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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho determinar a concentraggo inibitéria minima (MIC) de oxitetraciclina paraisolados de Aeromonas
hydrophila obtidos de pescado, agua de cultivo de peixes e casos de septicemia hemorragica em peixes. Foi determinado MIC de 100
isolados de A. hydrophila, oriundos de 12 pisciculturas localizadas nos Estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul,
utilizando a técnica de macrodilui¢do em caldo. Os resultados demonstraram que 14 isolados apresentaram MIC>100 pg/mL (resistentes)
e 86 apresentaram M1C<12,5 pg/mL (sensiveis). Nao houve diferenca entre os isolados de pescado, caso clinico e agua de cultivo.
Conclui-se que a variagdo demonstrada pode representar um risco de seleco de linhagens bacterianas resistentes em ambientes
aquéticos devido ao uso de oxitetraciclina.

Termos par a indexagdo: Aeromonas hydrophila, oxitetracicling, resisténcia a antibiéticos, MIC, Brasil.

ABSTRACT

The aim of this paper was to determine the minimal inhibitory concentration (MIC) to oxitetracycline in Aeromonas
hydrophila strains isolated from marketed fish, pond water of piscicultures and fish suffering hemorrhagic septicemia. These strains
were obtained from 12 different piscicultures from Minas Gerais, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul states. It was determined the
MIC to 100 strains, using the broth macrodilution method, and the results showed that 86 strains shown value of MI1C<12,5ug/mL
(classified as susceptible) and 14 strains presented M1C >100ug/mL (classified as resistant). No differences were observed among
strains isolated from marketed fish, pond water and disease outbreaks. | was concluded that the variation detected may represent a

risk of selection of resistant bacterial strainsin aquatic environments under use of oxitetracycline.

Index terms: Aeromonas hydrophila, oxitetracycline, antibiotic resistance, MIC, Brazil.

(Recebido para publicagdo em 2 de junho de 2005 e aprovado em 23 de janeiro de 2006)

INTRODUCAO

Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram
negativa, ubiqua em ambientes agquaticos que causa
septicemia hemorrégica em peixes de agua doce e,
ocasionalmente, marinhos (MERINO et al., 1995; KIROV
et al., 2002; WHO, 2004). Em seres humanos, podem
causar diarréias, septicemia, inflamacédo do tecido
conjuntivo e sindrome hemolitica urémica, especiamente
em individuos imunossuprimidos (JANDA & ABBOTT,
1998). Os seres humanos adquirem A. hydrophila por
meio de &gua ou alimentos contaminados. No Brasil,
grande parte do pescado produzido € comercializado in
natura apoés abate artesanal sem um processamento
adequado. Em muitos casos, a freqiiéncia de inspecdo
sanitaria nesses alimentos é baixa (ROUBACH et al.,
2003). Este fato eleva o risco de veiculagdo de bactérias
patogénicas ou comensais portadoras de genes de

resisténcia aos seres humanos. A. hydrophila pode ser
veiculador de genes de resisténcia a antibiéticos para
bactérias patogénicas ou nao patogénicas a seres
humanos e peixes.

No Brasil, 0 uso de oxitetraciclina em pisciculturas
€ amplo, sendo utilizado em tratamentos de infeccBes
bacterianas, profilaxia ou adicionado a ragdo como
promotores de crescimento. Apesar da ampla utilizac&o,
ndo h& regulamentacédo para o uso deste tipo de droga.
Este fato eleva a pressdo de selecdo de bactérias resistentes
a este antibidtico nos sistemas de producao intensiva.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi determinar e
comparar a concentracao inibitéria minima de oxitetraciclina
para isolados de A. hydrophila obtidos de pescado
destinado ao consumo humano, dgua de cultivo de peixes
e casos clinicos de septicemia hemorragica oriundos de
pisciculturas do Brasil.
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MATERIAL E METODOS
| solados de Aeromonas hydrophila

