina, intracelular facultativa,
fracamente positiva para o teste de catalase, positiva para o teste de gelatinase, negativa para o
teste de citocromo oxidase, incapaz de metabolizar D-alanina como fonte de carbono. Suas
colbnias sdo mucoides podendo variar de coloracdo branca-acinzentada a cinza-esverdeada
(Birkbeck et al., 2011; Ramirez-Paredes et al., 2017; Ramirez-Paredes et al., 2020).

Quanto a sua taxonomia, a especie Francisella orientalis apresentou diversas mudancas
ao longo do tempo, devido a dificuldade no isolamento, bem como a baixa sensibilidade do
mesmo (Assis et al., 2017), tornando os métodos moleculares as ferramentas mais viaveis de
diagndstico. Inicialmente, nos primeiros surtos ocorridos em Taiwan e Havai (Mauel et al.,
2003; Mauel et al., 2005), o microrganismo encontrado apresentava algumas semelhancas com
Piscirickettsia salmonis (intracelular, pleomdrfico, presenga no citosol e fagolisossomo) mas
que diferiam da mesma com relacdo ao tamanho, hospedeiro acometido, temperatura da
ocorréncia dos surtos, e variancia antigénica, sendo entdo denominada Piscirickettsia-like. Em
2006, baseando-se nos resultados obtidos de histopatologia, citologia, sequéncia do gene 16S
rRNA, hibridizacdo in situ e analise filogenética (gene 16S rRNA), concluiu-se que se tratava
de uma espécie pertencente ao género Francisella, e que apresentava alta similaridade com
Francisella philomiragia (98,7%). Dessa forma, a bactéria foi denominada como Francisella-
like (Hsieh et al., 2006).

Em 2007, amostras de surtos ocorridos em Taiwan (Oreochormis sp.) e Japéo
(Parapristipoma trilineatum) (Fukuda et al., 2002) demonstraram pela analise do gene 16S
rRNA, 99,9% de similaridade entre si, e alta similaridade com F. philomiragia (99,3%) e
Francisella sp. (99,2%) previamente isolada de bacalhau (Gadus morhua) (Mauel et al., 2007).
Concomitantemente, sete amostras oriundas de bacalhau foram comparadas com isolados de F.
philomiragia através de hibridizagdo DNA-DNA, quimiotaxonomia, sequéncia do gene 16S
rRNA, sendo, portanto, determinada uma nova subespécie para tais isolados, Francisella

philomiragia subsp. noatunensis (Mikalsen et al., 2007).
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Posteriormente, em 2009, Ottem e colaboradores revisaram a classificagcdo taxonémica
ao comparar isolados de Francisella philomiragia subsp. philomiragia, Francisella
philomiragia subsp. noatunensis, Francisella piscicida, Francisella sp. (Ehime-1) e
Francisella sp. (Ind04, Oreochromis mossambicus, Indonésia). Através de analises fenotipicas,
bioquimicas, sequenciamento do gene 16S rRNA e de nove genes housekeeping (dnaA, mutS,
pgm, prfB, putA, rpoA, rpoB, tpiA, mdh) seguida por anélise filogenética (alinhamento do gene
16SrRNA e sequéncias concatenadas entre os genes) e hibridizacio DNA-DNA. Pelos
resultados obtidos Francisella philomiragia subsp. noatunensis e Francisella piscicida eram
idénticas, sendo sugerido entdo o nome Francisella noatunensis. Os isolados Ehime-1 e Ind04
apresentaram alta similaridade entre si e eram mais intimamente relacionadas a Francisella
noatunensis quando comparadas a Francisella philomiragia subsp. philomiragia. Estes dados
foram reiterados pela hibridizacdo DNA-DNA com valor médio de 68,7%. Com os resultados
obtidos, verificou-se que Francisella sp. Ehime-1 e Ind04 eram espécies distintas de F.
philomiragia subsp. philomiragia e, que de acordo com o limite previamente estabelecido de
70% (Wayne et al., 1987) para o ensaio de hibridizacdo seria suficiente para delimitar uma
espécie. Juntamente com os demais dados obtidos por esses autores, ndo foi possivel distinguir
Francisella noatunensis de Francisella sp. Ehime-1 e Ind04, sendo os nomes sugeridos
Francisella noatunensis subsp. noatutensis e Francisella noatunensis subsp. orientalis,

respectivamente.

Em 2020, Ramirez-Paredes e colaboradores, propuseram uma nova classificacdo
taxonbmica para as subespécies dessa espécie bacteriana, uma vez que, 0s critérios para
determinar espécies distintas foram atualizados: os isolados devem apresentar similaridade do
gene 16S rRNA < 98,65% e taxa de reassociagdo na hibridizagdo DNA-DNA < 70% (Kim et
al., 2014, Stackebrandt & Ebers, 2006; Tindall et al., 2010). Entretanto, tais metodologias ndo
se aplicavam a Francisella noatunensis subsp. noatunensis e Francisella noatunensis subsp.
orientalis, visto que essas apresentavam similaridade > 99,3% (Ottem et al., 2009). Logo, a
reclassificagdo foi realizada com base em pardmetros genomicos, fenotipicos (fingerprint
metabdlico) e quimiotaxondmicos (&cidos graxos celulares, quinonas etc.). A utilizacdo das
analises de genoma completo (hibridizacdo digital DNA-DNA); identidade média de
nucleotideos-ANI; filogenia (gene 16S rRNA e analise de sequéncia multilocus - oito genes
housekeeping) funcionaram como uma solugdo alternativa para validar novas espécies
intimamente relacionadas que possuem alto grau de similaridade do gene 16S rRNA (Chun et

al., 2018; Ciufo et al., 2018). As analises foram feitas com amostras de Francisella noatunensis
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subsp. noatunensis, Francisella noatunensis subsp. orientalis, Francisella philomiragia,
Francisella tularensis (subsp. tularensis, holarctica, mediasiatica e novicida), Francisella
hispaniensis e uma espécie do género Allofrancisella. As analises de genoma completo
indicaram que Francisella noatunensis subsp. noatunensis e Francisella philomiragia sdo mais
intimamente relacionadas entre si, do que Francisella noatunensis subsp. noatunensis e
Francisella noatunensis subsp. orientalis, validando a proposta que estas duas Gltimas sdo de
especies distintas. Tanto o perfil do fingerprint metabdlico quanto o de &cidos graxos
monoinsaturados foram capazes de diferenciar Francisella noatunensis subsp. noatunensis e
Francisella noatunensis subsp. orientalis. Assim, a nova nomenclatura proposta foi de
Francisella noatunensis subsp. noatunensis para Francisella noatunensis e para Francisella

noatunensis subsp. orientalis para Francisella orientalis.

A diversidade genética de amostras de F. orientalis ja foi analisada a fim de verificar a
variabilidade genética entre isolados obtidos de espécies e paises distintos por diferentes
técnicas como ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus elements-
Polymerase Chain Reaction) e BOX-PCR (Soto etal., 2012), REP-PCR (Repetitive Extragenic
Palindromic elements-PCR) (Leal et al.,2014), eletroforese em campo pulsado (Duodu et al.,
2013), e analise de genoma completo de dezesseis amostras brasileiras (Pereira et al., 2018).
Em geral nessas analises os isolados demonstraram baixos niveis de variabilidade genética,
indicando relacdo clonal entre a maioria das amostras, com a exce¢do do isolado Toba04
(Indonésia) (Sridhar et al., 2012). Essa apresenta rearranjos, sugerindo uma origem distinta dos
demais isolados dos estudos supracitados. De maneira similar, isolados brasileiros foram
analisados por REP-PCR (Leal et al., 2014) e analise gendmica (Gongalves et al., 2016; Pereira
et al., 2018). No Brasil, os isolados apresentaram relacdo clonal, entretanto, segundo a analise
de wgMLST (whole genome Multilocus Sequence Typing), os isolados brasileiros oriundos de
diferentes tilapiculturas, ja demonstram diferencas sutis resultantes da ocorréncia de mutacoes
(Pereira et al., 2018).

Assim como a maioria dos patdgenos emergentes na aquacultura, Francisella orientalis
disseminou-se rapidamente através de fronteiras internacionais, causando sérios impactos
financeiros nos paises afetados. Surtos ja foram relatados nos Estados Unidos (Mauel et al.,
2005), Costa Rica (Soto et al., 2009), Indonésia (Ottem et al., 2009), Reino Unido (Jeffery et
al., 2010), Brasil (Leal et al., 2014), Tailandia (Nguyen et al., 2015), China (Qiang et al., 2015),
México (Ortega et al., 2016) e Honduras (Soto et al., 2019) (Fig. 1).
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Figura 1:Paises e periodos em que ocorreram surtos de franciselose em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (Adaptado de Nguyen et al., 2015).
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Acomete principalmente alevinos e juvenis, nos periodos de Outono e Inverno (onde a
temperatura da agua é menor, variando entre 22-24°C) acarretando altas mortalidades (até 90%
dos lotes) (Birkbeck et al., 2011;Leal et al., 2014;Ramirez-Paredes et al., 2017; Sebastido et al.,
2017; Soto et al., 2009).

O curso da infeccdo pode ser agudo ou cronico. Os animais com doenca clinica
apresentam sinais clinicos inespecificos como anorexia, letargia, melanose, exoftalmia,
ulceracbes em base de nadadeira, branquias palidas, natagdo erratica, opacidade de cdrnea e
ascite; a necropsia, verifica-se a presenca de leses esbranquicadas com aspecto granulomatoso,
multifocais, principalmente no baco e rim cranial. Estas podem ser atribuidas a infeccéo
intracelular de macrofagos, induzindo uma resposta imune adaptativa e formacdo de
granulomas, sobretudo com maior intensidade nos érgdos pertencentes ao sistema imune
(Birkbeck et al., 2011; Jantrakajorn & Wongtavatchai, 2016; Assis et al., 2017; Soto et al.,
2017).

No Brasil, o primeiro relato na literatura ocorreu no ano de 2014, entretanto, as
mortalidades vinham ocorrendo desde 2011, nas fases mais jovens de vida que eram
acometidas de maneira aguda, nos periodos de Outono e Inverno (onde a temperatura da agua
é menor, variando entre 22-24°C) acarretando altas mortalidades (até 80% dos lotes) (Soto et
al., 2009; Birkbeck et al., 2011; Leal et al., 2014; Ramirez-Paredes et al., 2017). Ja em sua
forma cronica, pode causar lesdes puntiformes enegrecidas na musculatura, que levam a
condenacéo da carcaca, fato até o presente momento descrito apenas no Brasil (Junior et al.,
2020; Leal et al., 2018). A entrada do patdgeno provavelmente ocorreu pela importacdo de
tilapias vivas (no periodo de 2005-2016) (Cunha, 2017). A disseminacdo pelo territério
brasileiro deu-se pelo transporte de animais infectados (Fig. 2), e sua permanéncia durante
varios ciclos produtivos ocorre pela presenca de animais portadores sobreviventes dos surtos
(Birkbeck et al., 2011; Favero et al., 2021; Soto et al., 2010b), espécies vicinais ao cultivo
podem servir como reservatorio, a formacéo de biofilme (nos tanques-rede, fomites utilizados
no manejo) (Soto et al., 2015), além da transmissdo vertical (Pradeep et al., 2017; Nguyen et
al., 2019).
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Figura 2:Estados brasileiros e periodos em que ocorreram os surtos de infeccdo por
Francisella orientalis em tilapia do Nilo.

Para doencas bacterianas, como a franciselose, a antibioticoterapia administrada por via
oral através da racdo, € a medida de eleicdo para o controle dos surtos (Soto et al., 2010a; Soto
et al., 2013). Visando a eficacia do tratamento, é de fundamental importancia o conhecimento
e acompanhamento dos perfis de susceptibilidade a antimicrobianos das amostras do patogeno
(Miller & Harbottle, 2018). A mensuracdo da susceptibilidade é dada pelos testes in vitro de
susceptibilidade a antimicrobianos (TSA) juntamente com seus critérios interpretativos (Smith,
2017; Smith, 2020). Os mais comumente empregados sd@o os testes de disco difuséo
(popularmente conhecidos com antibiogramas) e concentracdo inibitéria minima (CIM).
Segundo (Smith, 2007), grande parte dos laboratorios que recebem isolados oriundos de
organismos aquaticos para TSA utiliza a metodologia de discos de difusdo. Essa € menos
laboriosa quando comparada ao CIM, possui baixo custo, repetibilidade, possibilidade de
realizar testes em larga escala; tais caracteristicas torna-o uma opcdo exequivel na rotina
laboratorial (Declercq et al., 2013; Smith et al., 2013; Miranda et al., 2016; Smith & Egan,
2020).
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A OIE (World Organisation for Animal Health) preconiza o uso de protocolos de
execucdo dos TSA originarios de organizacbes mundialmente reconhecidas, como CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, EUA) e EUCAST (European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing, UE) (OIE, 2021). O CLSI, até a presente data, € 0 Unico
que dispde de diretrizes especificas para avaliagdo da susceptibilidade em bactérias de animais
aquaticos (VETO03-A) (CLSI, 2006, 2020b), porém, ndo possui informagdes a respeito da
realizacdo do teste com microrganismos fastidiosos, como Francisella orientalis. Devido a
diversidade dessas bactérias, com relagdo a temperatura de crescimento, periodo de incubacéo
e aporte nutricional diferenciado, a recomendacdo € que os testes sejam adaptados de acordo

com as particularidades do patdgeno (OIE, 2019, 2021).

Quanto ao critério interpretativo, diferentemente de patdgenos de mamiferos, as
bactérias oriundas de animais aquaticos nao possuem breakpoint clinico estabelecido, ou seja,
os dados a respeito da farmacocinética, farmacodinamica, dose, via de administracao, periodo
de tratamento, espécie-alvo e interacdo bactéria-hospedeiro-antimicrobiano sdo inexistentes ou
escassos (Kahlmeter, 2014; Miller & Harbottle, 2018; Silley, 2012; Smith, 2020). Este fato
impossibilita classificar os isolados submetidos aos TSA em sensivel, intermediario e resistente,
que seriam medidas in vivo da probabilidade de sucesso terapéutico para a droga utilizada
(Silley, 2012; Baron et al., 2017; Gieseker et al., 2017; Smith, 2020). Com excegdo a
Aeromonas salmonicida onde existem breakpoint clinico determinado para oxitetraciclina e

acido oxolinico em salmao (Salmo salar) (CLSI, 2020a).

Logo, para que o conjunto de dados obtidos nos testes dos microrganismos supracitados
possam ter significancia, é necessario a ado¢do de um critério interpretativo que leve em
consideracao apenas as interagcdes e condic¢des ocorridas in vitro (Smith, 2013; Baron et al.,
2017; Smith etal., 2017; OIE, 2019). A metodologia que vem sendo largamente utilizada desde
de 2007 em testes de susceptibilidade a antimicrobianos de bactérias provenientes de animais
aquaticos € o NRI (Normalized Resistante Interpretation) (Douglas et al., 2007; Ruane et al.,
2007; Smith et al., 2007; Smith & Christofilogiannis, 2007).

O NRI € o primeiro critério interpretativo que usa diretamente os dados obtidos no teste
de disco difusdo independente dos valores de CIM pré-determinados. Além disso, a abordagem
matematica empregada para a reconstrucdo da populacdo susceptivel em uma distribuicdo
gaussiana faz com que os resultados obtidos com sua aplicagéo, sejam extremamente proximos

aos dados reais, demonstrando seguir critérios paramétricos precisos em grau suficiente que
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seja possivel estabelecer o limite inferior de uma populacdo susceptivel (Joneberg et al., 2003;
Kronvall, 2003; Smith et al., 2009; Smith & Kronvall, 2014). Esta, permite a determinacao dos
valores de ponto de corte epidemioldgico (Epidemiological cutoff value- ECV/COwr),
possibilitando a classificacdo dos isolados como susceptiveis (ou Wild Type-WT) e com
susceptibilidade reduzida (ou Non Wild Type-NWT) (Joneberg et al., 2003; Kronvall et al.,
2003; Smith et al., 2009; Kronvall, Giske & Kahlmeter, 2011).

Atualmente existem apenas trés estudos que avaliam susceptibilidade de Francisella
orientalis, porém, a esses ndo apresentam o critério interpretativo utilizado, bem como,
avaliaram um reduzido nimero de amostras, 0 que torna as analises e comparacdo dos dados
invidveis (Soto et al., 2012; Soto et al., 2016; Ramirez-Paredes et al., 2017). A escassez de
dados na literatura evidencia a necessidade de estabelecer COwr para classificar o isolados de
F. orientalis, permitindo assim, a detec¢do e monitoramento de amostras com susceptibilidade
reduzida ou resistentes ao longo do tempo em regides acometidas pela franciselose (Minogue
etal., 2012; Contreras-Lynch et al., 2017).

O estudo do perfil de susceptibilidade vem de encontro com a necessidade de testar a
eficacia terapéutica in vivo dos mesmos. Ja que no Brasil, assim como nos demais paises com
producdo aquicola, o nimero de antimicrobianos licenciados é demasiadamente restrito (Smith,
2008; Morrison & Saksida, 2013; Price et al., 2016; Love et al., 2020). Este fator, associado ao
uso continuo e inadvertido dos mesmos a longo prazo, pode levar a ineficacia terapéutica, bem

como, o desenvolvimento de patdgenos resistentes (Smith, 2008, 2012).

Atualmente, sdo licenciados para uso na producdo nacional a oxitetraciclina (OTC) e 0
florfenicol (FLO). Soto e colaboradores (2013) verificaram a eficécia terapéutica do FLO in
vivo no tratamento da franciselose em tilapia do Nilo. O antimicrobiano reduziu a mortalidade,
porém ndo foi capaz de eliminar o microrganismo do hospedeiro. Ja a oxitetraciclina € um
antibidtico de amplo espectro, que tem como mecanismo de acdo a inibicdo da sintese proteica
através do bloqueio reversivel a subunidade 30S do ribossomo (Armstrong et al., 2005). Esse
composto possui baixo custo e é extensivamente utilizado na tilapicultura mundial, e segundo
Favero e colaboradores (2021), é capaz de diminuir a mortalidade pela franciselose, entretanto
como o FLO, o tratamento resulta em animais portadores. Apesar disso, esses farmacos vém
sendo utilizados para o tratamento da infeccdo de F. orientalis no pais. Nas producdes
nacionais, falhas terapéuticas tém sido relatadas por técnicos de campo com o uso de florfenicol

para o tratamento de franciselose. Ja para oxitetraciclina os dados séo conflitantes, com algumas
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empresas obtendo resultados positivos com a utilizagao de altas dosagens e outras sem sucesso
na terapia (Leal et al., 2018; Favero et al., 2021).

Diante desta problematica, o produtor com o intuito de sanar o problema, pode vir a
utilizar antimicrobianos off-label (FDA, 2011) oriundos da producdo de aves ou suinos, nos
quais a antibioticoterapia pode ser administrada atraves da racéo. O uso de farmacos off-label
pode comprometer a seguranca alimentar, uma vez que a droga pode nao ter limite maximo de
residuo estabelecido; a eficacia terapéutica pode ser comprometida, pois ndo ha dose, periodo
de tratamento estabelecido para administracdo em peixes; além do aumento da probabilidade
de inducdo de resisténcia (FDA, 2011; Henriksson et al., 2018; Okocha et al., 2018).

