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Ocorréncia de Aeromonas multirresistentes em tambaquis
cultivados em tanques escavados

Suzane QOliveira Alencar Ledo!, Ana Maria Souza Silva?, Johnny Gustavo Ro-
cha Velasquez’; Franmir Branddo#; Edsandra Campos Chagas?; Claudia Ma-
jolos

Resumo

O objetivo desse trabalho foi a avaliacdo da ocorréncia de bactérias do género Ae-
romonas spp. em tambaquis cultivados em tanques escavados nos municipios de
Iranduba e Manacapuru/AM. Para isto, foram coletados tambaquis de 11 proprieda-
des destes municipios, fotalizando 153 animais. Destes peixes, fragmentos de rim e
lesdes externas foram amostrados para isolamento e identificacdo bacterina carac-
teristica para o género Aeromonas spp. Apods identificacdo, os isolados foram testa-
dos quanto a sua resisténcia a antibidticos convencionais para a definicdo do perfil
e indice de multipla resisténcia a antibidticos (MAR). Foram isoladas e caracterizadas
bioguimicamente um total de 27 amostras pertencentes ao género Aeromonas em
153 tambaquis amostrados. Destes isolados, 100% apresentaram um indice de multir-
resisténcia superior a 0,26 aos antibidticos testados. Apenas um dos isolados apresen-
tou indice acima de 0,5, o que é justificado pelas caracteristicas bioquimicas (dife-
rente das dos demais isolados) por ele apresentadas. A maioria dos isolados foi sensi-
vel a diferentes classes de antibidticos, destacando-se oxitetraciclina e florfenicol,
gue j& sdo recomendados para uso em aquicultura.

Paravras-Chave: piscicultura, antibidticos, resisténcia bacteriana.

Occurrence of multi-resistant Aeromonas in tambaquis (Colossoma macropomum)
cultivated in excavated tanks. The objective of this work was to evaluate the occur-

rence of bacteria of the genus Aeromonas spp. in tambaquis grown in excavated
tanks in the municipalities of Iranduba and Manacapuru / AM. For this, tambaquis
were collected from 11 properties in these municipalities, totaling 153 animals. From
these fish, kidney fragments and external lesions were sampled for isolation and char-
acteristic bacterial identification for the genus Aeromonas spp. Afteridentification, the
isolates were tested for resistance to conventional antibiotics to define the multiple
antibiotic resistance index (MAR) and profile. A total of 27 samples belonging to the
genus Aeromonas were isolated and biochemically characterized in 153 sampled
tambaquis. Of these isolates, 100% had a multidrug resistance index greater than 0.21
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compared to the tested antibiotics. Only one of the isolates had an index above 0.5,
which is justified by the biochemical characteristics (different from those of the other
isolates) presented by him. The maijority of isolates were sensitive to different classes of
antibiotics, especially oxytetracycline and florfenicol, which are already recom-

mended for use in aquaculture.

Keywords: fish-farming, antibiotics, bacterial resistance.

1. Introduciao

A piscicultura do Amazonas € di-
vidida em quatro modalidades de pro-
ducdo: viveiros escavados, barragens,
tanques-rede e canais de igarapés,
destacando-se o cultivo em viveiros es-
cavados que possui uma estimativa de
1.831 ha de I&dmina de dgua no estado,
sendo o tambaqui (Colossoma
macropomum), d principal espécie
cultivada (SEPROR, 2016), e a segunda
mais cultivada na regido norte, com a
producdo de peixes nativos liderada
pelo estado de Ronddnia (RIBEIRO,
2019).

Esse aumento da produtividade
industrial do tambaqui faz com que a
maior parte da producdo seja feita
pelo sistema de culfivo intensivo, ca-
racterizado pela alta densidade (ARA-
RIPE et al., 2013), e com as bactérias de
interesse para a piscicultura sendo
consideradas oportunistas e estando
presentes na dgua e na microbiota dos
peixes, as mesmas podem desenca-
dear a doenca em um hospedeiro de-
bilitado por estresse provocado por al-
teracdes na qualidade da dgua, o que
geralmente estd associado a elevada
densidade de peixe, entre outros fato-
res (LEIRA et al., 2016).

