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RESUMO

CARNEIRO, Daniela Oliveira. Avaliaciio e caracterizacio de populagdes
bacterianas resistentes a antibidticos isoladas em diferentes sistemas de
cultivo de tildpia do nilo (Oreochromis niloticus) Lavras: UFLA, 2005. 56 p.
(Dissertagio — Mestrado em Ciéncia dos Alimentos)'

O objetivo deste trabalho foi verificar a diversidade de resisténcia a
antibidticos em populagbes bacterianas oriundas de diferentes sistemas de
cultivo de tildpias, sem utilizagiio prévia de antibidticos: sistema | (tanque de
alvenaria com arragoamento), sistema 2 (tanque de terra com arragoamento),
sistema 3 (tanque de terra com adubagiio orginica). Para andlise de cada sistema,
foram capturados trés peixes, em estidio de pré-abate, com peso médio de 300
gramas, ¢ coletadas amostras de contetido intestinal e lavado de superficie dos
mesmos, dgua de abastecimento, dgua do tanque e ragio ou adubo orginico. As
amostras foram submetidas 3 quantificacio de populagdes bacterianas totais e
resistentes a ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina e tetraciclina. Col6nias
representativas dessas populagdes foram identificadas pelos testes de gram,
catalase, oxidase e oxidagdo-fermentagio. Noventa ¢ oito amostras selecionadas
foram submetidas ao teste de antibiograma, utilizando-se os seguintes
antibidticos: ampicilina, cefuroxima, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, -
nitrofurantoina, norfloxacina, sulfonamidas e tetraciclina. As populagdes
bacterianas apresentaram-se mais altas no sistema 3 (P= 0,0507), seguidas pelas
do sistema 1 ¢ foram mais baixas no sistema 2 (P< 0,01). O adubo apresentou
percentuais de recuperagfio de bactérias resistentes mais elevados e maior
nimero de bactérias, se comparado as outras amostras (P<0,01). As populagdes
bacterianas resistentes a4 norfloxacina foram superiores em todas as amostras
avaliadas quando comparadas as de contetido intestinal (P<0,01). Os percentuais
de recuperagiio de bactérias resistentes a antibidticos foram, de modo geral,
elevados para ambientes sem uso destas drogas. Membros das familias
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e Vibrionaceae predominaram nos
sistemas | e 2, enquanto no sistema 3 houve predominio das familias
Micrococcaceae e Vibrionaceae. A maioria dos isolados foi resistente a
ampicilina e eritromicina e susceptiveis a norfloxacina ¢ gentamicina. Dentre os
98 isolados, 96% apresentaram indice MAR maior ou igual a 0,2, o que indica
multirresisténcia e 0o MAR médio dos trés sistemas foi igual a 0,4. Portanto, os
sistemas de cultivo analisados constituem fontes de alto risco para manutengio e
disseminagdio de resisténcia bacteriana a diversos antibidticos.

'Comité orientador: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (orientador) e
Roberta Hilsdorf Piccoli- UFLA (co-orientadora)



ABSTRACT

Carneiro, Daniela Oliveira. Evaluation and characterization of antibiotic
resistant bacterial populations from different nile tilapia (Oreochromis
niloticus) culture systems. Lavras: UFLA, 2005. 56 p. Dissertation (Master
degree in Food Science)’