Alguns paises como Estados Unidos e Unido Européia, possuem critérios estabelecidos
por lei de quando empregar antimicrobianos off-label. No Brasil, desde de o0 ano de 2018 existe
o Pan-BR Agro (Plano de acdo nacional de prevencdo e controle da resisténcia aos
antimicrobianos no ambito da agropecuéaria) (MAPA, 2018) e que juntamente com a IN n°4 do
dia 28 de fevereiro de 2019, acompanha as normas recomendadas pela OIE. De acordo com 0
Aquatic Animal Health Code, em casos onde existem problemas na eficicia dos farmacos
legalizados, admite-se o uso farmacos off-label sendo responsabilidade do médico veterinario,
devido a caréncia residual para que as concentragfes das drogas estejam no limite residual
minimo (OIE, 2021).

A partir da premissa supracitada, uma opc¢éo viavel seria a enrofloxacina (ENR). Um
antimicrobiano pertencente a segunda geracdo das fluoroquinolonas, e de uso exclusivo
veterinario, bem como o florfenicol. Essa droga tem demonstrado eficacia no tratamento de
animais terrestres acometidos por infec¢des de bactérias intracelulares como Brucella canis e
Chlamydophila felis (Trouchon & Lefebvre, 2016). Adicionalmente, apresenta resultados
satisfatorios no tratamento de doencas bacterianas em peixes causadas por A. salmonicida, R.
salmoninarum, P. damselae subsp. piscicida em salmonideos, S. iniae em sunshine bass, A.
salmonicida, A. sobria e A. hydrophila em carpa (Cyprinus carpio; Carassius auratus gibelio;
Ctenopharyngodon idella), F. psycrophilum em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss ) (Bowser
et al., 1994; Hsu et al., 1994; Stoffregen et al., 1996; Fang et al., 2012; Fan et al., 2017; Yang
etal.,, 2021).

A enrofloxacina ao ser administrada via racdo a animais cultivados em agua com baixas
temperaturas, apresenta ampla e rédpida distribuicdo tecidual, bem como intracelular.

Caracteristicas relacionadas a natureza lipofilica da molécula, facilitam a sua entrada nas
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células intestinais e bacterianas, através de difusao passiva (Bowser & Babish, 1991; Stoffregen
et al., 1996; Samuelsen, 2006; Kyuchukova et al., 2015; Trouchon & Lefebvre, 2016).
Adicionalmente, atinge altas concentracfes no figado, rim cranial e baco. apresenta baixas
taxas de deplecdo resultando em um maior tempo de meia-vida, prolongando a agdo do
antimicrobiano nos tecidos (Kyuchukova et al., 2015; Teles etal., 2016; Wang et al., 2016; Fan
etal., 2017).

Como mencionado anteriormente, a antibioticoterapia ainda é a principal medida de
controle da franciselose (Soto et al., 2013), uma vez que esta ndo possui vacina comercial
(Rigos & Smith, 2015). Entretanto, na ocorréncia de surtos pode ndo haver tempo para
intervencdo medicamentosa ou quando esta € realizada tardiamente, 0s animais j& apresentam
anorexia, levando a um consumo insuficiente da racdo medicada, e pdér consequéncia, a
ineficacia do tratamento. Além disso, uma das principais preocupacfes atuais € 0 UuSO
inadequado/exacerbado dessas substancias na producdo animal, propiciando o desenvolvimento
de microrganismos resistentes, além de acarretar um aumento no custo produtivo, diminuicdo
da qualidade do produto final (Smith, 2008; Okocha et al., 2018; Sheng, 2017; Smith, 2017).

Nesse contexto, o desenvolvimento de vacinas torna-se uma medida estratégica para o
controle da franciselose. Esse tipo de produto imunoprofilatico tem sido utilizado durante
décadas na piscicultura de espécies marinhas, pois reduz de maneira eficiente a ocorréncia de
enfermidades infecciosas, diminui o custo produtivo em consequéncia da diminuicdo da
mortalidade, bem como, 0 emprego de antimicrobianos (Smith, 2008; Reimschuessel et al.,
2013; Tufa, 2015; Okocha et al., 2018; Lulijwa et al., 2019; Rigos et al., 2021).

As vacinas ofertadas para o mercado aquicola, em sua grande maioria, sdo compostas
por células bacterianas completas inativadas, associadas a adjuvante oleoso, sendo a principal
via de administracao a intraperitoneal (IP) (Begwald & Dalmo, 2012; Roberts, 2012; Tafalla et
al., 2013, 2014; Dalmo et al., 2016). Até o presente momento, existem trés vacinas
experimentais para controle da franciselose na literatura com a composi¢do acima mencionada
e administrada via IP que apresentam resultados promissores com altas taxas de porcentagem
relativa de sobrevivéncia (PRS) (variando de 65,9% a 100%) (Ramirez-Paredes et al., 2019;
Shahin et al., 2019; Pulpipat et al., 2020) reiterando que a resposta imune humoral através da

producéo de IgM é capaz de mitigar a infecgéo.

Embora via IP seja comumente empregada na vacinacdo, sua utilizacdo &,

contraindicada para peixes muito jovens e de baixo peso (< 15g), ndo s6 pela médo-de-obra e
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infraestrutura necessaria, mas também pela ocorréncia de efeitos adversos como reagdo
inflamatdria exacerbada pela presenca do adjuvante, imunodepressao, tornando inapropriado o

uso destas vacinas a campo (Yu et al., 2018; Adams & Subasinghe, 2021).

Vias alternativas de administracdo como a imersdo, que tém sido utilizadas com o intuito
de vacinar animais jovens (larvas e alevinos) em grande escala, por diminuir o custo e a
demanda de mdao-de-obra, propiciar a realizacdo de reforgos vacinais ao longo do ciclo de
producdo e minimizar o estresse do processo de vacinacdo, além de estimularem a resposta
imune de mucosa e sisttmica (Rombout & Kiron, 2014; Munang’andu et al., 2015; Sudheesh
e Cain, 2017; Munang’andu e Evensen, 2018; Bggwald e Dalmo, 2019).

As vacinas administradas via imersdo, assim como as IP, podem ser constituidas de
patdgenos atenuados ou inativados. As vacinas atenuadas utilizam-se de cepas menos virulentas
ou de viruléncia reduzida (por processos quimicos ou manipulacdo genética) (Dadar et al.,
2017; Sudheesh & Cain, 2017; Ma et al., 2019; Mohd-Aris et al., 2019;). Estas por serem
capazes de entrar/multiplicar na célula do hospedeiro, mimetizando uma infeccdo, por esta
raz&o sdo mais imunogénicas e induzem resposta imune humoral e celular, resultando em uma
memdaria imune de maior duracéo (Bondad-Reantaso et al., 2005; Sudhagar et al., 2016; Dadar
etal., 2017; Ma et al., 2019; Mohd-Aris et al., 2019).

Comercialmente, vacinas atenuadas por imersao estdo disponiveis para F. columnare e.
ictaluri destinadas a bagre do canal (Ictalurus punctatus) licenciada para utilizagdo nos EUA
(Shoemaker et al., 2011; Dadar et al., 2017; Ma et al., 2019), para herpesvirus da carpa koi e
viremia primaveril da carpa (Rhabdovirus carpio) ambas em carpa comum (Cyprinus carpio)
licenciadas para uso em Israel e China, respectivamente (Dhar et al., 2014; Dadar et al., 2017,
Ma et al., 2019). No ambito experimental, Soto e colaboradores (2011) desenvolveram uma
vacina para o controle da franciselose em tilapia. Essa é composta pelo microrganismo
atenuado, através da delecdo do gene iglC e administrada via imersdo, mostrando-se eficiente

na profilaxia da enfermidade por induzir resposta imune humoral e celular.

Apesar da comprovada eficacia, as vacinas atenuadas ainda sdo consideradas de alto
risco por diversos fatores, como a possibilidade de reverséo de viruléncia, viruléncia residual,
podem gerar infec¢des subclinicas em hospedeiros imunocomprometidos e risco de introducéo
de amostras patogénicas para espécies de vida livre vizinhas ao cultivo. Por tais razBes existe

uma grande dificuldade e dispéndio financeiro que acabam gerando entraves no licenciamento
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destes produtos (Jorge & Dellagostin, 2017; Ma et al., 2019; Mohd-Aris et al., 2019; Adams &
Subasinghe, 2021).

Apesar da comprovada eficacia, as vacinas atenuadas ainda sdo consideradas de alto
risco por diversos fatores, como a possibilidade de reversao de viruléncia, viruléncia residual,
podem gerar infec¢des subclinicas em hospedeiros imunocomprometidos e risco de introducéo
de amostras patogénicas para espécies de vida livre vizinhas ao cultivo. Por tais razGes existe
uma grande dificuldade e dispéndio financeiro que acabam gerando entraves no licenciamento
destes produtos (Jorge & Dellagostin, 2017; Ma et al., 2019; Mohd-Arris et al., 2019; Adams &
Subasinghe, 2021).

Ja as vacinas por imersdo inativadas podem ser compostas de células completas de
patdgenos mortos por processos quimicos (formalina) ou fisicos (calor) (Munang’andu et al.,
2014; Mohd-Aris et al., 2019; Sudheesh & Cain, 2017), proteinas imunogénicas no caso de
vacina recombinante (Shahin et al., 2020) . Induzem resposta imune humoral de mucosa (pele,
branquias, intestino, fossas nasais) e sérica que podem durar até trés meses e postergar caso o
reforco vacinal seja efetuado (Medina & Guzman, 2000; Rombout & Kiron, 2014;
Munang’andu et al., 2015; Soto et al., 2015; Sudheesh & Cain, 2017; Adams, 2019; Bagwald
& Dalmo, 2019; Somamoto & Nakanishi, 2020).

Quando comparadas as vacinas via intraperitoneal, as administradas via imersdo geram
uma resposta imune induzida menos intensa e menos duradoura. Com o intuito de induzir uma
resposta imunolégica mais eficiente e duradoura, utilizam-se adjuvantes. Esses ao serem
administrados juntamente com a suspensdo bacteriana inativada, sdo capazes aumentar a
imunogenicidade, bem como intensificar a resposta humoral e induzir a resposta imune celular
(Bagwald & Dalmo, 2012; Tafalla et al., 2013, 2014; Dalmo et al., 2016;).

Estudos para o desenvolvimento de vacinas via imersao para peixes tém sido realizados
com o adjuvante MONTANIDE® IMS 1312 VG (Seppic, Franca). Esse adjuvante é composto
de nanoparticulas (x100nm) dispersas em agua, associadas a um componente imunoestimulador
(Aucouturier et al., 2001). Por possuir uma fase aquosa, € indicada para vacinas de imersé&o,
apresentando resultados promissores no controle imunoprofilatico de infec¢des bacterianas por
Yersinia ruckeri (Skov et al., 2018; Soltani et al., 2014); Flavobacterium psychrophilum em
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Hoare et al., 2017); virus da septicemia hemorragica em
olive flounder (Paralichthys olivaceus) (Hwang et al., 2017); virus da necrose pancreatica em

truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Monfared et al., 2018); virus da encefalopatia e
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retinopatia em esturjdo-estrelado (Acipenser stellutis) (Afsharipour et al., 2021);Lactococcus
garvieae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae e Enterococcus faecalis em tilapia do
Nilo (Abu-Elala et al., 2019).

Uma formulagédo vacinal que possua a suspensao bacteriana inativadae MONTANIDE®
IMS 1312 VG, poderia ser uma alternativa potencialmente eficaz no controle da franciselose,
na qual a resposta imune gerada seja eficiente mediante um patogeno intracelular, assim como
as vacinas de imersdo para Yersinia ruckeri e Photobacterium damselae subsp. piscicida em

associacdo com Vibrio anguillarum, (Bggwald & Dalmo, 2019).
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HIPOTESES

e O teste de disco difusdo é uma metodologia aplicavel para determinar a susceptibilidade

de isolados de Francisella orientalis a diferentes antimicrobianos;

e Antimicrobianos das classes das quinolonas e tetraciclinas séo efetivos no tratamento

da franciselose em tilapia do Nilo (Orecromis niloticus);

e Avacina inativada de célula completa administrada via imersao confere resposta imune
humoral protetiva mediante a infeccdo por Francisella orientalis em tilapia do Nilo

(Oreochromis niloticus).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Os objetivos do presente trabalho foram padronizar uma metodologia de discos de

difusdo para determinacdo do perfil de susceptibilidade de Francisella orientalis a

antimicrobianos, bem como, avaliar a eficacia terapéutica da enrofloxacina e oxitetraciclina

para tratamento da franciselose e desenvolver vacina inativada de célula completa para

imunoprofilaxia da doenca em alevinos e juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Padronizagdo da metodologia de discos de difusdo de Kirby & Bauer para as estirpes
de Francisella orientalis através da determinacdo do meio de cultivo e periodo de

incubacdo mais apropriados;

Avaliar os perfis de susceptibilidade de amostras Brasileiras de Francisella orientalis
previamente isoladas de surtos ocorridos em cultivos de tilapia do Nilo para florfenicol,
oxitetraciclina, ampicilina, amoxicilina, eritromicina, norfloxacina, doxicilcina,
enrofloxacina e trimetoprim-sulfametoxazol, bem como determinar os valores locais

de ponto de corte epidemiolégico através da metodologia de disco difusdo;

Determinar a eficacia terapéutica da oxitetraciclina e enrofloxacina no tratamento da

infeccdo por Francisella orientalis em juvenis de tilapia do Nilo;

Desenvolver vacina de células completas inativada para administracdo por imersao,
para imunoprofilaxia da infec¢do por Francisella orientalis em alevinos e juvenis de

tilapia do Nilo.
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2. CAPITULO 1: Padronizacdo de antibiograma, pontos de corte epidemioldgicos e
determinacao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos para isolados Brasileiros

de Francisella orientalis

Manuscrito original aceito pelo periédico Aquaculture

2.1. Introducdo

A franciselose é uma doenca sistémica granulomatosa causada por cocobacilos Gram-
negativos pertencentes a espécie Francisella orientalis (FO), que acomete peixes de aguas
tropicais. A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) é o peixe cultivado mais afetado (Soto et
al., 2009; Birkbeck et al.,2011; Leal et al., 2014; Maekawa et al., 2021). Esta é considerada a
terceira espécie de peixe mais cultivada no mundo (FAO, 2020) e a mais cultivada no Brasil,

sendo responsavel por 62,3% da producéo aquicola total (IBGE, 2021).

O género Francisella é bem estudado, especialmente a subespécie Francisella
tularensis, o0 agente causador da tularemia devido ao interesse relacionado a saude humana e
biosseguranca (Oyston et al., 2004; Brudal et al., 2014; Caspar & Maurin, 2017). Qutras
especies de importancia veterinaria, assim como a FO ainda sdo pouco estudadas. F. orientalis
ja foi detectada nos continentes americanos, incluindo Estados Unidos (Mauel et al., 2005),
Costa Rica (Soto et al., 2009), Colémbia (Iregui et al., 2011), Brasil (Leal et al., 2014), México
(Ortega et al., 2016), Honduras (Soto et al., 2019) e; bem como no asiatico, incluindo Japéo
(Ottem et al., 2009), Tailandia (Nguyen et al., 2015), China (Qiang et al., 2015), e Europa, no
Reino Unido (Jeffery et al., 2010).

Embora haja um grande impacto econémico decorrente das altas taxas de mortalidade
nas tilapiculturas pela franciselose, até o presente momento, ndo existem vacinas comerciais
(Soto et al., 2009; Leal et al., 2014). O método de eleicdo para controle da enfermidade é a
administracdo de antimicrobianos por via oral através da racéo, sendo o florfenicol (FLO) o
agente terapéutico comumente utilizado (Soto et al., 2013). No entanto, por tratar-se de um
patdgeno emergente, uma conduta necessaria seria a coleta de amostras durante os surtos
ocorridos, para analisar o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, com o objetivo de
garantir sua utilizacdo de maneira eficiente e racional. Os relatos a respeito da susceptibilidade
a antimicrobianos da F. orientalis sdo escassos. Além disso, esses apresentam um numero

limitado de isolados e ndo possuem critérios de interpretacdo para os dados obtidos, tornando a
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analise e a comparacdo dos mesmos, impraticavel (Soto et al., 2010b ; Ramirez-Paredes et al.,
2017; Soto et al., 2016).

Diferentes metodologias tém sido empregadas para determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos, sendo o método de discos de difusdo (Kirby-Bauer) um dos mais utilizados
(Barker & Kehoe, 1995; Miller et al., 2003; Smith & O’Grady, 2006; Smith et al., 2009; Ge et
al., 2019). Essa técnica apresenta repetibilidade, precisdo, sendo aplicavel narotina laboratorial,
devido a simples execucdo e baixo custo (Reller et al., 2009; Patel, 2012). No entanto, para a
implementacdo de testes de suscetibilidade, organizagdes globais de saide como a OIE (World
Organisation for Animal Health) recomendam que os protocolos implementados sejam
padronizados por uma organiza¢des reconhecidas mundialmente (CLSI- Clinical and
Laboratory Standards Institute, EUA; EUCAST- European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing - UE), e que 0s critérios interpretativos devem ser obrigatérios (OIE,
2021).

O CLSI atualmente tem o Unico manual para teste de disco de difusdo de
microrganismos de animais aquaticos (VET03 - Methods for Antimicrobial Broth Dilution and
Disk Diffusion Susceptibility Testing of Bacteria Isolated From Aquatic Animals; Approved
Guideline) (CLSI, 2006, 2020), que possui os critérios metodoldgicos a serem seguidos para
realizar o teste de susceptibilidade a antimicrobianos (TSA). No entanto, ainda ndo existe
informacdes suficientes para a completa padronizacdo dos protocolos para 0s patégenos de

peixe, incluindo a FO.

Importante ressaltar que o CLSI até entdo, ndo € empregavel para a F. orientalis, uma
vez que as informaces basicas a respeito das condic¢des de cultivo do patégeno ainda nao se
apresentam disponiveis. Para que este seja aplicavel, algumas lacunas que devem ser
preenchidas sdo: a implementacdo de protocolos para microrganismos fastidiosos e a
determinacao de valores de ponto de corte epidemioldgicos (Epidemiological cutoff value- ECV
ou COwr) que até agora s6 foram implementados para alguns antimicrobianos e patdgenos,
como Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (CLSI, 2014). O uso de ECV pode superar
os desafios interpretativos dos testes de susceptibilidade para microrganismos aquaticos (Smith,
2008; Smith et al., 2013; Smith, 2019a). Nesse caso, os isolados ndo sdo classificados como
susceptiveis, intermediarios ou resistentes, mas como Wild Type (WT) e Non-Wild Type (NWT),
que apresentam susceptibilidade total e susceptibilidade antimicrobiana reduzida,

respectivamente (Silley, 2012; OIE, 2021). Para microrganismos exigentes, recomenda-se que
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as condicdes dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos sejam baseadas em protocolos
padronizados, e esses devem ser adaptados as necessidades de crescimento do patdgeno para a
realizacdo dos mesmos (CLSI, 2006; OIE, 2021).