Segundo Carraschi et al. (2011),
as bacterioses destacam-se como im-
portantes fatores limitadores da produ-
tividade em piscicultura, pois provo-
cam atraso no crescimento dos peixes
e sdo responsdveis por elevadas taxas
de mortalidade, sendo que as bacté-
rias que pertencem ao género Aero-
monas, estdo entre os principais agen-
tes etioldgicos responsdveis por grande
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parte das doencas dos animais de cul-
tivo. Aeromonas sAo microrganismos
naturais de ambientes aqudticos e
apresentam alta capacidade de
adaptacdo a uma grande diversidade
desses ecossistemas, sendo observada
sua presenca em dAgua doce e
salgada  (principalmente  estudrios),
tanto de regides tropicais como
temperadas (DEODHAR et al., 1991;
CANTAS et al., 2012).

A aeromonose &€ um obstaculo
importante para o  crescimento
sustentdvel da aquicultura, sendo o seu
agente, causador de  Ulceras,
putrefacdo, podriddo de cauda,
septicemia hemorrdgica em peixes €,
segundo relatos, desenvolveu
resisténcia contra muitos dos
antibiéticos disponiveis (MAHANTY et
al., 2013). A resisténcia aos antibidticos
disponiveis em bactérias patogénicas
é atualmente um desafio global, uma
vez que o nUmero de cepas resistentes
a vdrios tipos de antibidticos tem
aumentado dramaticamente a cada
ano e se espalhado pelo mundo
(GONZALEZ-BELLO, 2017), muito em
funcdo de que quando as enfermida-
des ocorrem, a utilizacdo de quimiote-
rdpicos é frequentemente a maneira
mais efetiva de controlar as doencas e
reduzir a oportunidade de transmissdo
de patdégenos para todo o plantel. To-
davia, a utilizacdo dessas substancias
na piscicultura pode contaminar o am-
biente, contribuir para o aparecimento
de microrganismos resistentes (patogé-
nicos e saprofitas) e provocarimpactos
adversos em espécies ndo alvo, colo-
cando em risco toda a cadeia tréfica.
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O conhecimento sobre as bactérias
que provocam grandes prejuizos
econdmicos na piscicultura, é de ex-
trema importancia, pois permite a ado-
c@o de medidas para minimizar os
agentes estressores e, dessa forma,
conftrolar epizootias, garantindo a so-
Ude dos peixes e do consumidor, incre-
mentando consideravelmente a pro-
ducdo brasileira de peixes nativos (Pl-
LARSKI, et al., 2011).

Peixes também desempenham
um papel importante na transmissdo
de Aeromonas aos humanos, sendo re-
conhecida por causar uma variedade
de doencas, estando associadas a in-
feccoes intestinais e extraintestinais.
Com a crescente importdncia como
um patdgeno emergente, & impor-
tante combater este organismo e ¢ in-
discutivel que as cepas de Aeromonas
podem produzir muitos fatores de viru-
|Encia putativos diferentes, como ente-
rotoxinas, hemolisinas ou citotoxinas, e
resisténcia contra diferentes antibidti-
cos (PRAVEEN et al., 2016).

Diante deste cendrio, este traba-
lho teve como objetivo avaliar a ocor-
réncia e perfil bacteriano de resisténcia
a antibiéticos de Aeromonas spp. pre-
sentes em ftambaquis cultivados em
tanques escavados Nno Amazonas.

2. Materiais e métodos

Para as andlises bacterioldégicas
foram realizadas coletas de amostras
de peixes aleatoriamente no numero
de 15 peixes por propriedade, de um
total de 10 propriedades dos munici-
pios de Iranduba e Manacapuru/AM
(150 peixes). Em uma propriedade,
além das 10 inicialmente programadas
foram coletados mais 3 animais totali-
zando 153 tambaquis amostrados. As
propriedades foram selecionadas de
acordo com o interesse do produtor na
participacdo da pesquisa e indicacdo
do IDAM em Manacapuru. Foram pro-
priedades rurais que comercializam os
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peixes produzidos para o préprio muni-
cipio e municipios vizinhos.

Apds a passagem de rede de ar-
rasto ou tarrafa nos tanques, os peixes
foram transportados em sacos com
dgua dos tanques e oxigénio para o
Laboratério de Piscicultura da Em-
brapa Amazdnia Ocidental visando o
isolamento das bacteérias.

