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Resumo

Objetivou-se isolar, identificar e avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de bactérias potencialmente patogénicas
do peixe marinho beijupird Rachycentron canadum. Para este estudo foram analisados 74 beijupiras, alevinos e juvenis
aparentemente sadios, cultivados em sistema offshore em Pernambuco/Brasil, dos quais, 71 apresentaram presenga de
Vibrio ou Aeromonas . As coletas foram realizadas entre os meses de novembro de 2010 a julho de 2011. As espécies
isoladas de Vibrio foram V. algynolyticus (3,33%), V. cincinnatiensis (3,33%), V. fischeri (13,33%), V. ichthyoenteri
(23,33%), V. mediterranei (26,67%), V. natriegens (6,67%), V. natriegens NCMB 1900 (13,33%) e Vibrio spp.(10%) e as
Aeromonas, A. media (2,70%), A. salmonicida (9,46%), A. salmonicida spp. salmonicida (1,35%), A. salmonicida spp.
achromogenes (1,35%), A. schubertii (27,03%), A. sobria (32,43%), A. veronii spp. veronii (10,81%), A. veronii spp.
sobria (5,40%) e Aeromonas spp (9,46%). Todos os isolados foram sensiveis a enrofloxacina, tetraciclina, cloranfenicol,
florfenicol e gentamicina, exceto o Vibrio spp. que demonstrou multipla resisténcia (MAR 0,5). Em relago a exposicao a
ampicilina, todos os organismos testados foram resistentes, exceto o Vibrio fischeri. Em decorréncia do isolamento de
bactérias patogé€nicas em Orgdos estéreis, em quantidade e variedade elevada, conclui-se que os beijupirds, embora
aparentemente saudaveis, estdo infectados com bactérias potencialmente patogénicas para peixes ¢ humanos, com elevado
nivel de sensibilidade a maioria das drogas testadas.
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Abstract

Aiming at the isolation, identification and evaluation of antimicrobial resistance profile of potentially pathogenic bacteria
from marine fish Beijupirad Rachycentron canadum, 30 and 74 strains of Vibrio and Aeromonas were isolated from brain,
liver and kidney of 74 beijupira apparently healthy fingerlings and juveniles grown in offshore system in
Pernambuco/Brazil. Sampling was performed between November 2010 and July 2011. The isolated species were Vibrio
algynolyticus , V. cincinnatiensis, V. fischeri, V. ichthyoenteri, V. mediterranei, V. natriegens, V. natriegens NCMB 1900,
Vibrio spp., and Aeromonas media, A. salmonicida , A. salmonicida spp. salmonicida, A. salmonicida spp. achromogenes,
A. schubertii , A. sobria , A. veronii spp. veronii, A. veronii spp. sobria and Aeromonas spp.. All isolates were susceptible
to enrofloxacin ( 5ug ) , tetracycline ( 30pg ) , chloramphenicol ( 30png ) , florfenicol ( 30pg ) and gentamicin ( 30ug ),
other Vibrio spp . demonstrated that multiple resistance. On exposure to ampicillin ( 10mg ), Vibrio fischeri was just
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sensitive. Due to the isolation of pathogenic bacteria in sterile organs in quantity and high variety, it is concluded that
beijupiras, although apparently healthy, are infected with potentially pathogenic bacteria to fish and humans, with high

level of sensitivity to most drugs tested.

Key-words : Rachycentron canadum, marine fish, Vibrio, Aeromonas, antibiogram.

Introducao

O Rachycentron canadum (Linnaeus,
1766), mundialmente conhecido como cobia
e, no Brasil, comumente como beijupira ou
cacdo de escama, ¢ uma espécic com
destaque mundial devido a sua elevada taxa
de crescimento, baixa taxa de conversdo
alimentar (Benetti et al., 2008), facilidade de
desovar em cativeiro, tolerancia a variagoes
de salinidade (Faulk e Holt, 20006),
adaptabilidade ao confinamento, aceitacdo de
dietas extrusadas e por possuir uma carne de
otima qualidade (Craig et al, 2006). O
nordeste brasileiro apresenta condigdes
ambientais favoraveis a producdo destes
peixes marinhos cultivados em gaiolas
(Bezerra et al., 2011).