Diante do exposto, 0s objetivos deste estudo foram: padronizar um teste de disco de
difusdo especifico para a avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana de isolados de
Francisella orientalis; calcular valores de corte epidemioldgicos (ECVs/COwr) para diferentes
antimicrobianos; e avaliar o perfil de susceptibilidade de amostras isoladas de surtos em
cultivos de tilapia no Brasil de 2012 a 2019.

2.2. Material e Métodos
2.2.1. Amostras bacterianas

Para a realizacdo do teste de susceptibilidade a antimicrobianos por disco de difusdo
foram selecionadas oitenta e nove amostras de Francisella orientalis do banco de bactérias do
Laboratorio AQUAVET e Laboratorio de Bacteriologia de Rotina (pertencentes a Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais/fUFMG), oriundos de surtos de franciselose
ocorridos em trinta e quatro tilapiculturas de seis diferentes estados brasileiros (Minas Gerais,
Sdo Paulo, Espirito Santo, Bahia, Pernambuco e Santa Catarina) no periodo de 2012-2019
(Apéndice 1). Estes foram identificados através de reacdo de polimerase em cadeia quantitativa
(gPCR) espécie-especifica para F. orientalis (Soto et al., 2010). As amostras Escherichia coli
ATCC® 25922 e Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33658 foram utilizadas
como controle de qualidade para os ensaios (Miller etal., 2003; CLSI, 2006). Todas as amostras

supracitadas foram mantidas a -80°C até utilizacao.
2.2.2. Antimicrobianos

Os antimicrobianos selecionados para o teste de disco difusdo foram baseados nos
antimicrobianos mais utilizados na aquicultura mundial (Acar et al., 2012): florfenicol
(Oxoid,FFC/FLO, 30pg), oxitetraciclina (Oxoid, OT/OTC, 30ug), eritromicina (Oxoid,
ER/ERI, 15ug), ampicilina (Oxoid, AMP, 10ug), enrofloxacina (Oxoid, ENO/ENR, 5ug),
norfloxacina (Oxoid, NOR, 10ug), amoxicilina (Oxoid, AMO, 10ug), doxiciclina (Oxoid,
DOX, 5ug) e trimetropim-sulfametoxazol (1:19) (Oxoid, SUT, 25ug) . As concentragdes de
todos os farmacos presentes nos discos deste experimento, estdo de acordo com manual do
CLSI- VET03-A (CLSI, 2006, 2020).
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2.2.3. Avaliacao do meio de cultivo e periodo de incubacao

Para a padronizacdo e execuc¢do do ensaio de discos de difusdo dos isolados de F.
orientalis foram seguidas as diretrizes do manual “Methods for Antimicrobial Disk
Susceptibility Testing of Bacteria Isolated from Aquatic Animals; Approved Guideline- VET03-
A” do CLSI (CLSI, 2006), com as modificacdes necessarias para o cultivo da espécie
supracitada (OIE, 2021). Por tratar-se de um microrganismo fastidioso, a FO nédo é capaz de
crescer no agar Mueller-Hinton (MH) recomendado para realizagcdo dos testes, logo, neste
estudo foram testados dois meios de cultura para realizagdo dos teste: &gar cisteina coragdo
modificado (CHAM) suplementado com 2% de hemoglobina bovina (BD, EUA) previamente
utilizado em testes de susceptibilidade a antimicrobianos para Francisella tularensis (Tomaso
et al., 2005; Kreizinger et al., 2013; Loughman et al., 2016) e FO (Soto et al., 2012); e &gar
Mueller-Hinton |1 cétion ajustado modificado (BD, EUA) (MHAM), suplementado com 2% de
suplemento Vx (Laborclin, Brasil) e 0,1% de glicose. Ambos 0os meios mencionados foram
testados para os niveis de timidina/timina de acordo com o manual VET03-A, onde o
antibiograma foi realizado com a amostra de referéncia Enterococcus faecalis ATCC® 33186
para associagdo de SUT, sendo incubadas a 37°C por 24 horas. O meio de cultivo torna-se

elegivel para o teste com SUT, apenas se o halo de inibigdo formado for >20mm (CLSI, 2006).

Dez amostras (FNO-12, FNO-22, FNO-25, FNO-30, FNO-55, FNO-65, FNO-111,
FNO-135 e FNO-222; aproximadamente 10% do total) foram selecionadas para avalia¢éo dos
meios de cultivo e periodo de incubagdo. As amostras supracitadas foram descongeladas,
plaqueadas em CHAM e incubadas a 28°C por 72 hrs. Posteriormente, trés a cinco colénias
foram selecionadas para preparacdo de uma suspensao bacteriana em solucdo salina esteril
(0,85%) com densidade 6tica (DOe2s) variando entre 0,12-0,13 (correspondente a escala de 0,5
de McFarland), equivalente a concentracdo de 108 UFC/mL. As placas de Petri contendo os
agares CHAM e MHAM foram inoculadas com a suspensdo bacteriana, sendo essa distribuida
por espalhamento em toda a superficie do meio de cultura com a utilizacdo de suabe estéril.
Este processo foi realizado por trés vezes e ao término de cada etapa a placa de Petri foi
rotacionada a 60° para garantir a dispersdo homogénea da suspensdo (CLSI, 2006). Apos a
secagem, dois ou trés discos de antimicrobianos foram dispostos de maneira equidistante por

placa, com o intuito de impedir/minimizar a sobreposi¢do dos halos de inibicao.
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Essas foram incubadas a 28°C. As leituras realizadas com 24, 48, 72 e 96 hrs pos-
indculacdo (PI) a fim de determinar o periodo de incubacdo mais adequado para mensuragédo
dos halos de inibicdo formados (Miller etal., 2003; Smith & Kronvall, 2015; Smith et al., 2018).

As amostras Escherichia coli ATCC® 25922 e Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida ATCC® 33658 foram utilizadas como controle de qualidade durante os testes.
Essas foram plaqueadas em agar MHAM e CHAM para avaliagdo e posterior comparagdo com
os valores de referéncia estipulados para FFC, OT, ER, AMP, SUT e ENR pelo manual VETO03
(CLSI, 2006). Os testes destas amostras seguiram a mesma a metodologia supracitada, porém

a mensuracao dos halos de inibicao foi realizada com 24 hrs p6s-inéculagéo.

2.2.4. Ensaio de disco de difusao

As amostras de FO foram descongeladas, plaqueadas em CHAM e incubadas a 28°C
por 72 hrs. Posteriormente, trés a cinco colnias foram selecionadas para preparacdo de uma
suspensdo bacteriana em solucdo salina estéril (0,85%) com densidade ética (DOs2s) variando
entre 0,12-0,13 (correspondente a escala de 0,5 de McFarland), equivalente a concentracédo de
108 UFC/mL. As placas de Petri contendo CHAM foram inoculadas com a suspensdo
bacteriana, sendo essa distribuida por espalhamento em toda a superficie do meio de cultura
com o uso de suabe estéril. Este processo foi realizado por trés vezes e ao término de cada etapa
a placa de Petri foi rotacionada a 60° para garantir a dispersdo homogénea da suspensédo (CLSI,
2006). Apos a secagem, trés discos de antimicrobianos foram dispostos de maneira equidistante
por placa, com o intuito de impedir/minimizar a sobreposi¢cdo dos halos de inibi¢éo. Essas foram
incubadas a 28°C. As leituras realizadas com 24 e 48, hrs pos-indculagdo. As amostras de
controle de qualidade sdo as mesmas do item 3.2.1. Todos 0s ensaios deste estudo foram
realizados em triplicata e os halos de inibicdo mensurados com paquimetro digital (Merck,

Alemanha).
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2.2.5. Anélise dos dados e determinacdo do ponto de corte epidemiol6gico

A determinacdo dos pontos de corte epidemioldgicos (ECV/COwr) para 0s
antimicrobianos testados foi determinada através da metodologia de Normalized Resistance
Interpretation (NRI) (Goran Kronvall, 2003; Goéran Kronvall & Smith, 2016). O NRI foi
empregado com o consentimento do titular da patente (Bioscand AB, TABY, Suécia; Patente
US n° 7.465.559 e Patente Europeia n°® 1383913). Para a analise do NRI, utilizou-se uma
planilha automatica do Excel, gratuita, fornecida pelo site http://www.bioscand.se/nri/
(Célculos automaticos para histogramas de zona de disco na versao padrdo).

A partir do valor de COwr calculado para cada antimicrobiano, os isolados foram
classificados como Wild-Type (WT) e Non-Wild Type (NWT) quando apresentam completa ou
reduzida susceptibilidade, respectivamente (OIE, 2021; P. Smith, 2017; P Smith et al., 2016).

2.3. Resultados
2.3.1. Padronizacdo do meio de cultivo e periodo de incubacéo

Nos testes de controle de qualidade, o CHAM apresentou niveis elevados de
timina/timidina, com zona de inibicdo de 16 mm para Enterococcus faecalis ATCC® 33186,
ndo podendo ser utilizado para teste de susceptibilidade com a associagcdo antimicrobiana SUT.
Jaoagar MHAM apresentou um halo de inibicdo de 24 mm, valor pertencente a da faixa normal

(> 20 mm) (CLSI, 2006), tornando-0 adequado para analise.

Durante a padronizacédo, as dez amostras de F. orientalis apresentaram crescimento
muito lento e com pouca massa bacteriana nas placas MHAM. As amostras ndo apresentaram
crescimento nas primeiras 48 hrs de incubacéo e somente apds 72 hrs foi verificado um fraco
crescimento bacteriano (Fig. 1.1). Foram obtidos halos de inibi¢do superiores a 40 mm ap6s 96

hrs de incubacéo para todos os antimicrobianos testados.
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Figura 1.1:Agar MHAM inoculado com amostra de FO em diferentes periodos de
incubacdo: A- 24 horas; B- 48 horas; e C- 96 horas, quando o crescimento bacteriano pode
ser verificado (setas vermelhas).

O meio MHAM ndo propiciou o crescimento necessario para mensurar o halo de
inibicdo até 72 horas. O periodo de incubacdo prolongado, devido ao lento crescimento da F.
orientalis no meio supracitado, pode afetar o desempenho do teste de disco difusdo e,
consequentemente, a precisdo dos dados obtidos (Miranda et al., 2016; Ngo et al., 2018; Smith
et al., 2018). Além disso, zonas de inibicdo muito maiores foram observadas em CHAM em
comparagdo com 0s mesmos antimicrobianos. Logo, 0 MHAM ndo se mostrou um meio

adequado para o ensaio de disco difusdo para isolados brasileiros de FO.

Para os dez isolados, a mensuracdo dos halos de inibicdo no meio CHAM ap06s um
periodo de 24 hrs ndo pode ser realizada. Embora o crescimento bacteriano fosse visivel, as
zonas de inibig&o formadas néo foram claramente delimitadas, tornando as medi¢Ges imprecisas

(Fig. 1.2A). Estas quando efetuadas as 48 hrs caracterizaram-se por uma melhor definicéo e



38

regularidade nos halos, permitindo uma mensuracdo mais precisa (Fig. 1.2B). Foi observado
também a diminuicao dos valores dos halos obtidos ap6s 72 e 96 hrs em relacdo aos demais
periodos. Adicionalmente, ap6s 72 hrs de incubagdo, os antimicrobianos ampicilina e
amoxicilina apresentaram crescimento bacteriano que sobrepunha o halo de inibicéo
previamente formado, resultando em falsa indicacéo de resisténcia (Fig. 1.2C e 1.2D). Portanto,
um periodo de incubacéo de 48 hrs mostrou-se ideal para o teste de disco difusdo para isolados
de F. orientalis em CHAM.

Figura 1.2:Agar CHAM inoculado com amostra FNO-12 em diferentes periodos de
incubagdo: A- 24 horas; B- 48 horas; C- 72 horas; e D- 96 horas. Para a amoxicilina,
evidente diminuicdo do halo de inibigdo formado e aumento na &rea de crescimento
bacteriano previamente.
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2.3.2. Controle de qualidade em CHAM

As amostras de referéncia testadas para controle de qualidade nos dois meios de cultura
anteriormente mencionados e incubados a 28 °C por 24 hrs, apresentaram os resultados nas
seguintes tabelas: E. coli ATCC® 25922 (Tab. 1.1) e A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC®
33658 (Tab. 1.2). Os resultados para as amostras de referéncia obtidas no CHAM estavam
dentro dos intervalos aceitaveis estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2020) para testes realizados
usando MH.

Tabela 1.1:Resultados obtidos da E. coli ATCC® 2599 nos agares MH e CHAM, incubadas
28°C por 24hrs.

E. coli ATCC 25922

MH CHAM CLSI (MH)
Antimicrobiano Variacao Média (mm) Variacao Média Variacao
(mm) (mm) (mm) (mm)
Ampicilina 15-18 17 16-20 18 14-23
Eritromicina 9-12 11 0 0 10-15
Florfenicol 20-23 22 18-22 20 20-30
Oxitetraciclina 22-28 24 21-24 22 23-29

Tabela 1.2:Resultados obtidos da A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33658 nos agares

MH.
A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC 33658
MH CHAM CLSI (MH)
. . Variacao Média Variacao Média -
Antimicrobiano (mm) (mm) (mm) (mm) Variagdo (mm)
Ampicilina 33-34 33 30-32 31 33-41
Enrofloxacina 35-38 36 28-30 30 35-45
Eritromicina 21-22 21 15-16 16 21-29
Florfenicol 33-35 34 30-31 30 33-41

Oxitetraciclina 30-33 31 26-30 28 28-34
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2.3.3. Ponto de corte epidemioldgico e perfil de susceptibilidade

O COwr foi determinado pelo método NRI de acordo com Kronvall (2003) para os oito
antimicrobianos testados nos oitenta e nove isolados de FO, bem como suas classificacbes WT
ou NWT (Tab. 1.3). Todas as distribuicdes dos halos de inibicdo apresentaram um Gnico pico
modal dominante. Para cada agente antimicrobiano, esses grupos modais foram considerados
representativos das observacdes para os isolados WT. O desvio padréo observado nestes grupos
modais de WT putativos estavam todos dentro dos limites para os dados que foram propostos
para o meio MH, a 28 °C. Portanto, os COwr determinados foram provisoriamente aceitos como

validos.

Tabela 1.3:Determinagdo do COyrdos oito antimicrobianos para FO, variacao dos halos obtidos, média e desvio
padrdo (DP) dos mesmos e classificacdo dos isolados.

Isolados F. orientalis

WT NWT Total
Antimicrobiano  VaNa%a0  paciio 6 Dp EO n % n % N %
(mm) (mm)
Florfenicol 22 -31 26,22 +£2,37 COwt>17 89 100 -- - 89 100
Eritromicina 20 - 26 2297+1,89 COwt>19 89 100 -- - 89 100
Oxitetraciclina 30-36 3260+1,89 COwt>26 89 100 -- - 89 100
Doxiclina 24 - 31 27,20+£2,14 COwt>20 89 100 -- - 89 100

Ampicilina 21-29 2433+216 COwt>16 86 96.7 3 3.3 89 100
Amoxicilina 20-27 26,13+2,09 COwt>16 86 96.7 3 3.3 89 100
Enrofloxacina 33-40 39,79+2,08 COwt>34 86 96.7 3 3.3 89 100
Norfloxacina 32-40 36,73+234 COwt>32 86 96.7 3 3.3 89 100

O COwr categorizou todos os 89 isolados F. orientalis (100%) considerados WT para
florfenicol, oxitetraciclina, eritromicina e doxiciclina, e 86 isolados (96,7%) foram
considerados WT para amoxicilina, ampicilina, enrofloxacina e norfloxacina. Trés isolados
FNO-92, FNO-93 e FNO-94 (3,3%) foram categorizados como NWT para amoxicilina,
ampicilina, enrofloxacina e norfloxacina, sem formacgdo de halos de inibicdo. Além disso,
salienta-se que a analise do NRI mostra que a distribuicdo dos 89 isolados de FO tem uma

distribuicdo unimodal para todos os antimicrobianos testados (Fig. 1.3 e 1.4).
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Figura 1.3:Distribuicdo das zonas de inibicho dos antimicrobianos, florfenicol,
eritromicina, oxitetraciclina e doxiciclina para os 89 isolados de FO testados.
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Figura 1.4:Distribuico das zonas de inibicho dos antimicrobianos, ampicilina,
amoxicilina, enrofloxacina e norfloxacina para os 89 isolados de FO testados.
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2.4. Discussao

A franciselose é uma doenca emergente que vem afetando a tilapicultura mundial e é
responsavel por altas taxas de mortalidade acarretando grande prejuizo econdmico (Leal et
al.,2014; Leal et al., 2018; Ramirez-Paredes et al., 2017). Existem pesquisas na literatura para
o desenvolvimento de imunoprofilaticos (Soto et al., 2011; Ramirez-Paredes et al., 2019),
porém atualmente ndo ha nenhum produto comercial. Logo, a medida empregada para o

controle no caso de surtos é a antibioticoterapia (Soto et al., 2013; Rigos & Smith, 2015).

Para um uso mais eficiente e adequado da antibioticoterapia, € necessario conhecer o
perfil de susceptibilidade dos isolados circulantes de Francisella orientalis e, se possivel,
compara-los com os pardmetros existentes. No entanto, em razdo do diminuto nimero de casos
de F. orientalis nos demais paises afetados, tais valores ainda nao foram estabelecidos. Além
disso, as diretrizes internacionais para testes de susceptibilidade antimicrobiana, como a
segunda edicdo do manual VET03 do CLSI, ndo fornecem protocolos padrdes para realizacdo
dos mesmos com a FO, bem como 0s critérios interpretativos para os resultados gerados. Desta
forma, a padronizagéo dos protocolos de TSA para este microrganismo é uma questao de grande

importancia.

Com a adocdo de critérios interpretativos (como NRI) associados a metodologia de
execucdo padronizada para que gerem dados acurados e confiaveis (Kronvall, 2003; Smith,
2008, 2009), o teste de disco de difusdo tornou-se uma alternativa de baixo custo, de facil
execucdo acarretando repetibilidade, capaz de ser utilizado para um grande nimero de amostras
bem como de vérios antimicrobianos de maneira simultanea (Joneberg et al., 2003; OIE, 2021;
Pete Smith, 2006). Esse método ja vem sendo o teste de susceptibilidade mais rotineiramente
usado por laboratorios que recebem amostras relacionadas a organismos aquaticos (Miller et
al., 2003; Smith, 2007; Smith et al., 2009).

Com o objetivo de viabilizar o teste de disco difusdo para isolados de FO, a metodologia
de realizacdo do teste foi padronizada. O meio de cultura MHAM além de mostrar-se
ineficiente, também apresentou limitacdes para execucdo do teste, em razdo do lento
crescimento bacteriano (somente apos 72 hrs PI). Os resultados obtidos sugerem que a
utilizagdo desse meio de cultura durante o ensaio, resultaria em menor preciséo e acuracia dos
dados, em virtude do longo periodo de incubacdo e formacdo de halos de inibicdo
superestimados, tornando-se inelegivel para o uso (Smith & Kronvall, 2014; Miranda et al.,
2016; Ngo et al., 2018; Smith et al., 2018).
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Até entdo, ndo existem diretrizes para realizacdo dos TSA e critérios interpretativos para
os resultados oriundos de patdgenos emergentes, como Francisella orientalis. No entanto, o
CLSI recomenda testar amostras de referéncia como controle de qualidade (CQ), para assegurar
que os dados relatados sejam fidedignos a precisao de desempenho do teste. Neste estudo, duas
amostras de referéncia de CQ aquatica E. coli ATCC® 25922 e A. salmonicida subsp.
salmonicida ATCC® 33658, que estdo inclusas no manual CLSI-VETO03, foram selecionadas
baseadas em seus perfis de susceptibilidade e padrbes de cultivo (Miller et al., 2003; CLSI,
2020). Os dados obtidos com CHAM para estas duas amostras mostraram-se quantitativamente
comparaveis aos obtidos com o meio de referéncia MH e pertencem aos intervalos aceitaveis
estabelecidos pelo CLSI (CLSI, 2020).