The aim of this work was to verify the antibiotic resistance diversity in bacterial
populations from different Nile tilapia culture systems: system | (concret pond
and commercial pelleted feed), system 2 (land pond and commercial pelleted
feed) and system 3 (land pond and animal manure). For each farm analysis. were
captured three tilapia and collected their intestinal content and surface mucus,
influent water, pond water and pelleted feed or animal manure. Viable total
bacteria and antibiotic resistant bacteria counts were performed by spread plate
method in tryptic soy agar supplemented with ampicillin, chloramphenicol,
norfloxacin and tetracycline. The main bacterial populations were identified by
Gram stain, catalase, oxidase and oxidation-fermentation tests. 98 bacterial
strains were subjected to sensitivity testing against ampicillin, cefuroxime,
chloramphenicol, erithromicin, gentamicin, norfloxacin, nitrofurantoin.
sulfonamides and tetracycline. Total bacterial populations were smaller in farm
2 (P<0,01) than farm . Bacterial populations in farm 3 were higher than farm |
(P=0.0507). Animal manure showed high number of total and resistant bacteria,
when compared with other samples (P< 0,01). Intestinal content didn't show
resistant bacteria to norfloxacin (P< 0,01). The recovery of resistant bacteria was
considerate elevated for the analysed systems. Vibrionaceae, Enterobacteriaceae
and Pseudomonadaceae were most prevalent in farms | and 2. But, in farm 3,
Micrococcaceae and Vibrionaceae were most prevalent. The main bacterial
strains  were resistant to ampicillin and erythromycin, but resistance to
norfloxacin and gentamicin were uncommon. Among 98 bacterial isolates, 96%
were resistant to two or more antibiotics. The multiple antibiotic resistance index
was determined and it was similar for all systems analyzed (MAR= 0,4),
indicating a high risk source for multiple antibiotic resistance.

* Guidance committee: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (advisor) and
Roberta Hilsdorf Piccoli- UFLA (co-advisor)
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1 INTRODUCAO

A aqiiicultura brasileira tem apresentado altas taxas de crescimento,
estimadas em 30% ao ano. apesar de estar concentrada em pequenas
propriedades. A piscicultura de dgua doce esti presente em todos os estados do
Brasil, destacando-se como responsdvel pela maior parte da produgio da
aqiiicultura.

Diferentes sistemas sdo utilizados para o cultivo do pescado no Brasil,
como, por exemplo, os constituidos por tanques de alvenaria ou de terra. O
tanque de alvenaria pode reduzir a contaminagio do pescado, visto que o solo
apresenta grande diversidade de microrganismos que podem levar i elevada
densidade de populagdes bacterianas presentes no ambiente de cultivo. Porém,
tanques de alvenaria elevam a dureza da dgua e, por isso, s30 menos utilizados.
Outra fonte de contaminagiio do ambiente de cultivo do pescado € a utilizagiio de
dejetos de animais para a adubagiio dos tanques de criagdo, a fim de reduzir os
custos de produgdio. Os excrementos de animais podem carrear residuos de
antibidticos ou bactérias resistentes a essas drogas para o ambiente aqiiicola. A
presenca de residuos de antibidticos favorece a selegio de bactérias resistentes
que podem se inserir na cadeia alimentar humana por meio do pescado
contaminado e transferir genes de resisténcia s bactérias da microbiota ou
potencialmente patogénicas para seres humanos. O potencial de cada um dos
sistemas de cultivo, em relagiio A capacidade de albergar bactérias resistentes a
antibidticos ¢ contribuir para disseminagio de genes bacterianos de resisténcia,
ainda niio estd bem estabelecido.

O fato da produgio de pescado estar concentrada em pequenas
propriedades, predominando o abate artesanal, e a falta de fomento para a

atividade sdo responsdveis pela qualidade deficiente do pescado que chega ao



consumidor. O pescado pode veicular diversos microrganismos patogénicos ¢
bactérias resistentes a antibidticos para o homem. Dentre as principais doengas
veiculadas pelo pescado estdo as toxinfecgbes bacterianas, decorrentes da
contaminagiio no ambiente hidrico ou durante o processamento pds-despesca.