Os isolados bacterianos utilizados foram provenientes
do banco de bactérias do Laboratério de Doencgas de
Organismos Aquéticos da Universidade Federal de Lavras,
obtidos nos anos de 2002 a 2004. Foram utilizados 38 isolados
oriundos de pescado fresco destinado ao consumo humano,
41 de casos clinicos de septicemia hemorragica em peixes e 21
de &gua de cultivo de peixes, totalizando 100 isolados de A.
hydrophila. Os isolados de pescado fresco foram obtidos em
feiras livre do municipio de Lavras, enquanto os isolados de
casos clinicos de septicemia hemorragica e agua de cultivo
de peixes procederam de 12 pisciculturas, localizadas em 7
municipios digtintos dos Estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Sul (tabela 1). As amostras de
referéncia Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus(ATCC 25923) foram utilizadas como
controle de qualidade e repetibilidade para cada dia de teste
(NCCLS, 1997).

Oxitetraciclina

Foi utilizado o dihidrato de oxitetraciclina (Sigma,
USA), dissolvido em HCI 1M e agua destilada, com pH

gjustado, por meio de NaOH 1N, para 7,0. Solugdes estoque
(8 mg/mL) deste antibi6tico foram filtradas em membrana
0,22um e utilizadas apenas no dia de preparo.

Concentracdo I nibitéria Minima (MIC)

O MIC foi determinado utilizando-se o método de
macrodiluicdo em caldo, conforme recomendado pelo
National Committee for Clinical Laboratories Sandards
(NCCLS, 1997). Foi utilizado o caldo Mueller-Hinton
(Biolife, Itdlia) suplementado com cétions divalentes célcio
(100 mg/mL) e magnésio (50 mg/mL). Diluicdes seriadas de
base dois foram realizadas, obtendo concentracGes de
oxitetraciclina nos tubos variando de 800 a 0,39ug/mL. Os
isolados testados foram repicados em Agar soja
tripticaseina (TSA, Biolife, Itdlia) e incubados a 30°C por
24 horas. A densidade da suspensdo bacterianafoi gjustada
para aproximadamente 108 UFC/mL comparando com a
escala 0,5 de MacFarland (BioMeriéux, Franca). Esta
suspensdo foi diluida 1:10 em solugao salina estéril 0,85%
e, posteriormente, uma aiquota de 5uL foi inoculada em
cada tubo (10* UFC/tubo). A leiturafoi realizada ap6s o
periodo de incubacdo de 24 horas a 30°C. O valor de MIC
considerado foi amenor concentrag&o de antibidtico capaz
deinibir visualmente o crescimento bacteriano.

TABELA 1 - Isolados de Aeromonas hydrophila selecionados para determinagdo da concentracdo inibitéria minima

por fonte, espécie de peixe e origem geografica.

Fonte Espécie Origem geogr afica NUmero de amostras
Pescado Fresco' 2 LavrasMG 38
Caso clinico® Tildpia (Oreochromis niloticus) EsmeraldasM G 12
Caso clinico Piracanjuba (Brycon orbignyanus) ItutingadM G 3
Caso clinico Tilapia (O. niloticus) Itutings/M G 7
Caso clinico Tilgpia (O. niloticus) LavrassMG 1
Caso clinico Tilgpia (O. niloticus) Paraiba do Sul/RJ 8
Caso clinico Jundia (Rhamdia quelen) Passo Fundo/RS 10
Agua’ ltutinga/MG 4
Agua Itutingg/M G 4
Agua LavrasMG 4
Agua Perddes/M G 5
Agua Trés Pontas’MG 3
Agua Trés Pontas’MG 1
TOTAL 100

1- Bactérias obtidas de pescado fresco eviscerado destinado ao consumo humano;
2- Espécies: Curimba (Prochilodus scrofa) (18), Mandi amarelo (Pimel odus maculatus) (14), Piau (Leporinus

friderici) (2) e Tildpia (O. niloticus) (4);