No entanto, verificou-se que o meio CHAM tem uso limitado na avaliagdo da
susceptibilidade de isolados de F. orientalis a associa¢ao de sulfametoxazol e trimetoprim. O
mecanismo de acdo desses agentes antimicrobianos é baseado na inibicdo do metabolismo do
acido folico bacteriano. Atuam em varias etapas da sintese do acido tetrahidrofélico, que atua
como coenzima na producdo das bases puricas e da timidina, componentes do DNA necessarios
ao crescimento celular. A presencga de timidina/timina em altas concentracbes no meio de
cultivo, acabam por atuar como antagonistas ndo competitivos das enzimas dihidropteroato
sintase (alvo do sulfametoxazol) e dihidrofolato redutase (alvo do trimetoprim), pois fornece
diretamente produtos da via metabdlica, acarretando um “desvio” no mecanismo de acdo de
ambos os antimicrobianos. Logo, 0s microrganismos sensiveis a SUT neste meio continuam a
producdo de precursores de material genético e, consequentemente, seu crescimento. Esse fato
leva a formacdo de uma zona de inibigdo menor ou mesmo ausente, o que leva a interpretacdo
errbnea de uma falsa resisténcia (Koch & Burchall, 1971; Dale & Greenberg, 1972; Bushby,
1975; Ferone et al., 1975; Amyes, 1981; Hartman, 1993; Sangurdekar et al., 2011; Levinson,
2016; Lullmann et al., 2016).

O CHAM por conter altas concentragdes timina/timidina, impossibilita a avaliacdo de
susceptibilidade dos isolados de FO a essas drogas. A existéncia de isolados de F. orientalis
"resistentes" a sulfa em associacdo com trimetoprim foi anteriormente descrita na literatura
(Soto et al., 2012; Ramirez-Paredes et al., 2017). Tais resultados podem estar relacionados ao
problema metodoldgico supracitado na utilizacdo do CHAM e ndo a real existéncia de isolados
resistentes a esses antimicrobianos. Uma vez que o uso de MHAM se mostrou inviavel, estudos
adicionais devem ser conduzidos para investigar um meio mais apropriado para avaliar a

susceptibilidade de isolados de FO a combinac¢do de SUT.
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Além do meio de cultura, o periodo de incubagcdo € uma informacgdo essencial na
execucdo dos testes de susceptibilidade a antimicrobianos para microrganismos exigentes
(Smith & Kronvall, 2015; Contreras-Lynch et al., 2017). O tempo de incubacéo influenciou nos
testes de susceptibilidade a antimicrobianos para patogenos de peixes, como Vibrio spp. (Baron
et al., 2020) e de mamiferos como Salmonella typhimurium (Laure et al., 2021). No presente
estudo, para Francisella orientalis, verificou-se que um intervalo de tempo de 48 hrs foi
necessario para obter halos de inibicdo mais visualmente nitidos para que as mensuracdes
fossem precisas. E interessante notar que as mensuracdes realizadas apos 72 e 96 hrs pds-
indculo geraram resultados falsos-resistentes para ampicilina e amoxicilina, o que, como
supracitado, confirma o efeito de periodos de incubacdo prolongados sobre os dados obtidos.
Adicionalmente, tal fato poderia justificar os resultados dos isolados "resistentes" no estudo de
Ramirez-Paredes e colaboradores (2017), em que a leitura de halos de inibicdo ocorreu apds 72

hrs.

Ao realizar o teste de disco difusdo nos 89 isolados de F. orientalis, foi possivel
determinar os valores de ponto de corte epidemiolégicos com base na metodologia NRI para 0s
oito agentes antimicrobianos testados. Como resultado, foram identificados 89 isolados WT
para florfenicol, oxitetraciclina, eritromicina e doxiciclina e 86 isolados WT (96,6%) para
amoxicilina, ampicilina, enrofloxacina e norfloxacina. Enquanto 3 isolados de FO (3,4%) foram
categorizados como NWT para amoxicilina, ampicilina, enrofloxacina e norfloxacina. Esses trés
isolados sdo oriundos de peixes diferentes, mas pertencentes a0 mesmo surto em uma
tilapicultura especifica. Essa, tem uma grande histéria de uso profilatico e terapéutico de
antimicrobianos, incluindo enrofloxacina e norfloxacina. Além disso, os dados resultantes da
analise de NRI podem ser usados para gerar valores de corte epidemioldgicos. No entanto, como
foram gerados por um unico laboratério, devem ser considerados como valores COwr locais

para Francisella orientalis (Smith, 2019).

Este é o primeiro relato de isolados resistentes (NWT) de Francisella orientalis a
enrofloxacina, norfloxacina e amoxicilina. A resisténcia a ampicilina "B-lactdmica” foi relatada
anteriormente na literatura para Francisella spp. incluindo para FO e F. tularensis (Soto, et al.,
2012; Caspar & Maurin, 2017). Embora existam poucos estudos sobre resisténcia a
antimicrobianos para F. orientalis, existem diversos estudos descritos na literatura para F.
tularensis (Caspar & Maurin, 2017). Essa é intrinsecamente resistente a muitas classes de
antimicrobianos devido a natureza de seu LPS, presenca de enzimas produzidas pela mesma

(Biswas et al., 2008; Caspar & Maurin, 2017), além do potencial de aquisicdo de resisténcia
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(Caspar & Maurin, 2017). Em contraste com nossos resultados, F. tularensis permanece
sensivel as fluoroquinolonas, que exibem atividade bactericida contra o estagio intracelular do

patdgeno, e parecem reduzir as taxas de recidiva em modelos animais (Caspar & Maurin, 2017).

Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos estdo diretamente associados a
mutacGes pontuais ocorridas por pressdo seletiva devido a presenca do farmaco ou aquisicao de
elementos genéticos maéveis (plasmideos, transposon, integron, genes cassetes e sequéncias de
insercdo), que na grande maioria conferem resisténcia a mais de uma classe de antimicrobianos
(Smith, 2008; Aldred et al., 2014; Bush, 2018; King et al., 2017).

A resisténcia aos f3-lactdmicos da-se principalmente por meio da degradagdo do anel -
lactdmico pela agdo da enzima B-lactamase (Bush & Bradford, 2016; King et al., 2017; Bush,
2018). Podendo ser intrinseco, como nas espécies de Aeromonas (Ghatak et al., 2016) ou
adquirida, como no caso de Edwardsiella ictaluri (Welch et al., 2009); através de modificacoes
de alvo (afinidade reduzida de proteinas de ligacdo a penicilina) (Zeng e Lin, 2013; King et al.,
2017); pelo controle do fluxo de entrada e saida de medicamentos por bombas de efluxo (Zeng
e Lin, 2013; King et al., 2017), que podem conferir resisténcia a multiplos medicamentos, como
em A. salmonicida (Valdes et al., 2015) e P. salmonis (Cartes et al., 2017).

Ja aresisténcia as fluoroquinolonas se deve a mutagcdes em genes pertencentes a regiao
que determina a resisténcia as quinolonas, gyrA e gyrB (Blondeau, 2004; Rice, 2012; Aldred et
al., 2014; Redgrave et al, 2014; Correia et al., 2017), descrito para A. salmonicida (Miller e
Harbottle, 2018), Yersinia ruckeri (Huang et al, 2014), Aeromonas hydrophila (Lukkana et al.,
2012; Bello-Lo6pez et al, 2019), P. salmonis (Henriquez et al, 2015) e F. psychrophilum (Izumi
et al., 2007), bem como aquisigdo de genes do complexo QNR (qnrA, gnrB e gnrS), onde as
proteinas codificadas reduzem as enzimas alvo no cromossomo, mecanismo mais comum entre
0s patodgenos de peixes, sendo relatados para A. salmonicida (Kim et al., 2011; Valdes et al.,
2011; Valdes et al., 2011, 2015), P. salmonis (Buschmann et al., 2012) e A. hydrophila (Bello-
Lopezetal., 2019). Adicionalmente, os genes que codificam proteinas que compdem as bombas
de efluxo (gepAl, qepA2 e 0qxAB) presentes em A. hydrophila (Bello-L6pez et al., 2019), e as
proteinas aac (6 ) - Ib-cr (Aldred et al., 2014; Redgrave et al., 2014; Hooper & Jacoby, 2015)
que ndo foram descritos anteriormente em patdgenos de organismos aquéticos. No entanto, mais

estudos sdo necessarios para elucidar o mecanismo de resisténcia do F. orientalis.

Este estudo contém o primeiro relato de isolados de Francisella orientalis resistentes a

amoxicilina e fluoroquinolonas. Isso mostra que o Brasil ja esta sentindo os efeitos ndo sé do
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uso inadvertido de medicamentos licenciados, mas também de medicamentos off-label, uma

vez que nenhum medicamento das classes citadas € legalmente utilizado na piscicultura no pais.

2.5. Conclusoes

Este estudo fornece informacdes valiosas que servirdo como parametro para a
realizacdo de testes de susceptibilidade a antimicrobianos para Francisella orientalis em
estudos futuros, além de desempenhar papel importante no monitoramento epidemioldgico de
Francisella orientalis. Com a utilizagdo da metodologia padronizada, bem como seu critério
interpretativo, seré possivel avaliar e comparar o perfil de susceptibilidade exibido pelos

isolados nos demais paises onde 0s surtos ocorreram.
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3. CAPITULO 2: Eficécia terapéutica da oxitetraciclina e enrofloxacina no tratamento
da infeccdo por Francisella orientalis em juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis

niloticus L.)

Manuscrito submetido ao perioédico Journal of Veterinary Pharmacology and Therapeutics

3.1. Introducdo

A infeccdo causada por Francisella orientalis (FO) vem sendo um obstaculo a ser
transposto pela tilapicultura mundial (Leal et al., 2018; Maekawa et al., 2021; Shahin et al.,
2020). A franciselose é responsavel por grandes perdas econdmicas, associadas as altas taxas
de mortalidade (Soto et al., 2010; Birkbeck et al., 2011; Leal et al., 2014) e aumento do custo
de producéo pela antibioticoterapia empregada (Smith, 2012; Okocha et al., 2018; Lulijwa et
al., 2019). Alem disso, a permanéncia da FO durante o ciclo produtivo da tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), pode vir a acarretar a recidiva da enfermidade (Nguyen et al., 2019).
Finalmente, a enfermidade em sua forma crbnica pode causar lesdes na musculatura
(puntiformes e enegrecidas) que por gquestdes sanitarias levam a condenacdo da carcaga, fato

até o presente momento descrito apenas no Brasil (Junior et al., 2020; Leal, et al., 2018).

Assim como a maioria das enfermidades infecciosas que ndo possuem vacinas
comerciais disponiveis (Rigos & Smith, 2015), a medida de elei¢do para o controle da doenca
é aantibioticoterapia oral, onde os farmacos séo incorporados aracdo (Soto etal., 2010a, 2013).
A escolha do farmaco a ser utilizado varia conforme a disponibilidade de produtos licenciados
em cada pais. No Brasil, os antimicrobianos licenciados pelo Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para uso na aquicultura sdo florfenicol (FLO) e
oxitetraciclina (OTC).

Soto e colaboradores (2013) determinaram a eficacia terapéutica do FLO mediante
infeccdo por Francisella orientalis em tilapia do Nilo. Doses de 15 e 20 mg/Kg de peso vivo
(PV), foram capazes de controlar a mortalidade. Entretanto, nenhuma das doses do ensaio
mostrou-se eficiente na eliminacdo do patégeno, sendo observado o desenvolvimento de
animais portadores. Ja a OTC é um dos antimicrobianos mais usados na aquicultura desde a
década de 50, pois além de apresentar amplo espectro possui baixo custo (Chopra & Roberts,
2001; Alday-Sanz etal., 2012; Rigos & Smith, 2015). Favero e colaboradores (2021) descrevem
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a OTC como efetiva no controle da mortalidade por F. orientalis em condigdes experimentais.
Além de baixos indices de quadro de portador foram observados nos animais medicados.
Apesar de ser amplamente utilizada no pais, os dados da literatura a respeito da eficacia
terapéutica da OTC no tratamento da franciselose sdo conflitantes, quando comparados aos

dados de campo no Brasil, onde falhas terapéuticas tém sido reportadas.

Tais falhas terapéuticas podem ocorrer ndo somente devido a dosagem inadequada,
metabolizacdo e perfusdo tecidual dos farmacos, mas também pelo restrito nimero de
antimicrobianos licenciados que acarretam o uso continuo das mesmas moléculas durante um
longo periodo de tempo, levando a uma reducdo na eficacia terapéutica dos mesmos e
possibilitando o desenvolvimento de microrganismos resistentes (Smith, 2008; Morrison &
Saksida, 2013; Price et al., 2016; Love et al., 2020). Devido a esses fatores, existem relatos de
que as pisciculturas nacionais tém utilizado enrofloxacina (ENR) nos tratamentos contra
franciselose (Leal et al., 2018). A ENR ¢€ licenciada no Brasil somente para uso na producéo de
ovinos, caprinos e aves de corte (Paschoal et al., 2013; Teles, 2013; Guidi et al., 2018),
caracterizando seu uso na aquicultura como off-label (Reimschuessel et al., 2013; FAO, 2019;
Lulijwa et al., 2019; OIE, 2020; Jahan et al., 2021; Limbu et al., 2021). Tal fato que pode ser
corroborado através da deteccdo de ENR em produtos comercializados oriundos das
tilapiculturas do pais, que vem crescendo continuamente (Monteiro et al., 2015; Guidi et al.,
2018; Lulijwa et al., 2019; Bortolotte et al., 2021; Branco et al., 2021).

O uso de fluoroquinolonas, principalmente a enrofloxacina que foi desenvolvida apenas
para uso veterinrio, mostrou-se eficiente no tratamento contra infec¢Bes por: Aeromonas
salmonicida, Renibacterium salmoninarum e Photobacterium damselae subsp. piscicida em
salmonideos; Streptococcus iniae em sunshine bass; A. salmonicida, A. sobria e A. hydrophila
em carpas (Cyprinus carpio, Carassius auratus gibelio, Ctenopharyngodon idella e Labeo
rohita) (Hsu et al., 1994; Stoffregen et al., 1996; Fang et al., 2012; Fan etal., 2017; Yang et al.,
2021; Mog et al., 2021). Uma vez que ja existem relatos a campo da ocorréncia de falhas
terapéuticas com o uso de FLO e OTC e sabe-se do emprego off-label da enrofloxacina no
tratamento de franciselose, é essencial a verificacdo da real eficiAcia desse farmaco no

tratamento da doenca, para posteriormente tornd-la uma alternativa legal e segura.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia terapéutica da oxitetraciclina e
enrofloxacina no tratamento da infeccdo por Francisella orientalis em alevinos de tilapia do

Nilo (Oreochromis niloticus).
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3.2. Material e Métodos
3.2.1. Amostra

A amostra utilizada no ensaio de eficécia terapéutica foi a FNO-12. Essa amostra foi
isolada de um caso de surto de franciselose ocorrido em uma tilapicultura em Minas Gerais em
2012. Essa foi caracterizada por métodos fenotipicos e moleculares (Leal etal., 2014) , além de
possuir seu genoma completo sequenciado (Gongalves et al., 2016). A amostra supracitada foi

mantida a -80°C até sua utilizacdo.
3.2.2. Animais

Oitenta e cinco juvenis de tilapia do Nilo (O. niloticus) com peso médio de 11,51 +
1,20 g foram adquiridos de uma piscicultura comercial. Dez animais foram selecionados
aleatoriamente e submetidos a exame bacterioldgico a fim de verificar a auséncia de
microrganismos patogénicos. Os peixes foram aclimatados as condigdes laboratoriais durante
um periodo de sete dias. Esses foram alojados em aquarios de vidro de 57 L, com fluxo continuo
de dgua (taxa de renovacdo de 0,5 litros/h), aeracdo suplementar e temperatura média de 26°C
+ 1,5°C. Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia, com racdo comercial com 36% de
proteina bruta (Laguna-Socil, Brasil) (Mian et al., 2009). Todos os procedimentos foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA-UFMG,
protocolo n° 86/2018).

3.2.3. Preparacgéo da racdo medicada

A racGes medicadas foram produzidas através da incorporacgao de enrofloxacina (ENR)
(Sigma-Aldrich, EUA) e oxitetraciclina (OTC) (Sigma-Aldrich, EUA) na ragdo comercial com
36% de proteina bruta (Laguna-Socil, Brasil) considerando uma taxa de arragoamento de 2%
do peso vivo (PV), na dose de 10mg/Kg para ENR (Austin & Austin, 2016) e nas doses de
100mg/Kg (Phibro, EUA) recomendada pelo fabricante e 300mg/Kg utilizada a campo (Leal et
al., 2018) para OTC.

Cada antimicrobiano foi adicionado ao alimento e vigorosamente homogeneizado.
Posteriormente, foi acrescido 6leo de soja (na propor¢ao de 1000 puL de 6leo para cada 100g de
racdo) para evitar a perda do antimicrobiano por hidrossolubilizagcdo durante a alimentacéo.

Nos grupos controle (alimentados com racdo ndo-medicada) o Oleo de soja também foi
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adicionado a ragdo comercial. As racdes (medicadas e ndo-medicadas), foram preparadas e

armazenadas a 2-8°C até a sua utilizacdo.

3.2.4. Ensaio de eficacia terapéutica

As eficécias terapéuticas da oxitetraciclina e enrofloxacina foram avaliadas por meio de
desafio experimental seguido da antibioticoterapia oral dos peixes. Juvenis de tilapia do Nilo
foram desafiados com a amostra FNO-12 e em seguida tratados com a racdo medicada. Cada
grupo experimental foi constituido de 15 animais, sendo dispostos da seguinte maneira: Grupo
1- desafiado e tratado com 10mg/Kg de PV de ENR; Grupo 2- desafiado e tratado com
100mg/Kg de PV de OTC; Grupo 3- desafiado e tratado com 300mg/Kg de PV de OTC; Grupo
4- desafiado e alimentado com ragdo ndo medicada (grupo controle positivo); e Grupo 5- ndo

desafiado e alimentado com ra¢do ndo medicada (grupo controle negativo).

