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RESUMO

Com o objetivo de se verificar a diversidade de espécies de Aeromonas moveis e seu perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
em pisciculturas comerciais, foram selecionadas oito tilapiculturas localizadas na regido do Alto Rio Grande, Minas Gerais. De cada
propriedade foram coletadas trés amostras de peixes em estadio de pré-abate (vivos e saudaveis), uma amostra de agua do tanque e
uma amostra da gua de abastecimento do sistema. De cada peixe foram coletadas amostras de lavado superficia e do parénquima
renal. Diluicdes seriadas adequadas de cada amostra foram plaqueadas em TSA-ampicilina (10 mg/l) e as amostras de rim em Agar
Sangue de cavalo a5%. A partir de col6nias isoladas positivas para o teste da oxidase foram realizados testes para identificacéo do
género (testes presuntivos) e das espécies de Aeromonas (testes bioquimicos). O perfil de antibiograma foi obtido pelo teste de
difusfo de discos de antibidticos em Agar Mueller Hinton. Foram obtidos 75 isolados diferenciados em nove espécies de Aeromonas:
A. jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila, A. veronii bt veronii, A. schubertii, A. media, além de
amostras classificadas como Aeromonas atipicas. Do total isolado, oito amostras foram provenientes da superficie corporea de
peixes, 14 da &gua de abastecimento e 53 da &gua do tanque. N&o houve isolamento a partir dos espécimes de parénquimarenal. Em
relagdo ao perfil de resisténcia, 93% dos isolados foram resistentes a eritromicinag, 36% a tetraciclina, 13% ao &c. nalidixico, 9% a
gentamicina, 8% a nitrofurantoina, 8% a canamicina, 5% a norfloxacina, 4% ao cloranfenicol e 3% as sulfonamidas. Dentre os isolados
analisados, 43% apresentaram indice de multiplaresisténcia a antimicrobianos (MAR) igual ou superior a 22%, ou sgja, resisténciaa
dois ou mais drogas das nove testadas. Os dados apontam para um risco iminente, tanto pelo isolamento de amostras potencia mente
patogénicas a seres humanos quanto pelo perfil de multirresisténcia dos isolados.

Termos par a indexagédo: Aeromonas sp., resisténcia a antimicrobianos, tilapia.

ABSTRACT

This experiment was done with the objective to verify the diversity of motile Aeromonas species and their antibiotic
susceptibility profiles. A total of eight commercial producers of tilapialocated in the Alto Rio Grande region of Minas Gerais state
were selected for this experiment. The collected samples were three fish, one sample of pond water and one sample of water used
in filling the pond. Suitable dilutions of the washed surface of the fish and water samples were scattered in TSA supplemented
with ampicilin (10mg/l). Kidney samples were streaked in Horse Blood Agar. Isolated colonies oxidase positive, were submitted
of tests for identification of the species of Aeromonas (presumptive and biochemical tests). The antibiogram profile of the isolated
samples was obtained through a diffusion test of antibiotic disksin Mueller Hinton Agar. Were obtained 75 different isolatesin
nine species of Aeromonas: A. jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila, A. veronii bv veronii, A.
schubertii, A. media, and samples classified like atypical Aeromonas. Of the total isolations, eight samples were taken from the
corporal surface of the fish, 14 from the water source and 53 from the pond water. There was no isolation of the renal tissue. In
relation to the resistance profile, 93% of the isolated samples were resistant to erythromycin, 36% to tetracycline, 13% to
nalidixic acid, 9% to gentamicin, 8% to nitrofurantoin, 8% to kanamycin, 5% to norfloxacin, 4% to chloramphenicol and 3% to
sulfonamides. Among the isolated samples analyzed, 42,66% presented a MAR index (Multiple Antibiotic Resistance Index)
equal to or superior to 22,2%. It was concluded that the isolation of potentially pathogenic bacterial species, with multiresistant
antibiotic traits may be arisk to human food chain.

Index terms: Aeromonas sp., antimicrobial resistance, tilapia.
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INTRODUCAO

A piscicultura brasileira vem apresentando grande
intensificacdo da produc@o nos dltimos anos, tendo na
til&pia nilética (Oreochromis niloticus, Linaeus, 1766) uma
das principais espécies cultivadas. Esta intensificacdo
pode contribuir para o surgimento de doencas, devido a
elevada densidade populacional, alta taxa de matéria
organica e baixos niveis de oxigénio dissolvido.