No Laboratério os tambaquis fo-
ram introduzidos em balde com dgua
e benzocaina a (20 mg L), para uma
anestesia inicial, em seguida retirado o
peixe do balde e para a confirmacdo
da eutandsia foi feita a aspersdo nas
brénquias com benzocaina (100 mg
L'), higienizacdo (Adgua, detergente e
dlcool 70%), e em seguida foram encao-
minhados para o laboratério de micro-
biologia para manipulacdo em ca-
mera de fluxo laminar.

No fluxo laminar foi realizado um
raspado com “swab” estéril do rim
(obs: Animais com presenca de lesdes
também foram amostrados, fazendo-
se um raspado com ‘“swab” direta-
mente na lesdo externa), e este mate-
rial foi semeado em meio de cultura li-
quido ndo seletivo Tryptone Soya Broth
(TSB) Himedia® com incubac¢do a 30°C
por 24 h. Apds verificacdo de cresci-
mento, o caldo foi semeado em placas
contendo meio seletivo dgar Mackon-
key Himedia® e incubado a 30°C por
24 h para verificacdo do crescimento
de colbnias caracteristicas. A partir
destas, as coldnias foram semeadas
em meio ndo seletivo Tryptone Soya
Broth (TSB) Himediao® para visualizacdo
do formato e textura da colénia, bem
como de sua pureza, apods incubacdo
a 30°C por 24 h. Em seguida, as col6-
nias caracteristicas foram submetidas
ao exame de coloracdo de Gram, oxi-
dase e catalase. Sendo caracteristicas
para estas provas presuntivas, foi utili-
zado o kit API20E (provas bioguimicas
miniaturizadas) e teste de resisténcia
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para agente vibriostatico Oxoid® para
confirmacdo do género.

A susceptibiidade dos isolados
bacterianos aos antibidticos convenci-
onais foi avaliada afravés da técnica
de disco-difusdo (Discos da marca La-
borclin®) conforme recomendacdes
do “Clinical and Laboratory Standards
Institute” NCCLS (M7-Aé) (NCCLS,
2003).

Foram testados 19 fipos de anti-
bidticos em discos nas seguintes dosa-
gens: Amicacina 30 yg (AMI), Ampici-
lina 10 uyg (AMP), Aztreonam 30 ug
(ATM), Ceftazidime 30 pg (CAZ), Cipro-
floxacin 5 pg (CIP), Clindamicina 2 ug
(CLl), Cloranfenicol 30 pg (CLO),
Cefepime 30 ug (CPM), Cefotaxime 30
ug (CTX), Eritromicina 15 ug (ERI), Florfe-
nicol 30 ug (FLF), Gentamicina 10 pg
(GEN), Imipinem 10 ug (IPM), Levofloxa-
cin 5 pg (LVX), Oxitetraciclina 30 pg
(OXI), Meropenem 10 ug (MER), Penici-
lina 10U (PEN), Tetraciclina 30 ug (TET),
Vancomicina 30 ug (VAN).

Foi determinado também o in-
dice MAR (multipla resisténcia a anti-
bidticos), que foi definida como a/b,
em que “a” foi o nUmero de antimicro-
bianos ao qual o isolado foi resistente e
“b" o nUmero de antimicrobianos ao
qual o isolado foi exposto, conside-
rando o isolado multirresistente no caso
de resisténcia a dois ou mais antibidti-
cos (KRUMPERMAN, 1983).

Pincipios éticos:

A Comissdo de Etica para o Uso
de Animais (CEUA) da Embrapa Ama-
z6nia Ocidental aprovou as atividades
pertinentes a este trabalho sob o proto-
colo n®° 04/2018, emitido em
01/10/2018.

A autorizacdo do Conselho de
Gestdo do Patrimbénio  Genético
(CGen) para uso de patfriménio gené-
tico foi a de n°® AF34DAS.
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3. Resultados e discussao

De 153 peixes amostrados houve
isolamento de 27 bactérias do género
Aeromonas. A suscetibilidade dos isola-
dos foi avaliada para dezenove anti-
bidticos, tendo 100% das cepas apre-
sentando resisténcia ou resisténcia in-
termedidria a quatro ou mais dos anti-
bidticos testados (Tabela 1). O indice
de resisténcia apresentado pode ser
resultado de uma md administracdo
dos antibidticos ou do uso excessivo
deles. Além disso, a presenca de tais
Aeromonas potencializa o risco de di-
fusGo de genes de resisténcia entre as
populacdes bacterianas de ambientes
aqudticos (KRUMPERMAN, 1983), ge-
rando a base da resisténcia antimicro-
biana (GUARDABASSI et al., 2010).