Ainda que o beijupira apresente
excelentes caracteristicas para o cultivo,
todos os peixes sdo susceptiveis as infec¢des
bacterianas, sendo um dos fatores limitantes
ao desenvolvimento desta atividade. As
bactérias causam um impacto econdmico
significante na aquicultura, visto que estes
agentes ocorrerem naturalmente no ambiente
aquatico (Janda e Abbott, 2010). Dentre os
diversos géneros bacterianos, o Aeromonas €
Vibrio sdo micro-organismos onipresentes em
ambientes marinhos (Igbinosa e Germano,
2008; Janda e Abbott, 2010) e comumente
encontrados na agua de cultivo de peixes
(Roberts et al., 2009), sendo consideradas
oportunistas por promoverem infeccdes
secundarias nos imunodeprimidos (Buller,
2004).

Lin et al. (2006) e Su et al. (2012)
relataram que as bactérias sdo patogenas de
grande importancia no cultivo do beijupira e
normalmente estdo presentes em surtos com
mortalidade elevada. Nestas oportunidades,

podem ser isoladas de rim, figado, cérebro,
coragdo, baco e intestino (Austin e Austin,
2007).

E comum a utilizacio de
antimicrobianos para o combate as doengas
bacterianas, mas na aquicultura poucos
produtos sdo registrados para uso no Brasil
(Tavechio et al., 2009). E permitido o uso do
florfenicol para o tratamento da septicemia
hemorragica bacteriana, causada por bactéria
do género Aeromonas spp. em tilapias; de
estreptococose,  doengca  causada  por
Streptococccus agalactiae e para o tratamento
da doenca da boca vermelha, causada por
Yersini ruckerii em espécies de Truta Arco-
[ris, além da oxitetraciclina, com indicagdo de
uso em peixes e crusticeos (Buller, 2004).
Drogas veterinarias causam significante
impacto ambiental na piscicultura devido aos
residuos descartados, efeito toxico nos
tecidos (branquias, tegumento e figado) e
acumulacdo de residuos na musculatura,
exibindo risco potencial ao consumidor. O
uso abusivo de antimicrobianos aumenta a
possibilidade de proliferagdo de bactérias
resistentes.

Para se estabelecer a epidemiologia e
métodos de controle e profilaxia, faz-se
necessario a correta caracterizagdo ¢
diagnostico das enfermidades que acometem
o animal e de seus agentes etiologicos (Costa,
2003). De acordo com Figueiredo e Leal
(2008), os aspectos sanitarios da producao e a
falta de estrutura para o diagnostico das
principais enfermidades infecciosas sdo
alguns entraves para o aumento da produgdo e
da produtividade aquicola. Assim sendo,
objetivou-se isolar, identificar e avaliar o
perfil de sensibilidade antimicrobiana de
bactérias dos géneros Aeromonas e Vibrio
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isoladas de beijupira, relacionando o periodo
de cultivo e o 6rgdo analisado.

Material e métodos

Todos os procedimentos realizados
na pesquisa seguiram o0s protocolos
discriminados no projeto aprovado pela
Comissao de Etica e Uso Animal.

Foram  realizadas  coletas  de
beijupiras, alevinos e juvenis, que se
apresentaram aparentemente saudaveis no
exame clinico, cultivado em sistema offshore,
entre os meses de novembro de 2010 e julho
de 2011. As duas primeiras coletas foram de
alevinos na fase de bercario em laboratorio
privado  (Ipojuca, PE, Brasil) e as
subsequentes, de animais criados em gaiolas
no sistema de cultivo offshore, localizadas a
cinco quilémetros da costa (Recife, PE,
Brasil). Foram realizadas quatro coletas no
periodo de estio (novembro/2010 a fevereiro/
2011), de 39 peixes e quatro no periodo
chuvoso (marco a julho de 2011), com 35
peixes, totalizando 74 animais. Os animais
eram alimentados com ragdo comercial de
producdo nacional com formulacao especifica
para beijupira, fornecidas duas vezes ao dia.
Os valores médios dos parametros de cultivo
foram temperatura de 28°C, salinidade de
36.2, oxigénio de 6.8 mg/L e transparéncia de
9.9 metros.