Para o desafio experimental, a amostra FNO-12 foi descongelada, plaqueada em agar
cisteina coracdo modificado (BD, EUA) (CHAM) suplementado com 2% de hemoglobina
bovina (BD, EUA) e incubada a 28°C por 72 hrs. Posteriormente, algumas col6nias foram
inoculadas em 200 mL de caldo Mueller-Hinton cétion ajustado modificado (BD, EUA)
(MMH) suplementado com 2% de suplemento Vx (Laborclin, Brasil) e 0,1% de glicose. Esse
foi cultivado sob leve agitacdo (140 rpm) a 28°C até atingir a densidade Otica (DOeoo)
equivalente a dose letal 50 (DLso) de 103 UFC/mL a 22°C (Pereira et al., 2019). Os peixes
foram anestesiados via imersdo em uma solugcdo contendo concentracdo de 10 mg/L de
benzocaina (Sigma-Aldrich, EUA). Subsequentemente, estes foram desafiados pela
administracdo intraperitoneal de 0,dmL do inéculo de FNO-12, correspondendo a 1072
UFC/peixe. O grupo controle negativo foi inoculado com 0,1 mL de caldo MHM estéril. Nesta

fase do experimento a temperatura da agua foi mantida entre 22 + 2°C.

Os parametros descritos a seguir foram monitorados trés vezes ao dia: temperatura da
agua; comportamento alimentar; aparecimento e evolugdo de sinais clinicos; e mortalidade. A
ragdo medicada foi fornecida 1 hr ap0s o desafio experimental. Esses foram alimentados com a
racdo medicada durante 10 dias consecutivos, periodo recomendado de tratamento pela
literatura/fabricante) seguidos de 20 dias de observacdo. Neste periodo de observacao os peixes
foram alimentados apenas com racdao comercial. Todos 0s animais que vieram a ébito durante
0 periodo experimental, foram necropsiados para coleta asseptica de amostras de bago e rim

para o reisolamento bacteriano e extracdo de DNA para realizacdo da reagdo de polimerase em
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cadeia quantitativa (qQPCR) espécie-especifica para F. orientalis (Soto et al., 2010). Ao término
do experimento, 0s animais sobreviventes foram eutanasiados através da imersdo em uma
solucdo com sobredose de benzocaina (250mg/L) e submetidos aos processos de diagnostico

supracitados.

3.2.5. Andlise estatistica

Os dados referentes a mortalidade dos grupos tratados (ENR e OTC) e controle foi
comparada através do teste Chi-quadrado, sendo considerados como estatisticamente
significativos valores de P < 0,05 e utilizando-se a correcdo de Yates, caso o N total da tabela
de contingéncia utilizada para os calculos seja inferior a 40 (Sweeting et al., 2004; Rodrigues
& Ziegelmann, 2011; Pagano & Gauvreau, 2018; Moller & Ahrenfeldt, 2021). A metodologia
de Mantel-Haenszel com intervalo de confianca (IC) de 95% utilizada para calcular o risco
relativo (RR). As analises foram realizadas utilizando o software estatistico StatsDirect
(StatsDirect Statistical Software version 3.3.5, 2021).

3.3. Resultados

3.3.1. Eficéacia terapéutica

O grupo controle negativo ndo apresentou sinais clinicos, bem como mortalidade
durante o periodo experimental. Os resultados também foram negativos para os testes de
isolamento bacteriano e qPCR espécie-especifica para FO. No grupo controle positivo
(desafiados com FNO-12 e ndo medicados) foi observado mortalidade acumulativa de 80% (n=
12) ao longo de todo periodo experimental (Fig. 2.1) e todos 0s peixes que vieram a 6bito
durante e ao término obtiveram resultado positivos para isolamento bacteriano e gPCR espécie-
especifica para FO. Os principais sinais clinicos verificados nos peixes acometidos foram

anorexia, letargia, melanose e ascite.
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Figura 2.1:Mortalidade acumulativa dos grupos experimentais desafiados com FNO-12 e tratados com
ENR e OTC durante todo periodo experimental.

Tabela 2.1: Taxa de mortalidade e analises estatisticas da eficacia terapéutica da ENR e OTC durante todo
periodo experimental, quando comparado ao grupo controle positivo.

Mortalidade
Sim Né&o Total
a b RRR d
ATB/Dose n % n % N % RR 1Cg50 04 valor P

ENR-10mg/Kg 1 7 14 93 15 100 0,083 0,01467-0,3874 91,7 <0,0001
OTC-100mg/Kg O O 15 100 15 100 0,040 0,00491-0,3547 96,0 <0,0001
OTC-300mg/Kg O O 15 100 15 100 0,040 0,00491-0,3547 96,0 <0,0001
Controle positivo 12 80 3 20 15 100 -- -- -- --

ATB: antimicrobiano
®RR: risco relativo
®|C 95%: interval de confianca de 95%

°RRR: redugdo do risco relativo (Eficécia)

valor P ¢: teste Chi-quadrado com correcio de Yates

Durante o periodo experimental, o tratamento com ENR na dose de 10mg/Kg PV foi

eficiente em controlar a mortalidade causada pela infeccdo por F. orientalis, apresentando

apenas 7% (n=1) de mortalidade durante o periodo de observacdo. Esta dose apresentou risco

relativo (RR) de 8,3% (P < 0,0001) e reducéo do risco relativo (RRR) de morte por infeccéo



54

por FO em 91,7%, quando comparada ao grupo controle positivo. As analises estatisticas para
a OTC apresentaram valores iguais a zero nas tabelas de contingéncia empregadas nos calculos
(mortalidade durante o periodo experimental), impossibilitando a determinacdo dos mesmos.
Assim, a estatistica foi realizada adicionando-se o menor valor possivel em todos os elementos
da tabela de contingéncia com o intuito de minimizar a interferéncia nos resultados obtidos,
sendo esse equivalente a 0,5. Adicionalmente, o teste Chi-quadrado foi utilizado com a corre¢éo
de Yates (Sweeting et al., 2004; Rodrigues & Ziegelmann, 2011; Pagano & Gauvreau, 2018;
Moller & Ahrenfeldt, 2021). Logo, as doses de OTC de 100mg/Kg e 300mg/Kg PV foram
capazes de controlar a mortalidade por franciselose (Fig. 2.1) (Tab. 2.1). Ambos os tratamentos
com OTC apresentaram risco relativo (RR) de 4,0% e promoveram uma RRR de morte por
infeccdo por F. orientalis de 96% (Tab. 2.1). Houve diferenca estatistica entre os grupos que
receberam ragcdo medicada com enrofloxacina (10mg/Kg PV) e oxitetraciclina (100mg/K e
300mg/Kg PV) (P < 0,0001).

Quanto a presenca de animais portadores, a dose de 100mg/Kg de OTC apresentou RR
de 31%, enquanto a dose de 300mg/Kg o RR foi de 23% e ambas apresentaram diferenca
estatistica quando comparadas a ENR (P < 0,0001 e P=0,0003, respectivamente). As doses de
OTC indicam através dos valores de RR >1 obtidos (teste Chi-quadrado pelos mesmos fatores
anteriormente mencionados) (Tab. 2.2) que o0 uso desse antimicrobiano ndo atua como fator que

pode impedir ou diminuir a incidéncia de animais portadores ap6s o tratamento.

Tabela 2.2:Resultado dos testes realizados e anlises estatisticas da inducdo de animais portadores no tratamento
de franciselose com as doses de 100mg/Kg e 300mg/Kg PV de OTC, quando comparadas ao tratamento com a
dose de 10mg/KG PV de ENR.

Testes
I;gg?;ﬂiﬂf qPCR? Portadores
* - + - Total
ATB/Dose % % % % N % RRP ICos0° ROZ!Q N
OTC - 100mg/Kg 67 33 100 0 15 100 31  4,0100-296,38 = <0,0001

OTC - 300mg/Kg 33 67 73 27 11 73 23  2,8753-221,84 - 0,0003
ENR - 10mg/Kg 0 100 0 100 0 0 - - - --

ATB: antimicrobiano

2 gPCR: reacdo de polimerase em cadeia quantitativa

PRR: risco relativo

°IC 95%: interval de confianca de 95%

YRRR: reducdo do risco relativo

valor P ¢ teste Chi-quadrado com correcdo de Yates
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3.4. Discussdo

Atualmente, a eficacia terapéutica do florfenicol (FLO) e da oxitetraciclina (OTC) no
tratamento de franciselose em tilapia do Nilo ja foi previamente demonstrado. O FLO quando
utilizado nas doses de 15 e 20mg/Kg PV durante quinze dias (Soto et al., 2013), bem como, a
OTC nas doses de 100 e 200mg/Kg PV pelo mesmo periodo (Favero et al., 2021), sdo capazes
de diminuir a taxa de mortalidade acarretada pela infeccdo causada pela F. orientalis. No
entanto, nenhum dos antimicrobianos demonstrou-se eficiente em eliminar o patégeno do
hospedeiro (Soto et al., 2013; Favero et al., 2021).

Este estudo, além de ser o primeiro relato da eficacia terapéutica da enrofloxacina no
tratamento de alevinos de tilapia do Nilo acometidos por franciselose, reitera os dados da
literatura a respeito da eficacia da OTC no controle da mortalidade no casos de infecgdo aguda
por Francisella orientalis (Favero et al., 2021). Ambos os farmacos foram capazes de reduzir
significativamente ou até evitar (OTC) grandes mortalidades durante todo periodo
experimental, validando a utilizacdo dessas drogas para o controle de surtos de franciselose nas

tilapiculturas.

Como mencionado anteriormente, a OTC é o antimicrobiano mais amplamente
empregado e licenciado para uso na aquicultura (Alday-Sanz et al., 2012; Julinta et al., 2019;
Rigos & Smith, 2015), entretanto, a dose recomendada de 100mg/Kg PV e a dose utilizada a
campo de 300mg/Kg PV ndo foram eficientes em eliminar a F. orientalis, levando os peixes
sobreviventes ao estado de portador (Soto et al., 2013). O uso da OTC obteve resultados
semelhantes nos tratamentos de infec¢do por S. agalactiae em tilapia do Nilo (Faria et al.,
2013); F. psychrophilum em truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Bruun et al., 2003); S. iniae
em tilapia azul (Oreochromis aureus) (Darwish et al., 2002). A presenca desses animais
dificulta o controle da doenca, uma vez que, estes ao serem novamente submetidos a condicdes
estressantes (baixa temperatura e qualidade de agua, alta densidade, nutri¢do deficiente, manejo
intenso, imunossupressao etc.) sao capazes de disseminar o patégeno, acarretando a recidiva da
enfermidade (Faria et al., 2013; Soto et al., 2013; Price et al., 2016; Leal et al., 2018; Rigos et

al., 2021) , fato que justifica os dados controversos observados a campo.

As falhas terapéuticas podem estar relacionadas ao microrganismo, dosagem incorreta
e distribuicao tecidual do farmaco. Em relacdo ao microrganismo, F. orientalis quando exposta
a situacoes letais (presenca de antimicrobiano) ou de privagdo de nutrientes, entraem um estado

denominado viavel mas ndo-cultivavel, na qual, esta se mantém viva mas com a viruléncia
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diminuida o que acaba por limitar a disseminacéo da doenca (Soto et al., 2012, 2013). Ao passo
que o microambiente no hospedeiro se torna favoravel, a bactéria se reestabelece
metabolicamente possibilitando novamente sua dispersdo (Soto et al., 2012; Ramirez-Paredes
etal., 2017).

Adicionalmente, a oxitetraciclina quando administrada em baixas temperaturas leva a
uma diminuicdo nas taxas de absorcéo intestinal (Chi et al., 2014) que associadas as altas taxas
de absorcdo e deplecdo, acarretam baixas concentraces do farmaco nos 6rgaos mais afetados
dificultando a eliminacdo do patdgeno do hospedeiro (Chen & Bowser, 2005; Zhang and Li,
2007), e tem como limitacdo a baixa toxicidade seletiva, em altas dosagens sdo tdxicos tanto
para procariotos como eucariotos (Dixon, 2000); logo a OTC em altas concentra¢fes podem
causar nos peixes diminuicao do tecido hemato e linfopoiético no rim cranial, danos ao tecido

hepatico e hiperplasia epitelial laminar difusa no tecido branquial (Gaikowski et al., 2003).

Quanto a enrofloxacina, este é o primeiro relato de sua eficacia terapéutica no tratamento
de juvenis de tilapia do Nilo acometidos pela infeccdo por F. orientalis ,tal como nas demais
doencas com agentes etiologicos bacterianos intracelulares (facultativos ou ndo) oriundos de
organismos aquaticos (Bowser & Babish, 1991; Bowser et al., 1994; Hsu et al., 1994;
Samanidou et al., 2008; Rico et al., 2013; Tran Minh et al., 2015; Yang et al., 2021).

Diferencas como melhor biodisponibilidade em peixes; mesmo tendo absorcéo lenta
quando administrada por via oral é capaz de penetrar em todos 0s tecidos; viavel e ativa no
meio intracelular (fagossomo, fagolisossomo, citosol); lenta taxa de eliminacéo, levando a uma
maior meia-vida do farmaco e aumentado o periodo de exposicdo celular ao farmaco; possui
metabdlito ativo, a ciprofloxacina; concentram-se em células fagociticas sem impedir suas
atividades (como a exploséo respiratoria); apresenta concentracdo intracelular muito maior do
que a concentragdo sérica ao atingir equilibrio (Maurin & Raoult, 1993; Briones et al., 2008;
Gigueére et al., 2013; Paschoal et al., 2013; Kaldestad et al., 2014; Teles et al., 2016; Viel et al.,
2021; Yang et al., 2021), além disso, as fluorquinolonas possuem o denominado efeito pds-
antibidtico. Esse consiste na supressdo do crescimento bacteriano quando as concentragfes
séricas ja estdo baixas, ou seja, o farmaco continua atuando em bactérias susceptiveis mesmo
com a interrupcdo/término do tratamento, e sabe-se que microrganismos que sdo submetidos ao
efeito da fase pds-antibiotico sdo mais susceptiveis as funcbes bactericidas exercidas pelos
fagocitos (Vaccaro et al., 2003; Xu et al., 2013) fatores que possivelmente contribuiram para o

sucesso terapéutico.
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A enrofloxacina por se tratar de uma molécula de uso exclusivo veterinario, como
anteriormente mencionado, e ser registrada para uso na atividade aquicola para controle de
enfermidades bacterianas em diversos paises (Guidi et al., 2018; Kang et al., 2018; Liu et al.,
2018; Lulijwa et al., 2019; Yang et al., 2021), seria uma alternativa viavel para o licenciamento
no Brasil (Quesada et al., 2013). Mas até o presente momento, seu uso off-label ndo é

aconselhado.

O estudo do perfil de susceptibilidade dos isolados de F. orientalis brasileiros, revelou
que existe um pequeno e isolado de grupo de amostras resistentes a fluorquinolonas (Oliveira
et al., 2022). Este fato exige que o uso da enrofloxacina deve ser associado a determinagéo do
perfil de susceptibilidade dos isolados da regido, bem como o0 monitoramento das mesmas a fim
de evitar a disseminacdo de microrganismos resistentes (Okocha et al., 2018; UE, 2019; OIE,
2020).

3.5. Conclusoes

Este estudo demonstrou a eficacia da oxitetraciclina em relacdo a diminuicdo da
mortalidade da infecgé@o por F. orientalis em tilapia do Nilo, entretanto, o elevado nimero de
animais portadores pode prejudicar o controle da enfermidade a campo, devido as possiveis

recidivas.

Em contrapartida, a eficacia terapéutica da enrofloxacina mostrou-se superior, pois além

da diminuicdo da mortalidade, eliminou o patégeno do hospedeiro.
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4. CAPITULO 3: Desenvolvimento de vacina inativada de célula completa por
administracdo via imerséo para imunoprofilaxia da infeccdo por Francisella orientalis

em alevinos e juvenis de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.)

Manuscrito aceito pelo periodico Fish and Shellfish Immunology

4.1. Introducéo

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) € a terceira espécie mais produzida do mundo
e a primeira no Brasil, sendo responsavel por 62,8% da produ¢do nacional no ano de 2020
(FAQ, 2020; IBGE, 2021). A intensificacéo de seu cultivo, acaba propiciando o surgimento de
doencas infecciosas, nas quais 0s agentes etiologicos bacterianos tém se destacado (cerca de
54,9% dos surtos ocorridos na aquicultura mundial) (Dhar et al., 2014; Dadar et al., 2017),
gerando grandes perdas econdmicas diretas devido as mortalidades ocasionadas e indiretas, ao

aumento no custo producéo pelo uso de antimicrobianos para o controle.

Os casos de infeccdo pela bactéria Francisella orientalis tém sido consideradas
atualmente uma das principais enfermidades infecciosas para a tilapicultura mundial (Mauel et
al., 2003, 2005; Ottem et al., 2009; Soto et al., 2009; Jeffery et al., 2010; Iregui et al., 2011;
Leal etal., 2014; Nguyen et al., 2015; Ortega et al., 2016; Qiang et al., 2015). Durante 0s casos
de surtos, altas mortalidades (até 90% dos lotes) podem ser verificadas, principalmente em lotes
de alevinos e juvenis no periodo de inverno (temperatura da agua < 22-24 °C) (Soto et al.,
2009; Birkbeck et al., 2011; Leal et al., 2014).

Até o presente momento a forma de controle da franciselose da-se pela
antibioticoterapia via oral administrada atraves da racdo (Soto et al., 2013). Por vezes, a
antibioticoterapia oral pode néo ser eficiente devido ao curso agudo da doenca, ndo havendo
tempo para intervencdo medicamentosa, ou pelo baixo consumo da ra¢cdo medicada, uma vez
que um dos primeiros sinais clinicos a surgir é a anorexia (Soto et al., 2009; Birkbeck et al.,
2011; Leal et al., 2014, 2018). Neste contexto o desenvolvimento de imunoprofilaticos sdo de
grande importancia, ndo s6 na reducdo e impedimento da mortalidade, mas também na
diminuicdo do uso de antimicrobianos. Tais fatores reduzem o custo de producdo, além de
reduzirem a possibilidade do surgimento de microrganismos resistentes, fazendo com que esta
atividade produtiva seja ambientalmente sustentavel (Gudding 2012, 2014; Smith, 2012;
Henriksson et al., 2018; Love et al., 2020;).
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As vacinas mais comumente utilizadas na tilapicultura sdo compostas pela suspenséo de
células completas do microrganismo inativada por formalina associadas a um adjuvante oleoso,
formando uma emulsdo administrada por via intraperitoneal (IP) (Tafalla et al., 2013;
Munang’andu et al., 2012, 2014; Dalmo et al., 2016). Possuem a vantagem de serem
formulacdes de baixo custo, de execucdo simples, estaveis e induzem imunidade humoral de
longa duracdo (devido a presenca do antigeno em um adjuvante de depdsito) quando comparada
as demais vias de administracdo, imersdo e oral (Evensen, 2009, 2016; Tafalla et al., 2013;
Dalmo et al., 2016; Dadar et al., 2017). Porém, possuem como desvantagens a dificuldade de
vacinagdo macica pois requer de mao-de-obra treinada ou equipamento técnico especializado,
demanda um maior periodo de tempo, estressante para 0s animais devido ao alto manejo e é

contra indicada para animais com peso > 15¢ (Lillehaug, 2014; Evensen, 2016).