Em relacdo ao perfil de resistén-
cia obtido, todos os isolados foram re-
sistentes ou resistentes intermedidrios &
ampicilina, clindamicina, eritromicina e
penicilina e 24 isolados foram resisten-
tes ou intermedidrios & vancomicina
(Tabela 1). Neste mesmo sentido, Coa-
ris et al. (2008), observou que de 18 de
23 Aeromonas isoladas (91%) apresen-
taram resisténcia a ampicilina. Houve
elevada frequéncia de resisténcia a
vancomicinag, estando de acordo com
os estudos de Altwegg (1999), em que
Aeromonas de um modo geral, apre-
sentam resisténcia a esse antibidtico.

A resisténcia a penicilina, droga
pertencente ao grupo dos beta-lacta-
micos, foi de 100%. Segundo Akinboale
(2006), a resisténcia de bactérias isola-
das de peixes, em particular das Aero-
monas spp aos beta-lactdmicos, é bas-
tante comum. A resisténcia de Aero-
monas aos B- lactémicos (penicilinas e
muitas cefalosporinas) € explicada,
visto que sdo produtoras naturais de B-
lactamase ou induzem a atividade
dessa enzima (JACOBS & CHENIA,
2007). Assim como a penicilina, todos
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os isolados foram resistentes a clindami-
cina, mesmo perfil encontrado por
Nascimento et al. (2004).

Esses microrganismos também fo-
ram os mais resistentes a ampiciling,
clindamicina e penicilina em trabalho
realizados por Zdanowicz et al. (2020)
em viveiros de carpa na Polénia, onde
observaram que a maioria das cepas
bacterianas isoladas foi caracterizada
pela resisténcia a 4-6 dos 12 antibidti-
cos testados, sendo também como em
nosso estudo mais resistentes aos anti-
bidticos P-lactGmicos e lincosamidas
como a clindamicina, engquanto as
mais suscetiveis aos aminoglicosideos,
cloranfenicdis e fluoroquinolonas.

Ja na Uganda, 82 isolados de Ae-
romonas de tilapia e catfish africano
foram 100% resistentes a penicilina e
ampicilina e cerca de 23,2% foram re-
sistentes foram resistentes & cefotaxime
(Wamala et al., 2018), corroborando
com nosso estudo com relacdo aos P-
lactGmicos e a amostra 9 que foi a
Unica resistente a cefotaxime.

A maior parte dos antibidticos tes-
tados obtiveram um alto indice de efi-
ciéncia. Para oito deles todos os isola-
dos foram 100% sensiveis, destacando-
se o florfenicol e a oxitetraciclina que
foram 100% eficientes, e que possuem
uso permitido na aquicultura no Brasil,
sendo a oxitetraciclina um dos antibié-
ticos mais utilizados para tratar infec-
coes causadas por bactérias gram-ne-
gatfivas em peixes (RIGOS &TROISI,
2005).

Através do cdlculo do indice MAR
foi possivel observar que todas as ce-
pas isoladas foram multirresistentes aos
antibidticos testados. Os resultados dos
indices MAR para cada isolado (Tabela
1) demonstram indices superiores a
0,21, ou seja, resisténcia a, no minimo,
quatro dos dezenove antimicrobianos
testados para amostras de Aeromonas.
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Dentre os 27 isolados, observa-se
que apenas uma cepa (09) apresen-
tou um indice de multirresisténcia de
0,58, estando acima da média em
comparacdo com os demais isolados.
Essa multirresisténcia pode estar relaci-
onada com as diferentes caracteristi-
cas bioquimicas por ela apresentada
em relacdo aos demais isolados do gé-
nero obtidos.

Observa-se pela Tabela 01, que o
perfil (AMP, CLI, ERI, PEN, VAN) de resis-
téncia foi observado em 20 das 27
amostras totais, e esteve presente em
todas as fazendas amostradas, com
excecdo da vancomicina para a fo-
zenda 10, de onde isolou-se apenas
uma amostra. Isto demonstra que o
perfil de resisténcia € muito parecido
indiferente da fazenda ou até mesmo
se o isolado veio de rim ou de lesdo
amostrada dos animais.

