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Resumo

Objetivando determinar o perfil de sensibilidade as drogas antimicrobianas de bactérias presentes em
carpas, foi utilizado o teste de sensibilidade de difusdo em disco Kirb Bauer modificado. Foram
avaliados 60 isolados bacterianos, analisados e encontrados 0s seguintes géneros: Staphylococcus
spp. (27), Streptococcus spp. (03), Aeromonas spp. (15), Proteus spp. (04), Acinetobacter spp. (05),
Pseudomonas spp. (01) e Enterobacteriaceae (05). O perfil de sensibilidade observado foi de:
amicacina (35%), amoxicilina (65%), apramicina (32%), ceftiofur (37%), doxicilina (32%),
enrofloxacina (15%), josamicina (75%), lincomicina (37%), nitrofurantoina (60%), acido nalidixico
(32%), novobiocina (82%), penicilina (70%) e sulfozotrim (40%). O indice de resisténcia multipla as
drogas antimicrobianas médio variou de 0,33 para Streptococcus spp até 0,71 para bactérias da familia
Enterobacteriaceae. Dessa forma, o maior perfil de resisténcia as drogas antimicrobianas testadas foi
observado para novobiocina, enquanto que o menor foi observado para a enrofloxacina. Os isolados
bacterianos obtidos de carpas apresentaram resisténcia maltipla as drogas testadas, sendo trés isolados
resistentes a todos os antimicrobianos testados.
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Abstract

The present work has the purpose to determine the susceptibility pattern to antimicrobial drugs of
bacteria isolates from carps, using Kirb Bauer modified disk diffusion test. We analyzed 60 bacterial
isolates from these groups: Staphylococcus spp. (27), Streptococcus spp. (03), Aeromonas spp. (15),
Proteus spp. (04), Acinetobacter spp. (05), Pseudomonas spp. (01) and Enterobacteriaceae (05). The
percentual of susceptibility was: amikacine (35%), amoxyciline (65%), apramycin (32%), ceftiofur
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(37%), doxycyline (32%), enrofloxacin (15%), josamycin (75%), lyncomicin (37%), nitrofurantoin
(60%), nalidixic acid (32%), novobiocin (82%), penicillin (70%) and trimethoprim: sulfamethoxazole
(40%). The multiple resistance ratios to antimicrobial drugs were from 0.33 to Streptococcus spp. to
0.71 Enterobacteriaceae bacteria. Thus, the highest resistance profile of the antimicrobial drugs
tested was observed for novobiocin, while the lowest was observed for enrofloxacin. Bacterial isolates
from carp showed multiple resistance to the drugs tested, with three isolates resistant to all tested
antimicrobials.
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Introducéo

A producdo mundial de peixes cultivados apresentou crescimento rapido nas Gltimas décadas®™). E
isso vem aumentando a ocorréncia de contaminac¢do microbiana, bem como a presenca de substancias
toxicas produzidas por patdgenos em produtos de origem animal, despertando a atencdo dos
profissionais de saude em funcdo do aumento de agentes etioldgicos de doencas alimentares. As
doencas microbianas de origem alimentar sdo transmitidas por ingestdo de alimentos e agua
contaminados por microrganismos patogénicos como bactérias, responsaveis pelas infeccdes e
intoxicagdes alimentares®.

Na piscicultura, diversos microrganismos ocasionam perdas na producdo do pescado, dentre eles as
bactérias do género Aeromonas. A intensa ocorréncia de Aeromonas hydrophila em lotes de truta
arco-iris causa alta letalidade. Estes patdgenos estdo presentes na microbiota da agua e de organismos
aquaticos, provocando enfermidades nestes animais, causando perdas econémicas consideraveis ao
produtor. Estes microrganismos sdo classificados como patdgenos entéricos, ou extraintestinais,
sendo responsaveis por quadros de meningites, endocardites, artrites, osteomielites, infec¢bes
cutaneas, agravados, sobretudo pela acdo de microcrustacea parasitas, sobretudo, a lérnia®. Com a
intensificacdo do cultivo de peixes, comecam a surgir os problemas relacionados ao estresse que, pela
reducdo na imunidade dos animais, possibilita um aumento na ocorréncia de doencas infecciosas,
tornando necessario 0 uso de antimicrobianos®.

Os antibioticos tém sido utilizados como promotores do crescimento, para profilaxia de infecgdes em
criatorios de peixes. Todavia, ttm seu emprego limitado, pois se utilizados de uma forma
indiscriminada e abusiva podem acarretar no desenvolvimento de uma microbiota resistente®®. A
contaminacgéo de fontes de agua com residuos de antibioticos pode ser responsavel por infeccGes de
dificil tratamento e constituir um risco a saude publica®. Outro efeito adverso esta associado a
bioacumulacdo destes farmacos, quando administrados durante periodos longos®®. O presente
trabalho tem como objetivos determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de isolados
bacterianos de carpas (Cyprinus carpio), cultivados em sistemas semi-intensivos.
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Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Microbiologia Geral da Universidade do Oeste de
Santa Catarina, na Cidade de Xanxeré, no Estado de Santa Catarina - SC.