Levando em consideracdo o aumento do risco de
surgimento de doencgas em pisciculturas intensivas, as
bactérias do género Aeromonas tém assumido, nos Ultimos
anos, umamaior importancia nos diagnosticos de doencas
de peixes, muitas vezes aparecendo como agente primario
causador de lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica
em peixes de dgua doce (GHENGHESH et al., 2001; SAHA
& PAL, 2002; SOUZA & SILVA-SOUZA, 2001), acarretando
perdas na producdo e na qualidade do pescado (RADU et
al., 2003; VIVEKANADHAN et al., 2002).

Algumas espécies de Aeromonas tém sido
associadas a doencas em seres humanos, sendo
classificadas pelaOM S (2003) como patégenos veiculados
pela agua e por alimentos contaminados, de interesse
emergente a salide publica (HEUZENROEDER et al., 1999;
MARTINS et al., 2002; MERINO et al., 1995). | solamentos
de Aeromonas foram realizados a partir de varios alimentos,
como por exemplo, leite e derivados, carcacas de frangos,
vegetais e pescado (BANHART & PANCORBO, 1992;
FREITASet a., 1993; GONZALEZ et d., 2001; GRAN et dl.,
2003; MCMAHON & WILSON, 2001; PETTIBONE €t dl.,
1996; RADU et al., 2003; SAAD et a., 1995; SOUZA &
SILVA-SOUZA, 2001; SUGITA et al., 1995;
VIVEKANADHAN et al., 2002).

Outro aspecto importante relacionado a
intensificagdo dos sistemas de criagdo de peixes é 0 uso
crescente de antimicrobianos na profilaxia e no tratamento
de doencas, o0 que tem gerado um aumento global da
resisténcia bacteriana a multiplas drogas, inclusive entre
as espécies de Aeromonas (CHAUDHURY et d., 1996). A
associacado da mdultipla resisténcia a diferentes
antimicrobianos com a transferéncia horizontal potencial
de genes de resisténcia entre bactérias fil ogeneticamente
préximas ou ndo, é outra realidade preocupante (RHODES
et a., 2000; SCHMIDT et d., 2001).

SupBe-se que a distribuicdo das espécies de
Aeromonas em pisciculturas brasileiras e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos desses isolados sejam
desconhecidos. Portanto, com este trabalho, buscou-se
verificar a diversidade de espécies de Aeromonas em
diferentes tilapiculturas localizadas na regido do Alto Rio

Grande, Minas Gerais, Brasi| e caracterizar os isolados
guanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana.

MATERIAL E METODOS

a) Selecdo das propriedades. foram amostradas oito
pisciculturas com cultivo de tildpias do Nilo (Oreochromis
niloticus), localizadas na regi&o do Alto Rio Grande, Minas
Gerais. As propriedades foram nomeadasem A, B, C, D, F,
G eH. Todas as oito propriedades estudadas adotavam o
sistema de recria e engorda em tanques de terra e
apresentavam condigdes similares de manejo, utilizando
racdo comercial e a compra de alevinos de empresas
multiplicadoras localizadas no Estado de Minas Gerais (com
excecdo da propriedade C, que produzia seus proprios
alevinos). Como pré-requisito para a coleta, nenhuma das
propriedades apresentava problemas relacionados a
doencas infecciosas. Nenhuma das propriedades informou
0 uso do controle de qualidade da agua (pH, oxigénio
dissolvido e temperatura). Em todas as propriedades a &gua
de abastecimento do sistema é proveniente de nascentes.

b) Coleta das amostras. de cada unidade produtora,
um tanque de terra foi selecionado, de onde foram
amostradas a agua do tanque, do canal de abastecimento
e peixes em estédio de pré-abate.