3- Bactériasisoladas a partir de tecido renal de peixes com septicemia hemorrégica;
4- Bactérias isoladas de fontes ambientais como agua de tanques de cultivo e agua de abastecimento.
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Definicio deresisténcia e susceptibilidade

Foi utilizada a defini¢cdo proposta por Bruun et a.
(2000) cujaresisténciain vitro € determinada quando um
conjunto de isolados de uma mesma espécie bacteriana,
submetidos ao teste de MIC, divide-se em dois grupos
com valores de inibicdo distintos. Esta separacéo permite
a classificagdo dos isolados em resistentes (grupo com
maiores valores de MIC) e sensiveis (grupos com menores
valores de MIC).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O agrupamento dos valores de MIC esta
representado na Figura 1. Houve agrupamento dos
isolados em duas categorias. 86 isolados com valores de

MIC entre 0,78 a 12,5ug/mL (sensiveis) e 14 isolados com
valores MIC entre 100 a 800 pug/mL (resistentes). A
ocorréncia de 14% de isolados resistentes indica uma
frequiéncia baixa, porém, significativa, considerando que a
mesma pode aumentar com a continuidade do uso do
antibidtico devido a selecdo dos clones resistentes.

A andliseindividual das fontes avaliadas (pescado,
caso clinico de septicemia hemorrégica e &gua de cultivo
de peixes) indica que ndo houve variacdo entre elas, ou
segja, adistribuicdo dos valores de inibicdo dos isolados
foi semelhante (Figura 2). Foram resistentes a
oxitetraciclina, 18%, 15% e 5% dos isolados de A.
hydrophila obtidos, respectivamente, de pescado, caso
clinico de septicemia hemorréagica e agua de cultivo de
peixes.
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FIGURA 1- Distribuicéo global dos resultados de MIC de oxitetraciclina para Aeromonas hydrophila.
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FIGURA 2 - Frequiéncia de resultados de MIC de oxitetraciclina para Aeromonas hydrophila oriunda de pescado, dgua
de cultivo e caso clinico de septicemia hemorragica em peixes.
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Na maioria das pisciculturas analisadas os isolados
de A. hydrophila comportaram-se como sensiveis a
oxitetraciclina (Tabela 2). Contudo, para algumas
localidades, houve uma proporcdo elevada de isolados
resistentes em relac8o ao total de isolados analisados,
como nas pisciculturas 2, 11. Napiscicultura 2, localizada
em Paraiba do Sul (RJ), todos os isolados foram obtidos de
casos clinicos de septicemia hemorragica em tilapia e a
época do isolamento o antibidtico oxitetraciclina era
utilizado para controle e profilaxia de doengas bacterianas
nos peixes. A associacdo de nivel elevado deresisténciaa
oxitetraciclina e historico de uso da droga nesta piscicultura
reforca a hipétese de que a resisténcia a antibidticos é
variada entre ambientes e regifes, dependendo
principalmente da pressdo de selecdo imposta ao
ecossistema.

A elevacdo da resisténcia a este antibidtico por
bactérias presentes nos ambientes aquéticos € uma
realidade mundial, devido & facilidade das mesmas em
adquirir ou transferir genes de resisténcia (GONI-URRIZA
et a., 2000; RHODES et a., 2000). O uso continuo de
oxitetraciclina pode causar aumento da frequiéncia de
isolados bacterianos resistentes e aumentar
guantitativamente a resisténcia, dificultando tratamentos
futuros e elevando o risco para a cadeia alimentar humana.
No Brasil ndo h&restricao ao uso de oxitetraciclina, sendo
este, bastante comum em pisciculturas comerciais para o
controle de surtos de doencas bacterianas e como medida
profil&tica, o que pode agravar tal situacdo.