Apos o exame clinico ainda nos
tanques rede, os peixes foram transportados
vivos com aeragdo constante e assim
permaneceram até o inicio das analises. Os
animais foram anestesiados com benzocaina
(10mg/L), pesados, medidos e em seguida
eutanasiados pelo método de sec¢do medular
(Neifer e Stamper, 2009). Realizou-se a
necropsia, coletando-se fragmentos de rim,
figado e encéfalo para exame bacteriologico e
posterior identificacdo das espécies e seu
perfil antimicrobiano.

As andlises bacteriologicas de rim,
figado e cérebro foram realizadas pelo
método  indireto, para isolamento e

identificagdo de bactérias dos géneros Vibrio
e Aeromonas, por serem os 6rgdos alvos de
bactérias que comumente causam
enfermidades em peixes. O método indireto ¢é
caracterizado pela inoculagdo da amostra em
caldo nutritivo, antes de serem plaqueados
para isolamento, no intuito de pré-
enriquecimento (Meirelles, 2010).

A inoculacdo indireta para o
isolamento de bactérias do género Vibrio foi
executada em tubos contendo Agua
Peptonada Alcalina (APA), os quais foram
incubados em estufa a 35-37°C durante 24
horas. Em seguida, aliquotas dos tubos que
demonstraram  desenvolvimento  foram
estriadas em agar Tiossulfato Citrato Sais de
Bile Sacarose (TCBS) e incubadas em estufa
a 35-37°C por 24 horas. As colonias
caracteristicas foram estocadas em Tryptone
Soy Agar (TSA) suplementado com 2% de
NaCl para posterior identificacdo da espécie
(Buller, 2004).

O isolamento de bactérias do género
Aeromonas foi realizado em caldo de
enriquecimento APA, incubado em estufa a
28°C durante 24 horas. Em seguida, aliquotas
dos tubos que demonstraram
desenvolvimento foram estriadas em 4agar
amido com 20 pg/mL de ampicilina e
incubadas em estufa a 28°C por 24 horas. As
colonias com caracteristicas do género foram
estocadas em Tryptone Soy Agar (Mores,
1994; Buller, 2004).

A identificacdo das espécies foi
realizada a partir do estudo do perfil
bioquimico, pelo método convencional,
seguindo a orientacdo de Holt et al. (1994),
Buller (2004) e Mores (1994), com
confirmacdo pelo sistema API 20E
(Biomerieux).

Todos os isolados foram submetidos
ao teste de sensibilidade a ampicilina (10pg),
cloranfenicol (30pg), enrofloxacina (5ug),
florfenicol (30pg), gentamicina (10pg) e
tetraciclina (30p), pelo método de difusdo em
disco em Agar Miiller-Hinton, conforme
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metodologia preconizada pelo National
Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS, 2003).

Os diametros dos halos foram
mensurados com paquimetro e comparados a
tabela padrdo para o teste de sensibilidade a
antibidticos, sendo classificadas como
sensivel, intermediario ou resistente (Mazza
et al., 2001).

Pela relagdo do numero de
antibidticos que o isolado demonstrou
resisténcia ¢ o numero de antibidticos aos
qual o isolado foi exposto, foi estimado o
indice de multipla resisténcia antimicrobiana
(MAR). Foi caracterizada a resisténcia
multipla quando o indice MAR foi superior a
0.2 (Krumperman, 1983).

Para verificar a influéncia do periodo
de coleta e dos o6rgaos analisados foi utilizado
o teste de Fisher, com nivel de significancia
de 0.05 (Mendes et al., 2006).