Como a franciselose acomete majoritariamente peixes pequenos (0,5-30 g) (Leal et al.,
2014, 2018) e a imunizagao deve ser realizada antes do desafio, quando o tamanho dos animais
é pequeno, o uso de vacinas injetaveis € inviavel. Nesse contexto, a vacinacao por imersao
torna-se uma alternativa mais factivel do ponto de vista técnico. Essa € indicada para vacinacdo
das fases mais jovens com baixo peso, sendo também um procedimento menos estressante, de
maior facilidade, pois permite a vacinagcdo em larga escala. Adicionalmente, pode ser utilizada
como reforco, caso seja necessario (Tafalla et al., 2013; Lillehaug, 2014; Dalmo et al., 2016;
Evensen, 2016; Dadar et al., 2017; Sudheesh & Cain, 2017; Ma et al., 2019). Apesar da
imunidade induzida ser menos duradoura quando comparada a via IP, perdura o suficiente para
que 0s animais jovens sobrevivam as doengas que acometam o0s animais nessa fase (Tafalla et
al., 2013; Dalmo et al. 2016; Evensen, 2016; Dadar et al., 2017; Sudheesh & Cain, 2017).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver uma vacina inativada de célula completa para
administracdo via imersdo para alevinos e juvenis de tilapia do Nilo contra a infeccdo por

Francisella orientalis.
4.2. Material e Métodos

4.2.1. Bactéria e condicdes de cultivo

A amostra utilizada para confeccdo da bacterina para formulagdo vacinal, bem como
desafio experimental foi a FNO-12. Esta foi isolada de um surto ocorrido no estado Minas

Gerais em 2012, caracterizada fenotipica e molecularmente (Leal et al., 2014). Adicionalmente,
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essa amostra possui genoma completo sequenciado (Gongalves et al., 2016). A amostra

encontrava-se armazenada a -80°C até sua utilizacdo.

A FNO-12 foi descongelada e plaqueada em agar cisteina coragcdo modificado (BD,
EUA) (CHAM), suplementado com 2% de hemoglobina bovina (BD, EUA). A placa foi
incubada a 28°C por 72 horas. Posteriormente algumas coldnias foram selecionadas e
inoculadas em caldo Mueller-Hinton cation ajustado modificado (BD,EUA) (MMH),
suplementado com 2% de suplemento Vx (Laborclin, Brasil) e 0,1% de glicose (Soto et al.,
2009), incubada a 28°C, sob leve agitagdo (140 rpm), até atingir a concentracdo adequada para

cada etapa experimental.

4.2.2. Animais

No total foram adquiridos de uma piscicultura comercial cento e trinta e cinco tilapias
do Nilo (Oreochromis niloticus) alevinos. Inicialmente, dez animais foram selecionados
aleatoriamente e submetidos a exame bacterioldégico a fim de verificar a auséncia de
microrganismos patogénicos. Os peixes foram aclimatados as condi¢Ges laboratoriais durante
um periodo de sete dias. Os alevinos foram alojados em aquérios de vidro de 57 L, com fluxo
continuo de agua (taxa de renovacéo de 0,5 litros/h), aeracdo suplementar e temperatura média
de 26°C + 1,5°C. Adicionalmente, foram alimentados duas vezes ao dia, com racdo comercial
com 36% de proteina bruta (Laguna-Socil, Brasil) (Mian et al., 2009). Todos os procedimentos
serfo submetidos & aprovagdo do Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEUA-UFMG,
protocolo n°86/2018).

4.2.3. Preparacdo da vacina

A amostra FNO-12 foi cultivada como descrito no item 5.2.2 até atingir uma densidade
6tica (DOsoo) de 0,216 equivalente a concentragdo de 10° UFC/mL. O inéculo foi submetida a
trés ciclos de centrifugacédo a 14.000 x g, a 4°C por 15 minutos e lavagem em tampao fosfato
salina estéril (PBS). O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido, ressuspenso em PBS estéril
adicionado de formalina na concentracdo de 1,0%. A suspenséo foi incubada a 4°C, sob leve
agitacdo (140 rpm) por 24 horas. Apos esse periodo, a bacterina foi novamente submetida a trés
ciclos de centrifugacdo e lavagem supracitados. Ao final, o pellet bacteriano foi novamente

ressuspenso em PBS estéril (Leal et al., 2010). A bacterina foi submetida ao teste de esterilidade
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através do plagueamento em CHAM, seguido de incubacdo a 28°C por 7 dias. A bacterina foi

armazenada a 4°C até sua utilizacao.

O premix vacinal foi formulado a partir da bacterina e do adjuvante aquoso
MONTANIDE® IMS 1312 VG (Seppic, Franga). Ambos foram misturados na propor¢éo de 1:1
(v/v), homogeneizados a 30°C, sob leve agitacdo (140 rpm) por dez minutos, seguindo a
recomendacao do fabricante. A preparacdo foi realizada imediatamente antes da realizacao da

imunizacdo dos animais.

A vacina completa foi preparada a partir da solucdo premix, diluido em &gua declorada
na proporcéo de 1:4, obtendo a concentracéo final de 108 UFC/mL de antigeno (bacterina) e
10% de adjuvante (Soltani et al., 2014). Para os grupos em que a bacterina foi administrada,
esta foi misturada na mesma proporcao de 1:4 com agua declorada, mantendo a concentracao
final em 108 UFC/mL de antigeno (bacterina); nos grupos em que o adjuvante foi usado, este
foi diluido em agua declorada para obter uma solucgéo final com 10% do adjuvante. Para 0s

grupos controle positivo foi usado apenas PBS para a imersao.

4.2.4. Imunizacao
4.2.4.1. Ensaio vacinal de alevinos

Para o ensaio 1, foram selecionados setenta e cinco alevinos (condi¢des descritas no
item 5.2.3) com peso médio de 3,43 = 0,54 g, sendo cada grupo experimental composto por
quinze animais dispostos da seguinte maneira: Grupo Al- vacina completa (bacterina associada
ao adjuvante aquoso); Grupo A2- bacterina; Grupo A3- adjuvante aquoso; Grupo A4- PBS

(controle positivo) e Grupo A5- controle negativo.

Para a imunizacdo, os peixes foram retirados dos aquérios de aclimatacdo e transferidos
para recipientes contendo as respectivas formulag6es, dotados de aeracdo suplementar. Estes
permaneceram imersos durante dois minutos nas solucdes e posteriormente devolvidos para 0s

aquarios de origem.

A dgua dos aquérios foi mantida a 28°C e o periodo de observacdo ocorreu durante trinta
dias, onde foram avaliados os seguintes parametros: temperatura da agua; comportamento
alimentar; alteracdes clinicas; e mortalidade. Ao término deste periodo, os animais foram

submetidos ao desafio experimental (procedimento descrito no item 5.2.6).
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4.2.4.2. Ensaio vacinal de juvenis

Para o ensaio 2 foram formados cinco grupos experimentais contendo dez animais com
peso médio de 11,58 + 3,62 g, sendo dispostos da seguinte maneira: Grupo J1- vacina completa
(bacterina associada ao adjuvante aquoso); Grupo J2- bacterina; Grupo J3- adjuvante aquoso;

Grupo J4- PBS (controle positivo) e Grupo J5- controle negativo.

O procedimento vacinal, bem como as condicdes experimentais, foram as mesmas

supracitadas no item 5.2.5.2.

4.2.5. Infeccao experimental

A amostra FNO-12 foi cultivada como descrito no item 5.2.2 até atingir a concentragéo
de 10° UFC/mL. Os grupos: Al-vacina completa; A2-bacterina; A3-adjuvante aquoso e A4-
controle positivo (ensaio 1), bem como os grupos Jl-vacina completa; J2-bacterina, J3-
adjuvante aquoso e J4- controle positivo (ensaio 2), foram anestesiados via imersdo em uma
solucdo contendo benzocaina na concentragdo de 10mg/L (Sigma-Aldrich, EUA) e
posteriormente desafiados por via intraperitoneal com o volume de 0,1 mL (dose de 10*
UFCl/peixe). Os grupos controle negativo (A5 e J5) foram inoculados com 0,1 mL de MMH

estéril.

Os grupos foram acompanhados por um periodo de trinta dias. Em ambos 0s ensaios, a
agua dos aquarios foi mantida a temperatura de 22 + 2°C. Os seguintes parametros foram
monitorados trés vezes ao dia: temperatura da dgua; comportamento alimentar; aparecimento e
evolucdo de sinais clinicos; e mortalidade. Todos 0s animais que vieram a 6bito neste periodo,
foram submetidos a necropsia para coleta asséptica de amostras de baco e rim para o
reisolamento bacteriano em CHAM e extracdo de DNA para realiza¢éo da reacdo de polimerase
em cadeia quantitativa (QPCR) espécie-especifica para F. orientalis (Soto et al., 2010). Ao
término do experimento, os animais sobreviventes foram eutanasiados através da imersao em

uma solucéo de benzocaina (250mg/L) e submetidos aos processos de diagnostico supracitados.

4.2.6. Avaliacdo eficacia vacinal e analise estatistica

A eficécia das vacinas foi determinada pela porcentagem relativa de sobrevivéncia
(PRS) dos grupos vacinados em relacdo aos controles. Essa foi calculada de acordo com a
formula (Amend ,1981):
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PRS = 1 - (%MPV/%MPC) x 100

MPV=mortalidade de peixes vacinados
MPC=mortalidade de peixes controle

Os dados referentes a mortalidade dos grupos vacinados e grupo controle foram
comparados atraves do teste exato de Fischer’s e valores de P < 0,05 foram considerados como
significantes. As analises foram realizadas utilizando o software estatistico MedCalc versao
19.0.7 (MedCalc Statistical Software version 19.0.7, 2019).

4.3. Resultados

4.3.1. Ensaio vacinal e desafio experimental com alevinos

O grupo controle negativo do ensaio 1 ndo apresentou mortalidade, bem como, sinais
clinicos de franciselose e outras enfermidades durante todo periodo experimental. Todos 0s
animais desses grupos apresentaram resultados negativos para os testes de isolamento

bacteriano e qPCR.

O aparecimento dos sinais clinicos (anorexia, letargia e melanose), bem como as
primeiras mortes foram observadas no oitavo dia pds-desafio nos grupos A2 (vacinados com
bacterina) e A3 (adjuvante aquoso). No grupo controle positivo (A4) foi verificada uma taxa de
mortalidade de 93% (n = 14) (Fig. 3.1).

O grupo Al (vacina completa) apresentou uma taxa de mortalidade equivalente a 47%
(n=7) e PRS de 50% sendo o unico estatisticamente significativo (P = 0,014192) quando
comparado ao grupo controle positivo (A4) (Tab.3.1); enquanto os grupos A2 (bacterina) e A3
(adjuvante aquoso) obtiveram taxas de mortalidade de 60% e 93% e PRS de 37% e 0%,

respectivamente (Fig. 3.1).
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Figura 3.1:Mortalidade acumulativa dos grupos de alevinos de tilapia do Nilo vacinados no periodo pds-

desafio com a amostra FNO-12.

Tabela 3.1:Mortalidade, eficacia vacinal e analise estatistica dos grupos de alevinos vacinados,
durante todo periodo experimental.

Mortalidade
Sim Né&o Total
G x . PRS? b

rupos Preparacéo vacinal n % n % N % %) valor P
Al Bacterina e adjuvante 7 47 8 53 15 100 50 0,014192
A2 Bacterina 9 60 6 40 15 100 37 0,080076
A3 Adjuvante 14 93 1 7 15 100 0 1,000000
A4 Controle positivo 14 93 1 7 15 100 -- --

A5 Controle negativo 0 0 100 0 15 100 -- --

PRS 2 porcentagem relativa de sobrevivéncia
valor PP: teste exato de Fisher’s
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Entretanto, todos 0s animais que vieram a 0bito durante o experimento, assim como, 0s

sobreviventes eutanasiados ao término, apresentaram resultados positivos para a0 menos um

dos testes realizados, indicando a presenca de animais portadores (Tab. 3.2).
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Tabela 3.2:Resultados dos testes realizados para determinar a presenca de animais portadores.

Testes
I;olam_ento qPCR Portadores
acteriano
Grupos Preparacio vacinal Positivo  Negativo  Positivo  Negativo Total

% % % % N %
Al Bacterina e adjuvante 75 25 100 0 8 100
A2 Bacterina 67 33 100 0 6 100
A3 Adjuvante 100 0 100 0 1 100

4.3.2. Ensaio vacinal e desafio experimental com juvenis

O grupo controle negativo do ensaio 2 ndo apresentou mortalidade, bem como, sinais
clinicos de franciselose e outras enfermidades durante todo periodo experimental. Todos 0s
animais desses grupos apresentaram resultados negativos para os testes de isolamento
bacteriano e qPCR.

Durante o periodo pos-vacina¢cdo um animal do grupo J1 (vacina completa) e um do J3
(adjuvante aquoso) vieram a 6bito. Ambos foram negativos para os testes de isolamento
bacteriano e gPCR. O aparecimento dos sinais clinicos (anorexia, letargia e melanose)
ocorreram concomitantemente com as primeiras mortes nos grupos J2 (bacterina) e controle
positivo (J4), no seétimo dia pds-desafio. O grupo controle positivo apresentou taxa de
mortalidade de 80%.
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Figura 3.2:Mortalidade acumulativa dos grupos de juvenis de tilapia do Nilo vacinados no periodo pés-
desafio com a amostra FNO-12.

O grupo J1 apresentou maior PRS e a menor taxa de mortalidade deste ensaio sendo
equivalentes a 63% e 30%, nesta ordem (Fig. 3.2) (Tab. 3.3). Apesar do bom desempenho
alcancado, o grupo J1 ndo apresentou diferenca estatistica significativa (P = 0,069778) quando
comparado ao grupo controle positivo. Enquanto os grupos J2 e J3 exibiram uma menor PRS
qguando comparados a J1 correspondentes a 25% e 50%, respectivamente, ndo sendo

estatisticamente significativos.

Tabela 3.3:Mortalidade, eficacia vacinal e analise estatistica dos grupos de juvenis vacinados, durante
todo periodo experimental.

Mortalidade
Sim Né&o Total
x . PRS? b
Grupos Preparagdo vacinal n % n % N % %) valor P

J1 Bacterina e adjuvante 3 30 7 70 10 100 63 0,069778
J2 Bacterina 6 60 4 40 10 100 25 0,628482
J3 Adjuvante 4 40 6 60 10 100 50 0,169802
J4 Controle positivo 8 80 2 20 10 100 - -
J5 Controle negativo 0 0 10 100 10 100 - -

PRS 2: porcentagem relativa de sobrevivéncia
valor P®: teste exato de Fisher’s
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Tabela 3.4:Resultados dos testes realizados para determinar a presenca de animais portadores.

Testes
Itfch?enr]iZ%? gPCR Portadores
Grunos  Preparacio vacinal Positivo Negativo Positivo  Negativo Total
P parag % % % % N %
J1 Bacterina e adjuvante 83 17 83 17 6 100
J2 Bacterina 75 25 100 0 4 100
J3 Adjuvante 67 33 83 17 6 100

4.4. Discussao

Atualmente, a antibioticoterapia via oral é medida de elei¢do para o controle dos casos
de surtos de franciselose (Soto et al., 2013; Favero et al., 2021), assim como as demais
enfermidades, nas quais, ndo existe imunoprofilaxia comercial (Rigos & Smith, 2015).
Entretanto, alem da dificuldade na administracdo dos farmacos nos casos de surto ou
intervencdo tardia, como supracitado, a ineficacia terapéutica pode também ocorrer em
consequéncia do uso continuo das mesmas bases antimicrobianas (FDA, 2011; Smith 2008,
2012), o que associado ao uso recorrente e inadvertido pode acarretar o desenvolvimento de
bactérias patogénicas resistentes (DePaola et al., 1995; Pulkkinen et al., 2010; Romero et al.,
2012; Gudding, 2014; Andrieu et al., 2015; Dadar et al., 2017; Henriksson et al., 2018).

Diante deste cenario, o desenvolvimento e implementacdo de vacinas reduz a
possibilidade dos animais desenvolverem a doenca; diminuem ou impedem a mortalidade;
aumenta a eficacia produtiva; e a longo prazo reduzem de maneira significativa o emprego de
antimicrobianos, reduzindo o custo de producgéo e oferecendo produtos com maior seguranca
alimentar, livre de residuos desses farmacos (Bondad-Reantaso et al., 2005; Gudding, 2014;
Evensen, 2016; Sheng, 2017; Subasinghe, 2017; Adams, 2019; Ma et al., 2019).

As vacinas experimentais presentes na literatura para tilapia do Nilo contra infeccao
por Francisella orientalis sdo compostas por celulas deste microrganismo inativadas,
associadas a adjuvante oleoso e administradas por via intraperitoneal. Essas apresentam
resultados promissores com diminui¢cdo da mortalidade e PRS de 100% (Ramirez-Paredes et
al., 2019), 71% (Pulpipat et al., 2020) e 82,3% (desafio com cepa homologa) (Shahin et al.,
2019). Contudo, para que a vacinacao seja exequivel a campo, os animais nas fases de vida

mais jovens, alevinos e juvenis (1-10g) comumente acometidos pela franciselose (Leal et al.,
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2014, 2018), devem ser vacinados com um prazo de no minimo trinta dias antes da fase e peso
criticos (por volta de 0,2-1,5g) para o desenvolvimento da imunidade protetora. Uma vez que,
a administracdo via IP ndo é recomendada para animais com peso inferior a 15¢, pois pode
gerar alta mortalidade oriunda do estresse e lesdes geradas pelo indculo, isso inviabiliza o uso
de vacinas injetaveis para controle da franciselose (Lillehaug, 2014; Munang’andu et al., 2015;
Evensen, 2016a). Esse tipo de composi¢do vacinal via IP seria plausivel de utilizacdo em
reprodutores, pela capacidade que de transmisséo vertical que a Francisella orientalis possui
(Nguyenetal., 2019), bem como, em situagdes epidemioldgicas onde a doenca acometa animais

maiores no periodo de engorda.

Neste caso, para o controle da franciselose em animais jovens, as vacinas via imersao
sdo indicadas. Soto e colaboradores (2011) desenvolveram uma vacina para ser administrada
via imersdo, constituida pelo microrganismo vivo atenuado, através da dele¢do do gene IgIC,
que apresentou resultados promissores (PRS = 87,5%). Porém, apesar da eficacia, por se tratar
de uma vacina viva atenuada, seu uso € dificultado por questdes regulatdrias, devido aos riscos
potenciais de reversao de viruléncia, viruléncia residual e para animais imunocomprometidos
(Dadar et al., 2017; Ma et al., 2019; Mohd-Aris et al., 2019).

Pelos fatores supracitados, uma alternativa viavel e segura seria a administracdo de
vacina inativada de células completas via imersdo. Esta ja é empregada na aquacultura e
disponivel comercialmente para diversos patdgenos como Yersinia ruckeri (MSD,EUA,
Pharmaq/Zoetis, EUA; Fatro, Itdlia; Sivra, Espanha; Elanco, EUA); V. anguillarum, V. ordalli
e V. salmonicida (Merck, Alemanha; Pharmag/Zoetis, EUA; Hipra, Espanha); V. anguillarum
e V. ordalli (Elanco, EUA); Flavobacterium psychrophilum (Veterquimica, Chile), F.
columnare (Veterquimica, Chile) A. salmonicida (MSD, EUA; Veterquimica, Chile); P.
salmonis (Veterquimica, Chile); Photobacterium damselae subsp. piscicida e V. anguillarum
(MSD, EUA; Hipra, Espanha); Photobacterium damselae subsp. piscicida (Hipra, Espanha;
MSD, EUA); Streptococcus iniae (MSD, EUA); L. garvieae e S. iniae (MSD, EUA) (Evensen,
2016; Bggwald & Dalmo, 2019; Ma et al., 2019; Miccoli et al., 2019, 2021). Por se tratarem de
vacinas inativadas, a associacdo destas suspensfes com adjuvantes recomendada, pois
aumentam a imunogenicidade, bem como duragéo da resposta imune (Tafallaetal., 2013, 2014;
Dalmo et al., 2016).