Uma caracteristica distinta, em
aguacultura, € o numero muito limi-
tado de agentes antimicrobianos auto-
rizados (SMITH, 2018). Em virtude da
grande diversidade do setor aquicola,
0 uso de agentes antimicrobianos ndo
pode ser generalizado em todas as si-
tfuacoes. Devem-se considerar os as-
pectos do antimicrobiano, tais como
dosagens, uso racional, espécies culti-
vadas, bem como a farmacodindmica
e a farmacocinética da droga a ser uti-
lizada. (GUARDABASSI et al., 2010).

O uso indiscriminado de antibidti-
cos na aquicultura leva ao desenvolvi-
mento de bactérias com caracteristica
de multipla resisténcia aos antimicrobi-
anos (FRAPPAOLA; GUEST, 1986). Muta-
coes e outras alteracdes genéticas no
genoma bacteriano geram a base da
resisténcia  antimicrobiana, propa-
gando caracteristicas de resisténcia
enfre as populacdes bacterianas no
ambiente aqudtico. (GUARDABASSI et
al., 2010; HIRSCH et al., 2006). Com au-
mento da resisténcia bacteriana, mui-
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tas vezes o tratamento com antibidti-
cos convencionais pode ndo funcionar
e tende a agravar contaminacdo de
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frabalhadores nas fazendas e mesmo o
publico consumidor.

Tabela 01 - Perfil e indice de resisténcia das amostras isoladas

Local de

Amostra nimero Fazenda . Perfil de resisténcia* MAR**
isolmento
01 01 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
02 02 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
03 02 Lesdo AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
04 03 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
05 03 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
06 04 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
07 04 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
08 04 Lesdo AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
. AMI, AMP, ATM, CLI, CTX, ERI,
0?7 0é Rim GEN, IPM, MER, PEN, VAN 0.8
10 06 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
11 06 Lesdo AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
12 06 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
13 06 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0,26
14 07 Rim AMP, CLI, ERI, IPM, PEN, VAN 0.31
15 07 Rim AMP, CLI, ERI, PEN 0.21
16 07 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
17 07 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
18 07 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
19 08 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
20 09 Rim CLI, ERI, PEN, VAN 0.21
. AMP, CLI, ERI, IPM, MER, PEN,
21 09 Rim VAN 0,37
22 09 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
23 09 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
24 09 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
25 10 Rim AMP, CLI, ERI, PEN 0.21
26 11 Rim AMP, CLI, ERI, PEN, VAN 0.26
07 r Rim AMP, CLI, ERI, GEN, IPM, PEN, 0,37

VAN

* Amicacina 30 pg (AMI), Ampicilina 10 ug (AMP), Aztreonam 30 ug (ATM), Ceftazidime 30 pg (CAZ),
Ciprofloxacin 5 ug (CIP), Clindamicina 2 ug (CLl), Cloranfenicol 30 ug (CLO), Cefepime 30 ug (CPM),
Cefotaxime 30 pg (CTX), Eritromicina 15 ug (ERI), Florfenicol 30 ug (FLF), Gentamicina 10 ug (GEN), Imipi-
nem 10 ug (IPM), Levofloxacin 5 ug (LVX), Oxitetraciclina 30 pg (OXI), Meropenem 10 ug (MER), Penicilina
10U (PEN), Tetraciclina 30 ug (TET), Vancomicina 30 ug (VAN). *indice de multipla resisténcia a antimi-

crobianos (MAR)

Por se tratar de bactérias ubi-
quas do ambiente aqudtico, a facili-
dade da disseminacdo de Aeromonas
spp. pode ser agravada pelas mudan-
¢as na qualidade da dgua associadas
a viruléncia dos isolados. Estudos siste-
maticos sobre a distribuicdo de genes
que codificam para fatores de virulén-
cia permitem avaliar o potencial de vi-
ruléncia das cepas circulantes em de-
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terminada fazenda ou regido, contri-
buindo, assim, com os programas de
controle dessa doenca (KIM et al.,
2019).

Conclusao

Foram isoladas e caracterizadas
bioquimicamente um total de 27 amos-
tras de Aeromonas de 153 tambaquis
amostrados em fazendas nos munici-
pios de Iranduba e Manacapuru/AM.

4,
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Destes isolados, 100% apresentaram
um indice de multirresisténcia superior
a 0,21 aos antibidticos testados. A
grande maioria dos isolados foi sensivel
a diferentes classes de antibidticos,
destacando-se oxitetraciclina e florfe-
nicol, que sdo recomendados pela
FAO (Organizacdo das Nacdes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo)
para uso em aquicultura.
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