Resultados e Discussao

Os 20 alevinos examinados
apresentaram presenca de Vibrio (trés
isolados) e Aeromonas (10 isolados) e dos 54
juvenis, foram obtidos 41 isolados de
Aeromonas e 17 de Vibrio. A presenca dos
micro-organismos em maior propor¢ao nos
juvenis pode ser devido ao maior periodo de
cultivo, enquanto que nos alevinos, a menor
propor¢do pode ser explicada pelo maior
cuidado nesta fase, principalmente com a
alimentacdo fornecida, em qualidade e
quantidade.

Um total de 30 espécies de Vibrio
foram isoladas em 20 animais e 74
Aeromonas em 51 animais, de cérebros,
figados e rins dos beijupiras, no periodo de

estio e chuvoso (Tabela 1). Das bactérias do
género Vibrio, foram identificadas as espécies
V. algynolyticus (3,33%), V. cincinnatiensis
(3,33%), V.  fischeri  (13,33%), V.
ichthyoenteri (23,33%), V. mediterranei
(26,67%), V. natriegens (6,67%), V.
natriegens NCMB 1900 (13,33%) e trés
(10%) sem identificagdo da espécie (Vibrio
spp.). Foram identificados vibrios
potencialmente patogénicos,
semelhantemente a Lopez et al. (2002) que
isolaram Vibrio alginolyticus, V. vulnificus e
V. parahaemolyticus de beijupiras enfermos e
com alteragdo comportamental, enquanto
pesquisavam parasitos nestes peixes de
cultivo e de Liu et al. (2004), que isolaram V.
harvey em beijupirds cultivados que
apresentavam gastrenterite e ascite.

De acordo com Buller (2004), dos
vibrios identificados, o Vibrio natriegens, V.
fischeri e o V. mediterranei sao considerados
micro-organismos ambientais e o V.
cincinnatiensis patogénico para humanos,
com relatos de isolamento em casos de
meningites. O V. ichthyoenteri pode causar
enterite bacteriana em peixes e o V.
alginolyticus é um agente zoonotico,
responsavel por vibrioses em animais
aquaticos e otite e infeccdes de ferimentos em
humanos.

Dos 74 isolados de Aeromonas foram
identificadas as espécies A. media (2,70%), A.
salmonicida (9,46%), A. salmonicida spp.
salmonicida (1,35%), A. salmonicida spp.
Achromogenes  (1,35%), A.  schubertii
(27,03%), A. sobria (32,43%), A. veronii spp.
veronii (10,81%), A. veronii spp. sobria
(5,40%) e sete (9,46%) sem identificacdo da
espécie  (deromonas spp.) (Tabela 2).

Tabela 1 - Vibrio e Aeromonas isoladas de beijupiras cultivados, de acordo com

o periodo de coleta

N° de animais
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Coleta Vibrio Aeromonas Total Periodo
1 3 6 10 Estio
2 - 4 10 Estio
3 2 6 9 Estio
4 8 10 10 Estio
5 - 4 10 Chuvoso
6 - 7 10 Chuvoso
7 4 10 10 Chuvoso
8 3 4 5 Chuvoso
Total 20 51 74
Tabela 2 — Porcentagem de isolamento de Vibrio e
Aeromonas de acordo com o periodo de coleta
Vibrio Aeromonas
Periodo Estio Chuvoso Estio Chuvoso
Presenca 33,33% 17,14% 66,67% 71,43%
Auséncia  66,67% 82,86% 33,33% 28,57%
Valor P 0,182 1,34E-04
Pesquisadores ja isolaram diversas Nao houve diferenga estatistica

espécies de Aeromonas, como Suhet et al.
(2011) que identificaram A. veronii, A.
schubertii, A. sobria e A. salmonicida
isoladas da superficie corporal e rim de
tilapas. 4. veronii foi uma das mais isoladas
nas amostras de rim, enquanto A. schubertii
s6 foi 1isolada da superficie corporal.
Bactérias do género Aeromonas também
foram isoladas de amostras de agua de
piscicultura em diversos empreendimentos do
estado do Maranhdo por Silva et al. (2010),
tendo isolado A. hydrophila, A. caviae e A.
veronii spp. sobria.