c) | solamento a partir das amostras de agua: as
amostras foram coletadas em frascos estérels, na porgéo
de 500 mL cada, e transportadas ao laboratério a 4°C em
caixas de isopor com gelo. O isolamento de Aeromonasfoi
feito mediante dilui¢des seriadas (o in6culo é diluido a
décima poténcia varias vezes, visando diminuir a
guantidade de bactérias por mililitro para facilitar o
isolamento) da agua do tangque e de abastecimento. As
diluicbes consideradas adequadas em pré-experimento (as
guais geraram de 30 a 300 colénias por placas) foram
plaqueadas em Agar Soja Tripticaseina (TSA, Biolife, Itélia)
suplementado com ampicilina (Sigma) na concentracéo de
10 mg/l. A incubagéo foi a30°C por 24 horas. Das placas
com crescimento de 30 a 300 colénias, 10 colénias com
morfotipos diferentes e positivas para o teste da oxidase
foram submetidas aos testes presuntivos para 0 género
Aeromonas. Para validacdo da metodologia de
identificaclo foi testada a amostra de referénciaAeromonas
hydrophila ATCC 7966.

d) Isolamento a partir das amostrasdetilépias:
foram coletadas trés tilapias em cada propriedade,
transportadas vivas para o laboratério em caixas de isopor
contendo agua do préprio tanque de cultivo. Apés o
sacrificio dos animais (dessensibilizagdo por hipotermia),
foi realizada alavagem da superficie corporea (HARRIGAN,
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1998), em sacos plasticos estéreis contendo agua
peptonada estéril. Apos a diluicdo seriada dos lavados
superficiais, aliquotas das diluigdes foram semeadas em
placas de Petri contendo TSA-Amp e incubadas a 30°C
por 24 horas. Das placas com crescimento de 30 a 300
colénias, 10 col6nias com morfotipos diferentes e positivas
para o teste da oxidase foram submetidas aos testes
presuntivos para o género Aeromonas. A obtencéo
asséptica de amostras de rim de cada peixe foi procedida
seguindo as recomendagfes do OIE (2003). Apos a
amostragem da superficie corpérea, as escamas foram
removidas mecanicamente, fez-se desinfeccdo do
tegumento com alcool iodado. Foi realizada, entéo, uma
incisdo na porcao dorsal média das tilapias e coletou-se 0
parénquimarenal por “swab” estéril. O material coletado
foi semeado em placas contendo Agar Sangue de cavalo a
5% e aincubacdo foi realizada a 30°C, por 24 horas. Todas
as coldnias isoladas foram submetidas aos testes
presuntivos para 0 género Aeromonas.

€) I dentificacéo presuntiva do género: com todos
os isolados considerados positivos para o teste da oxidase
foram realizados os testes de coloracdo de Gram,
morfologia, catalase e fermentacdo da dextrina, testes estes
gue identificam presuntivamente o género.

f) lIdentificacdo bioquimica das espécies. os
i solados considerados cocobastonetes Gram negativos,
catalase positivos e fermentadores de dextrina foram
entdo submetidos aos testes de fermentacéo de glicose,
sacarose, manitol, salicina, trealose e arabinose, hidrélise
de esculina, produgdo de acetoina e utilizagdo dos
aminoacidos lisina, argininae ornitina (BERGEY’S...,
1994; JANDA & ABBOTT, 1998). Os isolados que
apresentaram variacdo em pelo menos trés testes de
identificacdo da espécie foram considerados Aeromonas
atipicas, conforme classificagdo adotada por Freitas et
al. (1993).

g) Determinacéo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos: foi utilizado o método de difusdo de
discos de antimicrobianos (método de Bauer-Kirby) em
Agar Mueller-Hinton (Merck, USA) (NCCLS, 1990). Foram
testados os antimicrobianos. gentamicina 10 ig, tetraciclina
301g, eritromicina 15 ig, sulfonamidas 300 ig, acido nalidixico
301ig, cloranfenicol 30 ig, nitrofurantoina 300 ig, canamicina
30ig e norfloxacina 10 ig (Cecon, Brasil). Paravalidaggo da
metodol ogia foram testadas as amostras de referéncia
Saphylococcus aureus ATCC 25923 e Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

h) Deter minagdo do indice de maltiplaresisténcia
a antimicrobianos (indice MAR): foi calculado como o

ndmero de antimicrobianos ao qual determinado isolado
foi resistente sobre o nimero total testado (nove, nesse
caso), multiplicando-se o valor final por 100 para obtencéo
dos resultados em percentuais (KRUMPERMAN, 1983).