Existem poucos relatos de valores de MIC para os
antibi6ticos comumente utilizados em aquicultura. Valores
de MIC de oxitetraciclinainferiores a2mg/mL (MOTYL et
al., 1985) e valores elevados de 64 a 2048 mg/mL (MIRANDA
& ZEMELMAN, 2002) foram descritos. Nao harelatos de
trabalhos avaliando MIC de oxitetraciclina para um ndmero
elevado de isolados de A. hydrophila. O NCCLS (1997),
comité responsavel pela padronizacdo das metodol ogias
de determinagdo de resisténcia a antibioticos fornece
valores de referéncia de MIC apenas para bactérias de
interesse clinico humano. A familia Enterobacteriaceae,
constituida de representantes Gram negativos com ampla
distribuicdo ambiental, pode servir de paré@metro de
comparacdo para A. hydrophila. Os valores de MIC de
tetraciclina para classificagdo como sensivel e resistente
para bactérias desta familia sdo, respectivamente, <4 mg/
mL e >16 mg/mL, proximo ao encontrado neste estudo para
Aeromonas hydrophila. Em nosso conhecimento, este € 0
primeiro estudo de MIC para oxitetraciclina para a espécie
Aeromonas hydrophila no Brasil.

Além de poucos relatos disponiveis na literatura,
ndo h& uma padronizagdo suficiente da metodologia de
MIC que permite a comparagdo para bactérias de origem
aquética e ou associadas a hospedeiros heterotermos.
Diversas fontes de variac8o podem interferir nos valores
de MIC para determinado antibictico, tais como aformade
diluicBo da droga, o tipo de meio de cultura utilizado, a
padronizagdo do indculo bacteriano e a temperatura de
incubacdo (BRUUN et al., 2000; ALDERMAN & SMITH,

TABELA 2 - Freguiéncia de i solados de Aeromonas hydrophila resistentes e sensiveis a oxitetraciclina, oriundos de

pisciculturas de producdo de tilapias do Nilo.

. o NUmero de MIC<12,5ug/mL M1C>100pg/mL
Piscicultura  Localizagdo isolados (sensiveis) (resistentes)
1 EsmeraldasMG 12 100% 0%

2 Paraiba do Sul/RJ 8 25% 75%

3 Passo Fundo/RS 10 100% 0%

4 [tutingg/M G 10 100% 0%

5 LavrasMG 1 100% 0%

6 PerdbesMG 5 100% 0%

7 LavrasMG 1 100% 0%

8 LavradMG 3 100% 0%

9 Itutinga/M G 4 100% 0%

10 [tutingg/M G 4 100% 0%

11 Trés PontasMG 1 0% 100%

12 Trés Ponta MG 3 100% 0%

13 Lavras 38 82% 18%

* Pescado oriundo derio.
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2001). A temperatura, por exemplo, pode exercer efeitos na
estabilidade dos agentes antimicrobianos, fisiologia e
metabolismo bacteriano e nas bases genéticas de regulagéo
e expressdo génica, afetando os resultados de
concentragao inibitériaminima (MICHEL & BLANC, 2001).
Adicionalmente, isolados de uma mesma espécie bacteriana,
adaptados diferencialmente a climas tropicais ou
temperados podem apresentar caracteristicas distintas de
crescimentoin vitro. Para bactérias de ambientes aquaticos
existem recomendacOes para determinacdo do MIC em
temperaturas de cultivo de 22 a 30°C, sem haver até o
momento uma avaliacéo critica dessa variagcéo na
temperatura de incubagdo. Portanto, ha necessidade de
desenvolver métodos de referéncia para a determinagéo
da susceptibilidade aos agentes antimicrobianos por
bactérias associadas a doencas de peixes, permitindo a
comparacdo entre diferentes relatos na literatura
(ALDERMAN & SMITH, 2001; SMITH, 2001).

CONCLUSAO

Os resultados descritos demonstram que o nivel
de resisténcia a oxitetraciclina foi variado nos isolados
analisados, ndo havendo contudo diferenca entre as fontes
estudadas (pescado fresco, &gua de cultivo e caso clinico
de septicemia hemorrégica). A variacdo demonstrada pode
representar um risco de selecdo de linhagens bacterianas
resistentes no ambiente com o uso de oxitetraciclina como
forma de tratamento e prevencdo de doencas bacterianas
em peixes.
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