Foram utilizados 60 géneros bacterianos, sendo que 30 foram de bactérias gram positivos: entre estes
27 isolados de Staphylococcus spp. e 3 de Streptococcus spp, foram utilizados também 30 isolados
de bactérias gram negativos: 15 isolados de Aeromonas spp., 4 Proteus spp., 5 de Acinetobacter spp,
1 Pseudomona spp, e 5 pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

As bactérias foram mantidas liofilizadas armazenadas na bacterioteca do laboratério até a realizagéo
dos testes.

Para verificar a viabilidade e pureza, estes foram semeados em Trypticase Soy Agar ou Triptona Soja
Agar (TSA), sendo posteriormente incubados em estufa a 27 °C por 48 horas.

Todos isolados considerados viaveis e puros foram submetidos ao teste de Kirby-Bauer, NCCLS
(1999), em que as col6nias foram retiradas de cultivo primario e em seguida repicadas em meio
liquido de caldo Mueller-Hinton com incubagdo a 27 °C até uma turvagao referente a escala 0,5 de
Mac Farland (1 x 108 Unidades Formadoras de Col6nia/ml). Com o auxilio de um swab estéril, a
cultura bacteriana foi uniformemente distribuida numa placa contendo o meio de cultura sélido
Mueller Hinton Agar. Logo ap6s, foram aplicados discos contendo antibi6ticos estéreis para
realizacdo do antibiograma (onde se observa a resisténcia ou sensibilidade de cada amostra ao
antibidtico especifico).

Posteriormente, as placas foram incubadas em estufa por 24 horas a 27 °C. Apos o periodo de
incubacdo, procedeu-se a leitura da sensibilidade medindo-se o diametro do halo de inibicéo.

As drogas antimicrobianas testadas foram: amicacina (30 pg), amoxilina (10 pg), apramicina (15 pg),
ceftiofur (30 pg), doxicilina (30 pg), enrofloxacina (5 pg), josamicina (30 pg), lincomicina (2 ug),
nitrofurantoina (300 pg), acido nalidixico (30 pg), novobiocina (30 ug), penicilina (10 ug) e
sulfozotrim (25 pg). O indice de resisténcia multipla aos antimicrobianos (IRMA) foi calculado
conforme metodologia descrita por Kruperman (1983), sendo este indice determinado pela relacdo
entre 0 numero de antimicrobianos que a amostra é resistente e 0 nimero total de antimicrobianos
testados.

N&o se fez necesséria submissdo ao Comité de Etica, pois os espécimes (Carpas) ja se encontravam
abatidos para comercializagéo.

Resultados e Discussao

O perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos testados, dentre os isolados avaliados, foi de: 35%
para amicacina, 65% para amoxicilina, 32% para apramicina, 37% para o ceftiofur, 32% para
doxicilina, 15% para enrofloxacina, 75% para josamicina, 37% para lincomicina, 60% para
nitrofurantoina, 32% para o acido nalidixico, 82% para novobiocina, 70% para penicilina e 40% para
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o sulfazotrim (Figura 1). Mostrando-se pelos presentes resultados que o maior nivel de resisténcia
das bactérias aos antibioticos estd representado pela novobiocina e o menor representado pela
enrofloxacina.

Neste estudo foram observados indices variados de resisténcia dos isolados obtidos de C. carpio
frente aos antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos (amoxicilina, doxicilina e ceftiofur). A
resisténcia de bactérias isoladas de peixes, em particular das Aeromonas spp aos beta-lactamicos, é
bastante comum®). Costa et al.*?) avaliaram a sensibilidade aos antimicrobianos de bactérias isoladas
de jundids, observando resisténcia de 95% dos isolados a penicilina. Vérias sdo as estratégias de
protecdo bacteriana aos beta-lactdmicos, entre estes a destruicdo deste grupo de farmacos pela
producdo de beta-lactamase, diminuicdo da capacidade de penetracdo do antibiotico, assim como
reducdo da afinidade do mesmo as PBP (Proteina ligada a penicilina)®?.

A resisténcia a josamicina, droga pertencente ao grupo dos macrolideos foi de 75%. Entretanto,
estudos prévios demonstraram a pouca eficiéncia deste grupo de farmacos antimicrobianos frente aos
patdgenos em aquicultura, particularmente sobre os gram negativos, que possuem resisténcia
intrinseca®. Conforme Martinez®®, este farmaco apresenta uso no tratamento da infeccdo por
Streptococcus spp em peixes.

Os aminoglicosideos podem ser utilizados sozinhos ou em combinagdo com beta-lactamicos para
tratamento de infec¢bes em aquicultura, embora a nefrotoxicidade destes antimicrobianos para peixes
n&o seja bem esclarecida®. Em nosso estudo, os microrganismos apresentaram baixo percentual de
resisténcia a apramicina. Os mesmos resultados foram obtidos quando a gentamicina foi a droga de
estudo (>13).