A A. media é considerada ambiental,
enquanto a A. veronii ¢ A. schubertii sdo
organismos patogénicos aos humanos. A A.
sobria, espécie isolada de maior frequéncia e
a A. salmonicida, podem causar a doenga
conhecida como furunculose, caracterizada
por lesdes na derme, além de provocarem
outras enfermidades em peixes (Buller,
2004).

(P>0,05) entre os periodos de coleta (estio/
chuvoso) em relagdo ao isolamento dos
micro-organismos  pesquisados.  Barretto
(2012) também ndo constatou diferenga
estatistica entre os periodos de coleta, ao
analisar tilapias cultivadas em tanques-rede
no estado de Pernambuco. Provavelmente, a
temperatura mais elevada no periodo de estio,
favoreceu a proliferagdo dos  micro-
organismos em estudo.

Quando comparado o numero de
isolados de Vibrio e Aeromonas por Orgao
analisado, foi verificada diferenca
significativa (P<0,05) na positividade, cujos
resultados sdo apresentados na Tabela 3 e as
frequéncias de isolamento por oOrgdo
analisado apresentadas na Tabela 4. Pode-se
observar que o cérebro se apresentou menos
infectado por Vibrio ¢ Aeromonas do que o
rim e o figado, provavelmente, pela fungdo
exercida por cada o6rgdo, sendo os ultimos,
filtradores de sangue, o que faz com que
sejam mais vulneraveis, além de serem
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orgdos de eleicdo de diversos micro-
organismos (Meirelles, 2010 e Barreto,
2012).

Ainda que a frequéncia de isolamento
no cérebro ndo tenha sido elevada, este

achado ¢ extremamente importante, visto que
causa problemas de ordem neurolégica,
comprometendo as fungdes vitais (Suhet et
al., 2011).

Tabela 3 — Vibrio e Aeromonas isolados de beijupiras

cultivados, segundo o 6rgdo analisado

GENERO ORGAO
Cérebro Figado Rim
Vibrio 2% 14° 14°
Aeromonas 8? 34° 32°

* Letras iguais ndo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste de

Fisher.

Tabela 4 — Frequéncia de isolamento de Vibrio e Aeromonas de acordo com o

orgdo analisado

Presenca Vibrio Aeromonas
nos
o Frequéncia Freq.relativa Frequéncia Freq.relativa
orgaos
Figado 14 0,48 32 0,44
Rim 13 0,45 32 0,44
Cerebro 2 0,07 8 0,11
Valor P 0,999 1,34E-07

*O wvalor P ¢é de associagdo entre Vibro/Aeromonas e Estio/Chuvoso e

Vibro/Aeromonas e Figado/Rim/Cérebro

O rim foi o 6rgdo mais infectado por
Aeromonas, tendo sido isolado de 32 de um
(2006), foram provenientes da agua de
abastecimento de 214 tanques e da superficie
corporea de tildpias cultivadas, sem
isolamento do parénquima renal, sendo

total de 51 peixes. Diferentemente, todas as
75 Aeromonas isoladas por Hirsch et al.
identificadas A. trota, trés A. jandaei e dois A.
sobria .

A espécie mais isolada foi a A.
sobria, diferentemente dos resultados obtidos
por Ribeiro (2011), em que a A. veronii spp.
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sobria foi a mais frequente, ao pesquisar a
presenca de Vibrio e Aeromonas em tilapias,
aparentemente saudaveis, cultivadas em
sistema de aproveitamento e reuso de agua.
Neste mesmo estudo, ndo foram encontrados
os vibrios nas amostras, porém as aeromonas
estavam presentes em 100% dos animais
analisados, tendo sido isolados do pool de
visceras de tilapias: Aeromonas caviae, A.
veronii spp. sobria, A. hydrophila, A. media,
A. jandaei, A. trota, A. sobria, A.
eucrenophila e Aeromonas spp.