Com os ensaios vacinais realizados neste estudo, foi observada a diferencga da eficacia
vacinal, bem como os efeitos do adjuvante MONTANIDE® IMS 1312 VG (Seppic, Franga) em
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alevinos e juvenis de tilapia do Nilo. Ao administrar a bacterina associada ao adjuvante, houve
um incremento na taxa de sobrevivéncia e na eficacia vacinal para ambos o0s ensaios, reiterando
resultados de estudos pregressos (Soltani et al., 2014; Hwang et al., 2017; Skov et al., 2018;
Afsharipour et al., 2021). Para que uma vacina seja considerada eficiente, seu PRS deve ser >
60% (Amend, 1981); logo, é possivel afirmar que a formulacdo vacinal completa foi
considerada eficiente em juvenis (PRS= 63%), enquanto a mesma composi¢cdo quando
administrada em alevinos foi tida como ineficiente (PRS= 50%), mesmo sendo o Unico grupo,
mesmo sendo estatisticamente significativa. Ao analisar 0s grupos expostos somente ao
adjuvante ap6s o desafio, nota-se que a mortalidade e PRS em juvenis, mostra valores muito
semelhantes a mesma composi¢do administrada via IP (Ravelo et al., 2006). Em contrapartida,
a alta taxa de mortalidade em alevinos expostos somente ao adjuvante, equivalente a
mortalidade do controle positivo, pode evidenciar uma imunoestimulacdo excessiva e
potencialmente prejudicial as tilapias do Nilo nessa fase. Os dados do presente estudo se

contrapdem ao verificado em resultados.

Adicionalmente, nos dois ensaios realizados, a vacina comprovou ser eficiente na
diminuicdo da mortalidade e progressdo dos sinais clinicos acarretados pela franciselose; porém
a resposta imune induzida pela mesma, foi incapaz de eliminar o patégeno do hospedeiro,
fazendo com que os animais sobreviventes sejam portadores (Soto et al., 2011; Assis et al.,
2017), reiterando dados prévios de literatura (Soto et al., 2011; Ramirez-Paredes et al., 2019;
Shahin et al., 2019; Pulpipat et al., 2020). Tal efeito pode estar associado ao uso de antigenos
inativados que sé@o indutores de resposta imune humoral. Somente a resposta humoral induzida
pelos imunobioldgicos ndo se mostra suficiente para eliminar a Francisella orientalis do
organismo dos peixes, possivelmente devido ao comportamento intracelular facultativo desse
patdgeno (Evensen, 2016a; Munang’andu et al., 2015, 2018). Futuro estudos devem ser
realizados para verificar se 0s animais imunizados sobreviventes podem manifestar recidivas

da doenga, o que poderia comprometer os programas de imunoprofilaxia a nivel de campo.

A eficacia vacinal comumente é avaliada através do valor da PRS. Entretanto, na
avaliacdo para licenciamento, bem como, na producdo comercial, a eficacia ndo é traduzida
unicamente pelo PRS. Esse é considerado um valor dindmico que sofre alteracdes devido a via
de administracdo vacinal e do desafio, periodo até o desafio etc. (Midtlyng, 2005, 2016;
Nordmo, 1997). Para uma ampla analise a fim de assegurar a eficicia vacinal, fatores como
taxa de mortalidade, inapeténcia e comportamento pds-vacinal, periodo em que 0s sinais

clinicos se manifestam, ocorréncia do primeiro 6bito, avaliacdo de efeitos colaterais da vacina
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ou via de administragdo, devem ser também serem considerados (Frost & Ness, 1997;
Midtlyng, 1996, 1997, 2016). Logo, embora o PRS da vacina completa em alevinos tenha sido
inferior ao desejado, ao verificar as demais caracteristicas, pode-se considerar 0 seu uso como
uma possivel alternativa para o controle da franciselose. A fim de potencializar a resposta
imune induzida pela vacina contra Francisella orientalis via imersdo desenvolvida no presente
estudo para imunoprofilaxia em tildpia do Nilo, a realizagéo de reforgos vacinais com intervalos
a serem definidos, como ocorre nas vacinacdes para Y. ruckeri em truta arco-iris (Deshmukh et
al., 2012; Bggwald & Dalmo, 2019), V. anguillarum e P. damselae subsp. piscicida em sea
bass (Dicentrarchus labrax) (Gravningen et al., 1998; Baggwald & Dalmo, 2019), pode ser uma

alternativa viavel.
4.5. Conclustes

As vacinas via imersdo inativadas desenvolvidas no presente estudo demonstram ser
uma alternativa viavel para ser testada a campo e tornar-se mais uma ferramenta no controle da
franciselose em juvenis de tilapia do Nilo. Futuros estudos devem ser realizados para determinar

a eficacia dos refor¢os vacinais e duracdo da resposta imune induzida por essas vacinas.
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5. Consideracdes finais

A infeccdo por Francisella orientalis em tilapia do Nilo ainda ¢ um desafio a ser
transposto. Pois trata-se de um patdgeno emergente que acarreta grande impacto econémico na

cadeia produtiva.

As informacg0es presentes na literatura a respeito do patdgeno, condi¢cbes ambientais,
status imune do hospedeiro, bem como a interacdo entre 0s mesmos, geram obstaculos para o
desenvolvimento de estratégias de controle. Logo, este estudo foi realizado de maneira ampla
trazendo ferramentas preventivas (imunoprofilaxia) e de controle epidemioldgico e terapéutico
(susceptibilidade dos isolados; eficacia terapéutica) exequiveis e adequadas, financeira e

logisticamente para serem aplicadas nas tilapiculturas nacionais.

Com os resultados aqui obtidos, espera-se que projetos subsequentes possam avaliar a
vacina desenvolvida quanto a resposta imune induzida, duracdo da mesma, e a possibilidade de
reforco vacinal e a via mais adequada para tal. Quanto aos pontos de corte epidemiologicos
estabelecidos, que funcionem para acompanhamento, a fim de detectar o surgimento de isolados
com susceptibilidade reduzidas e/ou resistentes. Adicionalmente, neste estudo tornou-se
evidente a necessidade do licenciamento de outras bases antimicrobianas para uso aquicola,
uma vez que, os farmacos licenciados apresentam-se com eficicia reduzida tanto para

patdgenos endémicos, quanto para 0s emergentes.
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7. APENDICES

Apéndice 1:Isolados de FO utilizados para determinacdo do COwr e andlise do perfil de

susceptibilidade.

Estado Fazenda Isolado Ano do isolamento

FNO-05 2012

1 FNO-08 2012
FNO-12 2012

FNO-23 2012

2 FNO-26 2012
FNO-35 2012

3 FNO-39 2012
FNO-40 2012

FNO-42 2013

4 FNO-51 2013
FNO-60 2013

FNO-64 2013

5 FNO-72 2013
FNO-77 2013

FNO-81 2013

6 FNO-84 2013
FNO-86 2013

7 FNO-93 2013
FNO-94 2013

FNO-100 2013

8 FNO-104 2013
FNO-110 2013

FNO-111 2013

9 FNO-113 2013
FNO-115 2013

FNO-120 2013

10 FNO-128 2013
MG? FNO-132 2013
1 FNO-135 2013
FNO-136 2013

FNO-150 2013

12 FNO-166 2013
FNO-180 2013

13 FNO-191 2013
FNO-193 2014

14 FNO-196 2014
FNO-199 2014

FNO-210 2014

15 FNO-212 2014
FNO-213 2014

16 FNO-76 2018
FNO-69 2018

FNO-237 2015

17 FNO-242 2015
FNO-244 2015

18 FNO-246 2015
FNO-247 2015

FNO-249 2015

19 FNO-265 2015
FNO-273 2015

FNO-277 2015

20 FNO-280 2015
FNO-284 2015

21 FNO-287 2015
FNO-307 2015
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SP®

ES®

scd

BA®

PE'

22

23

FNO-313
FNO-290
FNO-319
FNO-324
FNO-374
FNO-378
FNO-138
FNO-154
FNO-185
FNO-22
FNO-30
FNO-222
FNO-226
FNO-234
FNO-67
FNO-215
FNO-217
FNO-220
FNO-361
FNO-366
FNO-371
FNO-24
FNO-25
FNO-26
FNO-29
FNO-65
FNO-66
FNO-55B
FNO-92
FNO-93
FNO-94
FNO-30
FNO-55

2015
2015
2015
2015
2015
2015
2013
2013
2013
2018
2018
2014
2015
2015
2018
2014
2014
2014
2015
2015
2015
2017
2017
2017
2017
2017
2017
2018
2019
2019
2019
2017
2017

MG?: Minas Gerais
SPY: Sdo Paulo
ES®: Espirito Santo
SC¢: Santa Catarina
BAE®: Bahia

PE": Pernambuco
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Francisellosis is an emerging disease caused by Francisella orientalis and is responsible for major economic losses
in tilapia farms worldwide. The method of choice for francisellosis outbreak control is oral antibiotic adminis-
tration, as no commercial vaccines or autogenous effective vaccines are available. Although there is a standard
method recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) for susceptibility testing of fish
pathogenic Francisella spp., basic information on culture and growth conditions for this pathogen is scarce. In this
study, the antibiotic susceptibility profile of Francisella orientalis was determined using the disk diffusion test. For
that, 89 Francisella orientalis samples obtained from disease outbreaks in tilapia farms in 2012-2019 in various
Brazilian states were selected for testing against different antibiotics. Because F. orientalis cannot grow on the
standard Mueller-Hinton (MH) agar medium, two different culture media were selected for testing: modified
heart cystine agar (CHAH) and modified cation-adjusted Mueller-Hinton agar (MMHA). Different incubation
periods were also tested for more appropriate and accurate measurement data. CHAH was more suitable for
performing the diffusion disk tests because MMHA required longer incubation periods and formed overestimated
inhibition zones. Incubation time affected the antibiogram results mainly for p-lactam antibiotics, with 48 h
being the ideal period for measuring inhibition zones. Epidemiological cutoff values of Francisella orientalis
isolates using the normalized resistance interpretation (NRI) methodology were successfully calculated. All 89
isolates (100%) were considered wild type (WT) for florfenicol, oxytetracycline, erythromycin, and doxycycline,
whereas 86 isolates (96.6%) were considered WT for amoxicillin, ampicillin, enrofloxacin, and norfloxacin.
Three isolates (3.4%) were considered non-wild type (NWT) for enrofloxacin, norfloxacin, amoxicillin, and
ampicillin. This is the first report of Francisella orientalis isolates resistant to amoxicillin and fluoroquinolones.
This study provided important data on Francisella orientalis antibiotic susceptibility. Moreover, it showed that
Brazil is already suffering the effects of the inadvertent use of licensed drugs and of off-label drugs, as the
aforementioned drug classes are illegally used for farmed fish in the country.

1. Introduction

Francisellosis is a systemic granulomatous disease caused by the
gram-negative coccobacillus Francisella spp., including Francisella ori-
entalis. The disease caused by Francisella orientalis affects warm water
fish, with the Nile tilapia (Oreochromis niloticus) being the most
commonly affected farmed fish (Birkbeck et al., 2011; Leal et al., 2014;
Soto et al., 2009; Maekava et al., 2021). Nile tilapia is the second most
farmed fish species in the world (FAO, 2020) and the most farmed fish in
Brazil, accounting for 60% of the total aquaculture production (IBGE,
2020).

The genus Francisella has been well studied, especially the species
Francisella tularensis, the causative agent of tularemia, due to interest in
human health and biosafety (Brudal et al., 2014; Caspar and Maurin,
2017; Oyston et al., 2004). Other species of veterinary importance such
as Francisella orientalis are still poorly studied. F. orientalis has been
detected in the American continent in Colombia (Iregui et al., 2011),
Brazil (Leal et al., 2014), the United States (Mauel et al., 2005), Mexico
(Ortega et al., 2016), Costa Rica (Soto et al., 2009) and Honduras (Soto
et al., 2019) as well as in the United Kingdom (Jeffery et al., 2010) and
Asia, including Thailand (Jantrakajorn and Wongtawatchai, 2016),
Japan (Ottem et al., 2009), and China (Qiang et al., 2015).
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Despite the economic losses from the high mortality rates caused by
francisellosis in tilapia farms (Leal et al., 2014; Soto et al., 2009), no
commercial vaccines are available. The only method of choice for dis-
ease control is the administration of antibiotics, with florfenicol being
the most commonly used therapeutic agent (Soto et al., 2013). However,
as Francisella orientalis is an emerging pathogen, information on its
antimicrobial susceptibility is lacking. Most studies conducted to date
used a limited number of F. orientalis isolates, had no specific criteria for
testing and interpreting the data obtained, thus making analysis and
comparison of these data impractical.

Various methods have been used to determine antimicrobial sus-
ceptibility, and the disc diffusion method (Kirby-Bauer) is one of the
most commonly used (Barker and Kehoe, 1995; Ge et al., 2018; Miller
et al., 2003; Smith et al., 2009; Smith, 2006). This technique meets the
standards for repeatability and precision and is suitable for routine use
in the laboratory because of its ease of performance and low cost (Patel,
2012; Reller et al., 2009). However, global health organizations such as
the World Organization for Animal Health (OIE) recommend that pro-
tocols of susceptibility tests should be standardized by a globally
recognized organization (Clinical and Laboratory Standards Institute,
CLSI, USA; European Committee on Antimicrobial Susceptibility
Testing, EUCAST, UE), and that the interpretive criteria should be
mandatory (OIE, 2019).

The CLSI currently has the only manual for disc diffusion testing of
microorganisms from aquatic animals (VET03 - Methods for Antimi-
crobial Broth Dilution and Disk Diffusion Susceptibility Testing of Bac-
teria Isolated From Aquatic Animals; Approved Guideline; CLSI, 2020).
The manual contains the criteria to be followed when performing anti-
microbial susceptibility testing (AST).

However, information to fully standardize protocols for all fish
pathogens, including Francisella orientalis, is not yet available; as basic
information on culture and growth conditions of F. orientalis are not
available. Therefore, the CLSI guidelines are not yet applicable to this
pathogen. Some gaps that must be filled are: the implementation of
protocols for fastidious microorganisms (such as Francisella orientalis)
and the determination of epidemiological cutoff values (ECVs), which
have so far only been implemented for some antimicrobials and patho-
gens, such as Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida (CLSI, 2020).

The use of ECVs can overcome the interpretative challenges of sus-
ceptibility testing for aquatic microorganisms (Smith, 2019). In this
case, isolates are not classified as susceptible, intermediate, or resistant,
but as wild type (WT) and non-wild type (NWT), which have complete
susceptibility and reduced susceptibility to antimicrobials, respectively
(OIE, 2019). For fastidious microorganisms, the conditions of the sus-
ceptibility tests should be based on standardized protocols, and these
should be adapted to the growth requirements of the pathogen (CLSI,
2020; OIE, 2019). Considering this information, the objectives of this
study were to standardize a specific diffusion disk test for evaluating the
antimicrobial susceptibility of F. orientalis isolates, calculating ECVs for
different antimicrobials, and evaluating the susceptibility profile of
isolated samples from outbreaks in tilapia cultures in Brazil from 2012 to
2019.

2. Materials and methods
2.1. Bacterial strains

Eighty-nine Francisella orientalis strains were used to perform the
antimicrobial susceptibility test by disc diffusion. They were selected
from the bacterial collection of the AQUAVET Laboratory of Aquatic
Animal Diseases, Department of Preventive Veterinary Medicine, Vet-
erinary School, Federal University of Minas Gerais. These strains were
isolated from francisellosis outbreaks that occurred in 34 tilapia cultures
in six Brazilian states (Minas Gerais, Sao Paulo, Espirito Santo, Bahia,
Pernambuco, and Santa Catarina) from 2012 to 2019 (Supplementary
Table 1). These strains were identified by species-specific quantitative
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polymerase chain reaction (qQPCR) as F. orientalis (Soto et al., 2010).
Samples of ATCC® Escherichia coli 25922 and ATCC® A. salmonicida
subsp. salmonicida 33,658 were used as quality controls for the experi-
ments (CLSI, 2020; Miller et al., 2003). All of the above strains were
stored at —80 °C until use.

2.2. Antimicrobials

The antimicrobials selected for the disk diffusion assay were: flor-
fenicol (Oxoid, UK; FFC, 30 pg), oxytetracycline (Oxoid; OT, 30 pg),
erythromycin (Oxoid; ER, 15 pg), ampicillin (Oxoid; AMP, 10 pg),
enrofloxacin (Oxoid; ENO, 5 pg), norfloxacin (Oxoid; NOR, 10 pg),
amoxicillin (Oxoid; AMO, 10 pg), doxycycline (Oxoid; DOX, 5 pg), and
trimethoprim-sulfamethoxazole (1:19) (Oxoid; SUT, 25 pg). The con-
centrations of all drugs used in this experiment were in accordance with
the CLSI-VETO03 manual (CLSI, 2020).

2.3. Evaluation of culture media and incubation time

Mueller-Hinton agar (MHA) and Mueller-Hinton agar supplemented
with 5% sheep blood are recommended for disk diffusion assays for
general and fastidious aquatic microorganisms in the CLSI Manual
(CLSI, 2020), respectively. Francisella orientalis was unable to grow on
either culture medium. Therefore, two culture media were selected to
test their performance and ideal incubation time for the disk diffusion
assay: modified heart cystine agar (CHAH) supplemented with 2%
bovine hemoglobin (BD, USA), which had been previously used in AST
for F. tularensis (Kreizinger et al., 2013; Loughman et al., 2016; Tomaso
et al., 2005) and F. orientalis (Soto et al., 2012); and the modified cation-
adjusted Mueller-Hinton II agar (BD, USA) (MMHA) supplemented with
2% VX supplement (Laborclin, Brazil) and 0.1% glucose. These two
media were tested for thymidine and thymine content, respectively,
according to the VET03 manual. The antibiogram was performed using
the reference sample Enterococcus faecalis ATCC 33186 against the
antibiotic association of SUT and incubated at 37 °C for 24 h. The culture
medium is suitable for testing with SUT only if the zone of inhibition
formed was >20 mm (CLSI, 2020).