RESULTADOSE DISCUSSAO

De todas as propriedades coletadas houve
isolamento de pelo menos duas espécies de Aeromonas
(Tabela 1). Foram feitos 75 isolamentos diferenciados em
nove espécies moveis. Aeromonas jandaei (26,67%), A.
hydrophila (25,33%), A. atipica (18,67%), A. trota
(10,67%), A. caviae (6,67%), A. sobria (4%), A.
eucrenophila (2,67%), A veronii bt veronii (2,67%) e A.
schubertii (1,33%), além de uma espécie ndo-movel: A.
media (1,33%).

Do tota isolado, 14 (19%) foram provenientes da
agua de abastecimento (oito identificados como A.
hydrophila, quatro como A. atipica, umacomo A. jandaei
e uma como A. eucrenophila); 53 (70%) advindos da
agua do tanque (dezesseis identificados como A. jandaei,
onze como A. hydrophila, dez como A. atipica, cinco
como A. trota, cinco como A. caviae, dois como A. veronii
bt veronii, e um isolado de cada espécie: A.
eucrenophila, A. media, A. sobria e A. schubertii) e 8
(11%) oriundos da superficie corpdrea de peixes (A. trota,
trésisolados; A. jandaei, trésisolados e A. sobria, dois
isolados). Ndo houve isolamento a partir do parénguima
renal.

A ampladistribuicdo de diferentes espécies entre
as propriedades estudadas é relevante devido ao fato de
gue foram encontradas espécies potencialmente
patogénicas aos peixes (A. hydrophila, A.sobria,
A.veronii, A. caviae, A. schubertii), 0 que, perante os
manejos inadequados das pisciculturas (densidade
populacional em desacordo com a maxima permitida,
manipulacdo exagerada dos animais, alimentacéo
inadequada, etc) gera o risco de surgimento de doencas.
Foram isoladas também espécies potencialmente
patogénicas a seres humanos (A. hydrophila, A.sobria,
A. caviae, A. veronii bt veronii, A. schubertii, e A.
jandaei), implicando em risco ao consumidor. |solados
nao-patogénicos também foram identificados (A. media,
A. trota e A. eucrenophila).

Chaudhury et al. (1996) e Ghenghesh et al. (2001),
também encontraram diversidade similar de espécies de
Aeromonas, a0 estudarem aguas de rios. Peladiversidade
de espécies de Aeromonas observada, é provavel que a
agua de abastecimento esteja funcionando como veiculo
de doengas para os plantéis.
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TABELA 1 — Quantidade de isolados de Aeromonas sp. obtidos a partir de amostras de peixes e de ambientes de
cultivo de Tilapias, relacionados as diferentes propriedades col etadas.

Propriedades
Espécies A B C D E F G H Total
A. jandael 2 2 3 3 1 3 3 3 20
A. hydrophila 6 0 1 0 3 1 4 4 19
A. atipica 1 0 1 0 2 2 4 4 14
A trota 2 1 1 0 0 3 1 0 8
A. caviae 0 0 0 0 0 5 0 0 5
A. sobria 0 0 2 0 1 0 0 0 3
A. eucrenophila 1 0 1 0 0 0 0 0 2
A veronii 0 0 0 1 1 0 0 0 2
A media 0 1 0 0 0 0 0 0 1
A. schubertii 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Total 12 4 9 4 8 14 12 12 75

Das amostras de &gua dos tanques de criagdo foram
obtidos ndo somente o maior percentual de isolamento,
como também a maior diversidade de espécies isoladas.
Das trés espécies isoladas da superficie corpérea dos
peixes, nenhuma € considerada patogénica entretanto,
Aeromonas sobria e A. jandaei possuem potencial
patogénico para seres humanos (OMS, 2003), o que
representa risco de contaminacdo do pescado e,
consequentemente, do consumidor. Aeromonas
hydrophila é a espécie mais associada a infecgBes em
organismos aquéticos e a sua baixa freqiiéncia de
isolamento da superficie corpérea dos peixes analisados
pode ser devida ao histérico de auséncia de doengas nos
plantés.

Em relag8o ao perfil de resisténeia, 70 isolados do
total obtido foram resistentes a eritromicina, 27 isolados a
tetraciclina, dez isolados ao &cido nalidixico, sete isolados
agentamicina, seisisolados a nitrofurantoina, seis isolados
acanamicina, quatro isolados a norfloxacina, trés isolados
ao cloranfenicol e dois isolados as sulfonamidas.