Conforme Pigarro e Santos™, o sulfazotrim é uma droga de bom potencial de uso na aquicultura,
especialmente para o tratamento da furunculose®™. Contudo, esta droga apresentou percentual de
resisténcia de 40% no presente estudo, menor do que observados pelos ultimos autores. Costa et al.?
e Silapajarn e Boyd® descreveram grande resisténcia ao sulfazotrim em isolados obtidos de peixes.

As quinolonas sdo drogas de escolha em medicina veterinaria para o tratamento de infeccBes
bacterianas em peixes. Estudos tém demonstrado a resisténcia crescente dos microrganismos a estas
drogas®). Mutacdes na enzima DNA girase dos microrganismos estdo associadas a reducio da
atividade antimicrobiana®. O menor percentual de resisténcia observado foi para enrofloxacina.
Segundo Smith e Hine™, esta droga pode ser utilizada em salmonideos e peixes ornamentais para
tratamento de infec¢fes ocasionadas tanto por patdégenos gram positivos como gram negativos. A
resisténcia ao acido nalidixico encontrado no presente estudo foi a mesma descrita em estudos
prévios*??. Contudo, foi maior do que a reportada por Akinboale et al.®),

A resisténcia maultipla as drogas antimicrobianas tem sido descrita em bactérias de potencial
patogénico para peixes®'®1%. No presente estudo o indice de resisténcia mdaltipla as drogas
antimicrobianas (IRMA) variou de 0,33 para Streptococcus spp. até 0,71 para bactérias da familia
Enterobacteriaceae (Tabela 1). Apenas um isolado de Aeromonas spp. foi sensivel a todos 0s
antimicrobianos testados, enquanto que trés isolados (Enterobacteriaceae, Proteus spp. e
Staphylococcus spp.) apresentaram 100% de resisténcia. Costa et al.*? observaram a resisténcia
simultanea até seis drogas em trés isolados obtidos de jundias.

A resisténcia maltipla tem sido uma grande preocupacdo pelo fato dos antimicrobianos serem
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amplamente utilizados para prevenir ou tratar infecgdes microbianas nos animais e no homem e sao
utilizados para acelerar o crescimento e desempenho dos animais, inclusive na aquicultura®®. O uso
abusivo destas drogas esta associado a diversos problemas, como o acimulo de residuos ilegais na
carne e a proliferacdo de bactérias resistentes para 0 meio ambiente, animais e o préprio homem,
representando um risco potencial a sadde publica®.

PERFIL DE RESISTENCIA AOS
AGENTES ANTIMICROBIANOS
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Figura 1. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de bactérias isoladas de carpas
(Cyprinus carpio), onde: AMI- amicacina; AMO- amoxicilina; APR- apramicina; CTF-
ceftiofur ; DOX -doxicilina; ENO —enrofloxacina; JOS —josamicina; LIN —lincomicina;
NIT —nitrofurantoina; NAL -dcido nalidixico; NOV —novobiocina; PEN —penicilina;
SUT -sulfazotrim.

Com o crescente aumento das atividades de aquicultura, os cuidados na ado¢édo de terapia com drogas
antimicrobianas devem ser aumentados, pois pesquisas como de Martinez®®, que mostraram um
aumento significativo na resisténcia aos antibioticos de bactérias isoladas de rios, tanques nédo tratados
e tanques tratados com estes farmacos. Isso reflete em alteracdes significativas sobre populacdes de
outros organismos aquaticos, sobretudo, algas, alterando desta forma o equilibrio ecoldgico®”. Logo,
alternativas buscando a antibioticoterapia planejada, a ado¢do de medidas de manejo sanitario
consciente e 0 uso de probidticos sdo muito importantes para reduzir 0s riscos aos seres humanos e
ao meio ambiente sem prejudicar, financeiramente a producéo aquicola®*®),
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Tabela 1. Indice de resisténcia miltipla aos antimicrobianos (IRMA) de bactérias isoladas de carpas (Cyprinus
carpio)

IRMA Nimero de isolades ~ Minimo Maximo Meédio
Enterobacteriaceae 05 0.46 1.00 0,71
Aeoromonas spp. 15 0,00 0,92 0,40
Staphylococcus spp. 27 0.08 1.00 0,42
Strepiococus spp. 03 0,15 0.54 0.33
FProteus spp. 04 0.15 1.00 0,67
Acinetobacter spp. 035 0,31 0,92 0,69
Pseudomonas spp. 01 0.69 0.69 0,69
Conclusoes

O maior perfil de resisténcia as drogas antimicrobianas testadas foi observado para novobiocina, enquanto que
0 menor foi observado para a enrofloxacina. Os isolados bacterianos obtidos de carpas apresentaram resisténcia
multipla as drogas testadas, sendo trés isolados resistentes a todos 0s antimicrobianos testados.
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