Todas as Dbactérias do género
Aeromonas  identificadas  demonstraram
sensibilidade a todos os antimicrobianos
testados, exceto para ampicilina, em que
alguns isolados foram resistentes. A maioria
das Aeromonas spp. € resistente a penicilina,
ampicilina e carbenicilinas, segundo Trabulsi
e Alterthum (2004). De acordo com Piddock
(2006), a bomba de efluxo ¢ um dos
mecanismos de resisténcia das bactérias aos
antimicrobianos em que algumas proteinas da
membrana plasmatica agem bombeando as
drogas do meio intracelular para o meio
extracelular antes que elas exercam sua
funcdo. H& também a possibilidade de
transferéncias de genes de resisténcia de uma
bactéria para outra (Verschuere et al., 2000).
No ambiente aquatico essa transferéncia de
genes ¢ facilitada devido aos elementos
moveis chamados plasmideos (Smith et al.,
2008).

Scoaris et al. (2008) em analise de
agua, observaram que 78,26% das aeromonas
isoladas apresentaram multipla resisténcia a
trés ou mais antibidticos testados, tendo a
ampicilina 91% de resisténcia. Enquanto que
Mejdi et al. (2010), isolaram Aeromonas spp.
e Vibrio spp. de agua do mar e mexilhdes e
determinaram a sensibilidade frente a 12
antimicrobianos. A maioria dos isolados
mostrou-se resistente a pelo menos dois

preocupacdo acerca da satude publica, ja que o
antibidtico residual pode persistir no produto

agentes ¢ a ampicilina mais uma vez
apresentou maior porcentagem de resisténcia.

Em relacio a sensibilidade ao
florfenicol e enrofloxacina, observado no
presente  estudo, corroboram com oS
resultados obtidos por Barretto (2012), que
afirmou ser esse resultado decorrente do uso
desses  farmacos  exclusivamente  na
veterinaria ¢ o florfenicol ser um composto
com o uso aprovado na aquicultura
recentemente.

Das espécies de Vibrio isoladas, o
Vibrio spp. demonstrou resisténcia ao
cloranfenicol, florfenicol, gentamicina e
ampicilina, o que caracterizou multipla
resisténcia (MAR 0,5). As demais espécies
foram sensiveis a todos os antimicrobianos
testados, exceto a penicilina, ao qual apenas o
Vibrio fischeri foi sensivel. Os vibrios
isolados por Lopez et al. (2002), a partir de
beijupiras doentes, cultivados em sistema
offshore, foram sensiveis a enrofloxacina,
demonstrando que a resisténcia/sensibilidade
¢ variavel de acordo com a frequéncia de uso
da droga, consequente da enfermidade
instalada nos peixes, que por sua vez tem a
incidéncia variavel conforme a regido de
cultivo.

Dos 75 isolados de Aeromonas
obtidos na pesquisa de Hirsch et al. (2006),
32 (42,66%)  demonstraram  multipla
resisténcia antimicrobiana aos firmacos
testados  eritromicina, tetraciclina, ac.
nalidixico, gentamicina, nitrofurantoina,
canamicina, norfloxacina, cloranfenicol e
sulfonamidas, mesmo aquelas substancias nao
usadas na piscicultura.

A maioria das drogas testadas tiveram
acdo frente aos patdogenos, porém as
porcentagens de isolados resistentes ¢ fato
preocupante, ja que o inadequado uso de
antibidticos tem elevado potencial para
desenvolver linhagens bacterianas resistentes,
destruir a microbiota ambiental, além da

final. O uso na aquicultura pode levar a
contaminacdo direta das aguas superficiais,
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onde os residuos podem acumular-se nos
sedimentos, com potencial de alterar
negativamente o ecossistema aquatico (Alexy
et al., 2004).

Conclusao

Em decorréncia do isolamento de
bactérias patogénicas em orgaos estéreis, em
quantidade e variedade elevada, conclui-se
que os beijupirds, embora aparentemente
saudaveis, estdo infectados com bactérias
potencialmente patogénicas para peixes e
humanos, porém, com elevado nivel de
sensibilidade a maioria das drogas testadas.
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