A elevada freqliéncia de resisténcia para
eritromicina esta de acordo com estudos de Chaudhury et
al. (1996), Pettibone et a. (1996), Radu et al. (2003) e Saha
& Pal (2002). Quanto aresisténcia atetraciclina, gentamicina
e canamicina, outros trabalhos (GHENGHESH et al., 2001;
SON et d., 1997; VIVEKANANDHAN et d., 2002) relatam
frequiéncias de resisténcia superiores as descritas para 0s
isolados analisados. Os dados de resisténcia ao

cloranfenicol, a nitrofurantoina e as sulfonamidas séo
extremamente varidveis dentro do género, ndo havendo
parémetro a ser considerado.

A resisténcia as quinolonas, como o acido nalidixico
e anorfloxacina, é considerada cromossdmica e ndo devido
a elementos genéticos méveis, advinda da pressdo de
selecdo de isolados resistentes frente as drogas (GONI-
URRIZA et al., 2000) ou ainda a multiplicacdo de clones
resistentes (KLUGMAN, 2003). Portanto, a resisténcia
encontrada em isolados obtidos da superficie corpérea
dos peixes e da dgua do tanque pode ter sido proveniente
dos alevinos ou daracao, ja que ndo foi relatado o uso de
antimicrobianos nas propriedades estudadas.

Dos 75 isolados, 32 (42,66%) apresentaram indice
MAR igual ou superior a22,2%, ou sgja, resisténciaa 2 ou
mais drogas das 9 testadas, sendo que foram obtidos 16
isolados com indice MAR de 22,2%, seis isolados com
33,3%, cinco isolados com 44,4%, trés isolados com 55,5%,
um isolado com 66,6% e outro com 77,7%.

Os resultados dos indices MAR para cada espécie
isolada (Tabela 2) demonstram indices médios superiores
a 20%, ou sgja, resisténcia a, no minimo, dois dos nove
antimicrobianos testados, para amostras de Aeromonas
caviae eA. trota. A presenca de tais acromonas potencializa
o risco de difusdo de genes de resisténcia entre as
popul agBes bacterianas de ambientes aquéticos, quer sgja
sob a forma de plasmideos, quanto por transposons
(KRUMPERMAN, 1983; SCHMIDT et al., 2000).
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TABELA 2 - indices médios de mdiltipla resisténcia a antimicrobianos de Aeromonas isol adas de peixes e de ambientes

de cultivo de Tilapia.

Espécies | soladas Total delsolados Total de Resistentes* (mg/ldgi 9
Aeromonas caviae 5 39,9%+ 0
A. trota 8 7 39,2% = 21
A. hydrophila 19 19 18,3% + 13
A. jandaei 20 18 175%+ 11,6
A. eucrenophila 2 2 16,6% + 7,8
A. sobria 3 3 16,6% + 7,8
A. media 1 1 11,1%+0
A. veronii 2 2 11,1%+0
A. schubertii 1 1 11,1%+0
A. atipicas 14 12 -

Total 75 70

* ndmero de isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano, dentro da espécie.

Quando se observa o indice MAR de cada amostra
individualmente, o risco de difusdo de genes de resisténcia
se torna mais caracterizado. Foram obtidos isolados com
indices MAR elevados, como um de Aeromonas trota, da
propriedade A, isolado a partir da superficie do peixe e que
apresentou indice MAR de 55,5%, além de um isolado deA.
jandael proveniente da agua do tanque da propriedade A,
que apresentou 77,7%. Na propriedade B, um isolado de A.
trota obtido da superficie de peixe apresentou indice de
66,6%. De todos 0s 75 isolados, apenas cinco apresentaram
indices MAR elevados (acima de 44,4%). Porém, entre estes
cinco isolados, dois foram obtidos a partir das amostras do
lavado superficia dastilapias. Este fato demonstra que esses
isolados multirresistentes, se veiculados aos consumidores
pelo pescado contaminado, podem estar transferindo genes
de resisténcia a microbiotaintestinal do mesmo.

CONCLUSOES

Foi demonstrado que é grande a diversidade de
espécies de Aeromonas em ambientes de piscicultura e
que diversos isolados apresentam-se resistentes a
antibi ticos, mesmo sem o uso de tais substancias para o
controle de doengas infecciosas.
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