Nine strains (FO-12, FO-22, FO-25, FO-30, FO-55, FO-65, FO-111,
FO-135, and FO-222; approximately 10% of the total number of strains
available) were randomly selected and used for the evaluation of culture
media and incubation period. The aforementioned Francisella orientalis
samples were thawed, plated in CHAH, and incubated at 28 °C for 72 h.
Three to five colonies were then selected to prepare a bacterial sus-
pension in sterile saline (0.85%) with an optical density (ODg2s) of
0.12-0.13 (McFarland scale of 0.5), at a concentration of 108 CFU/ml.
Petri dishes containing CHAH and MHAM were inoculated with the
bacterial suspension, which was spread over the entire surface of the
culture medium using a sterile swab. This procedure was performed
three times, and at the end of each step, the Petri dish was rotated 60° to
ensure a homogeneous distribution of the suspension (CLSI, 2020). After
drying, two and three antimicrobial discs were placed equidistantly per
plate of MHAM and CHAH, respectively, to prevent or minimize the
overlap of inhibition zones. The samples were then incubated at 28 °C.
Measurements were taken at 24, 48, 72, and 96 h post-inoculation (PI) to
determine the most appropriate incubation period for measuring the
inhibition zones formed (Miller et al., 2003; Smith et al., 2018; Smith
and Kronvall, 2015). A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33,658
and E. coli ATCC® 25,922 were used as quality control strains in the
tests. They were plated on MH and CHAM agar for evaluation and
subsequent comparison with the reference values for the antibiotics FFC,
OT, ER, AMP, SUT, and ENR, which are specified in the VET03 manual
(CLSI, 2020). These tests followed the aforementioned methodology,
except for the measurement of inhibition zones, which was performed
24 h after inoculation using a digital caliper (Merck, Darmstadt).
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2.4. Disk diffusion assay

The Francisella orientalis strains (Supplementary table I) were
thawed, plated in CHAH, and incubated at 28 °C for 72 h. Three to five
colonies were then selected to prepare a bacterial suspension in sterile
saline (0.85%) with an optical density (ODgys) of 0.12-0.13 (McFarland
scale of 0.5), at a concentration of 10% CFU/ml. The bacterial suspension
of five randomly selected strains (FO-12, FO-25, FO-30, FO-111, and FO-
222) were submitted to plate counting during standardization to assure
the bacterial concentration. All presented bacterial concentrations of
10% CFU/ml. Petri dishes containing CHAH were inoculated with the
bacterial suspension, which was spread over the entire surface of the
culture medium using a sterile swab. This procedure was performed
three times, and at the end of each step, the Petri dish was rotated 60° to
ensure a homogeneous distribution of the suspension (CLSI, 2020). After
drying, three antimicrobial discs were placed equidistantly on each plate
to prevent or minimize the overlap of inhibition zones. The samples
were then incubated at 28 °C. Measurements were taken 24 and 48 h PI.
The quality control samples were the same as those described in Section
2.3. All tests in this study were performed in triplicate, and inhibition
zones were measured using a digital caliper (Merck, Germany).

2.5. Data analysis and determination of epidemiological cutoff values

Provisional ECVs (COwt) for the antimicrobials tested were deter-
mined using the normalized resistance interpretation (NRI) methodol-
ogy (Kronvall, 2003; Kronvall and Smith, 2016). The NRI was used with
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the permission of the patent holder (Bioscand AB, TABY, Sweden; US
Patent No. 7,465,559 and European Patent No. 1383913). An automatic
Excel spreadsheet was used for the NRI analysis, which is provided free
of charge on the website http://www.bioscand.se/nri/ (automatic cal-
culations for disk zone histograms in the standard version). Based on the
ECV calculated for each antimicrobial agent, isolates were classified as
WT and NWT if they exhibited complete and reduced susceptibility,
respectively (OIE, 2019; Smith, 2017; Smith et al., 2016).

3. Results
3.1. Standardization of culture media and incubation period

In the quality control tests, CHAH showed high thymine/thymidine
levels, with an inhibition zone of 16 mm for E. faecalis ATCC 33186,
making it unsuitable for use in the sensitivity test with the SUT anti-
biotic. In contrast, the MHAM agar showed an inhibition zone of 24 mm,
which was within the normal range (> 20 mm) (CLSI, 2020), making it
suitable for analysis.

During standardization, the 10 Francisella orientalis strains showed
very poor and slow growth in MMHA plates. The strains showed no
growth during the first 48 h of incubation, and only after 72 h, poor
bacterial growth was observed (Fig. 1). For all antibiotics, inhibition
zones greater than 40 mm were obtained after 96 h of incubation.

The measurement of inhibition zones on CHAH medium after 24 h
could not be performed for the 10 isolates. Despite visible bacterial
growth, the inhibition zones could not be clearly delineated, making the

Fig. 1. Cation-adjusted Mueller-Hinton I modified agar inoculated with the Francisella orientalis strain at different incubation times: (A) 24 h; (B) 48 h; and (C) 96 h,

when poor bacterial growth can be verified (arrows).
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measurements inaccurate (Fig. 2A). The inhibition zones at 48 h were
better defined and regular, allowing a more accurate measurement
(Fig. 2B). Nevertheless, a decrease in the values of inhibition zones was
observed after 72 and 96 h as compared to the other periods. In addition,
after 72 h of incubation, the antibiotics ampicillin and amoxicillin
showed bacterial growth wherever the zone of inhibition had been
previously located, resulting in a false indication of resistance (Fig. 2C,
D). Therefore, the incubation period of 48 h was ideal for disk diffusion
testing of F. orientalis isolates in CHAH.

3.2. Quality control ranges in CHAH

The results of the quality control (QC) for of the reference strains
E. coli ATCC® 25,922 and A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC®
33,658, tested in the two selected culture media and incubated at 28 °C
for 24 h, are shown in Tables 1 and 2, respectively. The results for the
reference strains obtained on CHAH were within the acceptable ranges
set by CLSI (CLSI, 2020) for tests performed using MHA. For the incu-
bation at 28 °C, there are no QC data in CLSI manuals for enrofloxacin
using E. coli ATCC® 25,922 and for norfloxacin, amoxicillin, and
doxycycline for both reference strains. Therefore, QCs were not carried
out by those antimicrobials.
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Table 1
Results of Escherichia coli ATCC® 2599 on Mueller-Hinton (MH) and cation-
adjusted Mueller-Hinton II modified (CHAH) agar incubated at 28 °C for 24 h.

E. coli 25,922

MH CHAM CLSI
(MH)
Antimicrobial Variance Average Variance Average Variance
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Ampicillin 15-18 17 16-20 18 14-23
Erythromycin 9-12 11 0 0 10-15
Florfenicol 20-23 22 18-22 20 20-30
Oxytetracycline  22-28 24 21-24 22 23-29

3.3. Epidemiological cutoff value and susceptibility profile

The COwt was determined using the NRI method according to
Kronvall (2003) for the eight antimicrobials tested on the 89 Francisella
orientalis isolates, as well as their WT or NWT classifications (Table 3).
All disc zone distributions showed a single dominant modal peak. For
each antimicrobial agent, these modal groups were considered repre-
sentative of the WT isolates. The standard deviations observed in these
putative WT modal groups were all within the limits for MH medium at
28 °C. Therefore, the calculated COwt was provisionally accepted as

Fig. 2. Modified heart cystine agar inoculated with the Francisella orientalis FO-12 sample at different incubation times: (A) 24 h; (B) 48 h; (C) 72 h; and (D) 96 h. For
amoxicillin, a clear reduction in the inhibition zone and bacterial growth in the previously inhibited area (arrows) were observed at 72 and 96 h of incubation.
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Table 2

Results of Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33,658 on Mueller-
Hinton (MH) and cation-adjusted Mueller-Hinton II modified (CHAH) agar
incubated at 28 °C for 24 h.

A. salmonicida subsp. salmonicida 33,658

MH CHAM CLSI
(MH)
Antimicrobial Variance Average Variance Average Variance
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Ampicillin 33-34 33 30-32 31 33-41
Enrofloxacin 35-38 36 28-30 30 35-45
Erythromycin 21-22 21 15-16 16 21-29
Florfenicol 33-35 34 30-31 30 33-41
Oxytetracycline ~ 30-33 31 26-30 28 28-34
valid.

All 89 Francisella orientalis isolates (100%) were categorized as WT
for florfenicol, oxytetracycline, erythromycin, and doxycycline, and 86
isolates (96.6%) were considered as WT for amoxicillin, ampicillin,
enrofloxacin, and norfloxacin. Three F. orientalis isolates—F0-92, FO-
93, and FO-94 (3.3%)—were categorized as NWT for amoxicillin,
ampicillin, enrofloxacin, and norfloxacin, with no inhibition zones
formed. Furthermore, the NRI analysis showed that the distribution of
the 89 F. orientalis isolates was unimodal for all antimicrobials tested
(Figs. 3 and 4).

4. Discussion

To make the disk diffusion test feasible for Francisella orientalis iso-
lates, its methodology was standardized. MHAM culture medium proved
to be inefficient and had limitations in performing the test, mainly due to
slow bacterial growth (only after 72 h PI). This suggests that the use of
this medium in the assay would result in less accurate data because of
the long incubation time and the formation of overestimated inhibition
zones (Miranda et al., 2016; Smith and Kronvall, 2014; Smith et al.,
2018).

The CHAH medium was herein found to be more suitable for con-
ducting diffusion disk tests for Francisella orientalis, as it allowed for
better growth of the samples and clear visualization of the inhibition
zones. When the method was standardized, this medium showed less
variability in the results between replicates. This culture medium had
already been used in previous studies to evaluate F. orientalis suscepti-
bility, which confirms its viability (Ramirez-Paredes et al., 2017; Soto
et al., 2012).

There are still no guidelines for testing and interpreting the results
for emerging pathogens such as Francisella orientalis. Nonetheless, the
CLSI recommends testing QC reference samples to ensure that the re-
ported results accurately reflect the test’s performance. In this study,
two aquatic QC reference strains, E. coli ATCC® 25,922 and
A. salmonicida subsp. salmonicida ATCC® 33,658, which are in the CLSI-

Table 3
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VETO03 manual, were chosen based on their susceptibility profiles (CLSI,
2020; Miller et al., 2003). The data obtained with CHAH for these two
strains were quantitatively comparable to that obtained with the refer-
ence medium MHA and were within the acceptable ranges established
by CLSI (CLSI, 2020). These reference strains can thus be used as quality
control in F. orientalis disk diffusion assays using CHAH, and should be
considered for the standardized protocol.

Nonetheless, the CHAH medium was limited in assessing the sus-
ceptibility of Francisella orientalis isolates to the combination of sulfa and
trimethoprim. The mechanism of action of these antimicrobial agents is
based on the inhibition of folic acid metabolism in bacteria. They act at
various stages in the synthesis of tetrahydrofolic acid, which in turn acts
as a coenzyme in the production of purine bases and thymidine (by the
enzyme thymidylate synthase), which are DNA components necessary
for cell growth. Microorganisms lacking thymidylate synthase can use
exogenous sources of thymine/thymidine in the production of pre-
cursors of bacterial genetic material, which allows them to grow. With
this, smaller or even no inhibition zones are formed, which leads to a
false resistance diagnosis (Levinson, 2016; Liillmann et al., 2016). CHAH
might contain alternative sources of thymine/thymidine, thus making it
impossible to assess the sensitivity of F. orientalis isolates to these drugs.
The existence of sulfa “resistant” F. orientalis isolates in association with
trimethoprim has been previously reported (Ramirez-Paredes et al.,
2017; Soto et al., 2012). These results could be related to the afore-
mentioned issue related to the use of CHAH rather than to an actual
existence of isolates resistant to these antimicrobials. Since the use of
MHAM was not adequate, further studies should be conducted to
investigate a more appropriate medium for assessing the susceptibility
of F. orientalis isolates to the antibiotic combination of sulfa and
trimethoprim.

In addition to the culture medium, the incubation period is an
essential information in AST for fastidious microorganisms (Smith and
Kronvall, 2015). Incubation time influenced the AST for fish and
mammalian pathogens, Vibrio spp. (Baron et al., 2017), and Salmonella
typhimurium (Laure et al., 2021). In the present study, a 48-h interval
was necessary to obtain more visually detectable inhibition zones for
accurate measurements. The measurements taken after 72 and 96 h PI
generated false-resistant results for ampicillin and amoxicillin, which as
mentioned above, may suggest the effect of prolonged incubation pe-
riods on the data obtained. Moreover, this could justify the results of the
“resistant” isolates in Ramirez-Paredes et al. (2017), in which the inhi-
bition zones occurred after 72 h. Further studies are needed to confirm
this hypothesis.

The disk diffusion test on the 89 Francisella orientalis isolates allowed
determining the ECVs based on the NRI methodology for the eight
antimicrobial agents tested. As a result, 89 WT isolates were identified
for florfenicol, oxytetracycline, erythromycin, and doxycycline and 86
WT isolates (96.6%) for amoxicillin, ampicillin, enrofloxacin, and nor-
floxacin. Three F. orientalis isolates (3.4%) were NWT for amoxicillin,
ampicillin, enrofloxacin, and norfloxacin. These three isolates

Cutoff values (COwt) of the eight antimicrobial agents for Francisella orientalis, variation of inhibition zones, average and standard deviation (SD), and classification of

isolates.

Isolates F. orientalis

WT NWT Total

Antimicrobials Variance (mm) Average + SD COwt (mm) n % n % N %

Florfenicol 22-31 26.22 + 2.37 Cowt >17 89 100 - - 89 100
Erythromycin 20-26 2297 +1.89 COowt >19 89 100 - - 89 100
Oxytetracycline 30-36 32.60 + 1.89 COwt >26 89 100 - - 89 100
Doxycycline 24-31 27.20 + 2.14 COwt >20 89 100 - - 89 100
Ampicillin 21-29 24.33 + 2.16 COwt >16 86 96.7 3 3.3 89 100
Amoxicillin 20-27 26.13 + 2.09 COowt >16 86 96.7 3 3.3 89 100
Enrofloxacin 33-40 39.79 + 2.08 COwt >34 86 96.7 3 3.3 89 100
Norfloxacin 32-40 36.73 + 2.34 COwt >32 86 96.7 3 3.3 89 100
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Fig. 3. Distribution of inhibition zones of the antimicrobial agents florfenicol, erythromycin, oxytetracycline, and doxycycline for the 89 Francisella orientalis isolates.
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Fig. 4. Distribution of the inhibition zones of the antimicrobial agents ampicillin, amoxicillin, enrofloxacin, and norfloxacin for the 89 Francisella orientalis isolates.

originated from different fish, but all from the same outbreak in a spe-
cific farm with a long history of prophylactic and therapeutic use of
antibiotics, including enrofloxacin and norfloxacin. These results prove
that the continuous use of antimicrobials not approved in the country
influences the susceptibility profile of F. orientalis, reinforcing the
importance of this study. Furthermore, the data obtained from our NRI
analysis can be used to generate ECVs. However, as they were generated
by a single laboratory, they should be considered as a local COwt value
for F. orientalis.

Our results are in line with those of Soto et al. (2012) for FLO using
CHAH to test the antimicrobial susceptibility of Francisella orientalis
(syn. F. asiatica) isolated from fish. With respect to enrofloxacin and
erythromyecin, the inhibition zones reported by these authors were
slightly (5 mm) larger. However, these differences are within the range
expected for inter-laboratory variations. In addition, Soto et al. (2012)
also reported high MIC values for ampicilin and amoxicillin, which
agrees with our results for the three NWT isolates. In contrast, inhibition
zones with an average of 24.3 mm were observed for ampicillin in 86 WT
isolates in our study, while Soto et al. (2012) found no inhibition zones.
These differences remain unexplored and unexplained and require
further investigation, as the same culture medium and incubation period
were used.

This is the first report of Francisella orientalis isolates resistant (NWT)
to enrofloxacin, norfloxacin, and amoxicillin. Resistance to “p-lactam”
ampicillin has been previously reported for Francisella spp., including
F. orientalis and F. tularensis (Caspar and Maurin, 2017; Soto et al.,
2012). While there are few studies on F. orientalis resistance to antibi-
otics, there are many studies on F. tularensis (Caspar and Maurin, 2017;
Kassinger and Hoek, 2021). F. tularensis is reported to be intrinsically
resistant to many classes of antibiotics (Biswas et al., 2008; Caspar and
Maurin, 2017) and also can acquire antibiotic resistance (Caspar and
Maurin, 2017; Kassinger and Hoek, 2021). In contrast to our results,
F. tularensis remains sensitive to fluoroquinolones, which exhibit
bactericidal activity against the intracellular stage of the pathogen and
also appear to reduce relapse rates in animal models (Caspar and

Maurin, 2017).

Antimicrobial resistance mechanisms are associated with point mu-
tations resulting from selective pressure due to the presence of a drug or
acquisition of genetically mobile elements (plasmids, transposons,
integrons, cassette genes, and insertion sequences) that usually confer
resistance to more than one class of antimicrobial agents (Aldred et al.,
2014; Bush, 2018; King et al., 2017; Smith, 2008). Resistance to f-lac-
tams occurs mainly because of the degradation of the p-lactam ring by
the action of the enzyme f-lactamase (Bush, 2018; Bush and Bradford,
2016; King et al., 2017). This can be intrinsic, as in Aeromonas species
(Ghatak et al., 2016), or acquired, as in Edwardsiella ictaluri (Welch and
Evenhuis, 2009); through target modifications (reduced affinity of
penicillin-binding proteins) (King et al., 2017; Zeng and Lin, 2013), and
through the control of drug entry and exit by efflux pumps (King et al.,
2017; Zeng and Lin, 2013), which can confer resistance to multiple
drugs, as in A. salmonicida (Valdes et al., 2015) and Piscirickettsia sal-
monis (Cartes et al., 2017). Resistance to fluoroquinolones results from
mutations in the genes belonging to the region determining quinolone
resistance, gyrA and gyrB (Aldred et al., 2014; Blondeau, 2004; Correia
et al., 2017; Redgrave et al, 2014; Rice, 2012)—described for
A. salmonicida (Miller and Harbottle, 2018), Yersinia ruckeri (Huang
et al., 2014), Aeromonas hydrophila (Bello-Lopez et al., 2019; Lukkana
et al., 2012), P. salmonis (Henriquez et al., 2015), and Flavobacterium
psychrophilum (Izumi et al., 2007)—as well as from the acquisition of
QNR complex genes (qnrA, gnrB, qnrS), in which the encoded proteins
reduce target enzymes in the chromosome—the most common mecha-
nism among fish pathogens reported for A. salmonicida (Kim et al., 2011;
Valdes et al.,, 2015), P. salmonis (Buschmann et al., 2012), and
A. hydrophila (Bello-Lopez et al., 2019). In addition, the genes encoding
proteins that form efflux pumps (gepAl, qepA2, and ogqxAB) were
discovered in A. hydrophila (Bello-Lopez et al., 2019), as were the pro-
teins aac (6')-Ib-cr (Aldred et al., 2014; Hooper and Jacoby, 2015;
Redgrave et al., 2014), which had not yet been described in aquatic
organisms. However, further studies are required to elucidate the
resistance mechanism of Francisella orientalis.
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This study is the first report of Francisella orientalis isolates resistant
to amoxicillin and fluoroquinolones. This shows that Brazil is already
suffering the effects of inadvertently using not only licensed drugs, but
also off-label drugs, as no drug of the aforementioned classes is legally
used in fish farming in the country.

5. Conclusion

Our study provides valuable information for performing Francisella
orientalis antibiotic susceptibility testing, such as the most appropriate
medium for performing diffusion disk testing (CHAH) and the preferred
incubation period (48 h), mainly for p-lactam antibiotics. The latter may
be considered by CLSI in the future as an alternative for inclusion in a
reference protocol for F. orientalis. ECVs for the F. orientalis isolates were
determined for the first time for eight antibiotics. Finally, we first
describe the occurrence of F. orientalis strains resistant to amoxicillin,
enrofloxacin, and norfloxacin isolated from Nile tilapia, which is an
important new issue for tilapia farming in this country.
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