Além disso, o uso de agentes antimicrobianos em qualquer etapa da
produgio de alimentos representa um sério risco para o consumidor e,
conseqiientemente, um grave problema de saide piblica mundial. Essa
preocupagiio tem levado a diversos estudos sobre os mecanismos pelos quais a
resisténcia a antibidticos tem se disseminado entre as diferentes populagdes
bacterianas. Porém, poucos trabalhos tém avaliado a ocorréncia de bactérias
resistentes a antibiéticos no ambiente de produgio de pescado, visto que
bactérias do contetido intestinal e da superficie da pele de peixes refletem a
contaminagio do sistema de cultivo e podem ser disseminadas durante o
processamento e a manipula¢iio dos mesmos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar € comparar a
diversidade de resisténcia a antibiéticos em populagGes bacterianas isoladas de
sistemas de cultivo de tildpias, constituidos por tanques de alvenaria ou tanques
de terra, com adubagio orginica ou ndo, sem histérico da utilizagio de

antibioticos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Producfio e consumo do pescado

Os peixes constituem a maior parte da proteina animal consumida em
vérios lugares do mundo, devido A sua abundincia e excelente composi¢iio
nutricional. Além disso, desempenham importante papel na economia de muitos
paises, principalmente da Europa e da Asia. A maior parte da producio de
organismos aqiidticos ¢ proveniente de paises em desenvolvimento (Barros et al.,
2002; Huss et al., 2000; Martins & Vaz, 2002).

Em 1999, a aqiiicultura mundial expandiu cerca de 9%, apresentando um
valor liquido de U$$40 bilhdes. Nesse mesmo periodo, o crescimento no Brasil
foi de 35%, com um valor total em torno de U$3$30 milhdes, comprometidos,
principalmente, com a venda de peixes vivos para o comércio de lazer dos
pesque-e-pagues e uma parte para indudstria de processamento do pescado.
Porém, a aqilicultura pode levar ao aumento do consumo de pescado no pais nos
préximos dez anos, uma vez que a pesca extrativa tem se apresentado abaixo da
metade de seu potencial, com tendéncia 2 estabilizagio ou queda (Oetterer,
2002; Roubach et al., 2003).

Assim, segundo dados da FAO, a piscicultura é uma atividade que vem
crescendo num ritmo de 30% ao ano no Brasil, sendo esse indice de crescimento
superior ao obtido pela grande maioria das atividades rurais tradicionais. O
crescimento dessa atividade se deve ao fato de ela apresentar boa lucratividade e
rdpido retorno financeiro. A produgiio nacional é caracterizada pelas pequenas
propriedades, onde muitos a consideram uma forma de complementagio de
renda, e pela grande diversidade de espécies cultivadas, apresentando nimero
superior a 64 (Ostrensky & Boeger, 1998; Roubach et al., 2003).



As espécies exdticas ainda predominam na piscicultura brasileira, como,
por exemplo, a tildpia do nilo (Oreochromis niloticus: Linnaeus, 1758),
introduzida no Brasil em 1971. A producdo de tildpias em cultivos semi-
intensivos e intensivos € estimada entre 40 e 50 mil toneladas anuais, o que
constitui cerca de metade da produgdio nacional de pescado cultivado. O
potencial piscicola da tilipia para pequenos produtores se deve as caracteristicas
da espécie, como rusticidade, resisténcia ao manuseio e ao transporte, facilidade
de arragcoamento, crescimento rdpido, hdbito alimentar onivoro, resisténcia a
baixas concentragdes de oxigénio dissolvido, além de apresentar carne de sabor
agraddvel e com pequenas espinhas (Kubitza, 2003; Oetterer, 2002).

Em contraste com a produgdio, o consumo per capita de pescado in
natura no Brasil ainda ¢ muito baixo, em tomo de 6 kg/hab/ano. Apenas 10% da
populagdio incorporam o pescado em sua alimentagdo. O hédbito de ingerir
pescado varia de acordo com a regifio, oscilando em 21% no norte € nordeste ¢
2% na regido sul. Entretanto, este consumo apresenta potencial de crescimento
expressivo. Além disso, a tendéncia de aumento do consumo de pescados
semiprontos, por parte da populagdo, ji foi detectada pelos grandes grupos do
setor alimenticio, que estiio processando e distribuindo esses produtos em vdrias
regibes do pais (Germano & Germano, 2001; Kubitza, 2003; Rasguido &
Albanez, 2000). Os produtos oriundos da aqiiicultura no Brasil sdo vendidos
diretamente ao consumidor ou comercializados em feiras livres, supermercados,
restaurantes, pesque-e-pagues e indistrias de alimentagdo (Roubach et al,,
2003).

Apesar das altas taxas de crescimento da aqiiicultura brasileira nos
Gltimos anos, o que reflete uma tendéncia de evolugio da exportagdo dos
produtos, ainda falta uma politica agressiva de fomento para a promogio da

atividade no pais. Isso € comprovado pela pequena expressividade da cadeia



a

produtiva da agqilicultura, principalmente em relacio a transformagio e a

industrializagiio da produgiio (Valenti et al., 2000)

2.2 Uso de dejetos de animais na aqiiicultura

Entre os diferentes tipos de criagdo de peixes, o sistema de integragio
com outros animais tem sido muito utilizado como alternativa para reduzir os
custos de produgio, pois a combinagio de adubos orginicos e ragiio permite
reduzir a quantidade de racio administrada, mantendo-se a produtividade
(Kubitza, 2001). Em 1989, pelo menos dois tercos da produgio mundial de
peixes cultivados originavam-se de tanques fertilizados com adubo orgénico (EI-
Shafai et al., 2004). Como fertilizante orginico para pisciculturas, utilizam-se
excrementos de aves e de suinos, além de esgoto humano (EI-Shafai et al., 2004;
Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a).

A priética de aqiiicultura integrada tem se tornado comum na Tailandia e
outros paises do sudeste asidtico (Petersen & Dalsgaard, 2003b). Nesse sistema,
os peixes se alimentam dos dejetos de forma direta, aproveitando os nutrientes
nio digeridos, ou indireta, ji que a agiio de bactérias sobre a matéria orgénica,
transformando-a em nutrientes inorginicos, favorece o desenvolvimento do
fitopléncton, base alimentar para o zooplincton e outros organismos que servem
de alimento para os peixes (Cecarelli & Figueira, 2001).

Porém, muitas vezes, a adigio de dejetos nos tanques de cultivo é
realizada de forma incorreta, sem orientagdo técnica. Assim, um risco provével
da utilizagio de excrementos animais na piscicultura é a incorporagio de
microrganismos patogénicos ao homem e a contaminagio fecal da microbiota
dos viveiros, levando A poluigiio ¢ ao perigo sanitdrio (Ostrensky & Boeger,
1998).

Sabe-se que ambientes hidricos equilibrados possuem microbiota

prépria, que favorece a manutengdo da vida de todos os seres e que, apesar dos



avangos tecnolégicos em relagio a adubagdo orgdnica de viveiros, os dejetos de
animais, muitas vezes, comtém diversos patégenos virais, bacterianos,
protozodrios e helmintos, que podem ser transmitidos ao homem pela dgua ou
por organismos aqudticos, representando um grande risco para a saldde puiblica.
Dentre as bactérias patogénicas que podem ser carrcadas pelo adubo orgénico,
destacam-se Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella spp.,
Salmonella tvphi, Shigella spp. e Vibrio cholerae (Cecarelli & Figueira, 2001;
Ostrensky & Boeger, 1998).

Por enquanto, nio existem estudos epidemiolégicos conclusivos
associando o uso de dejetos na aqiiicultura as enfermidades humanas. Mas, na
auséncia de mecanismos de controle, deve-se utilizar esterco curtido,
pasteurizado ou submetido a técnicas de compostagem, biodigestor, dentre
outras. As priticas piscicolas de desinfecgiio e limpeza periédica das instalagGes
utilizadas também devem ser consideradas (Cecarelli & Figueira, 2001; El-
Shafai et al., 2004).

Além disso, muitas vezes, antimicrobianos sdo adicionados a ragdo de
animais de produgiio para prevenir enfermidades ou promover o crescimento dos
mesmos. Assim, o uso de dejetos de suinos e aves na aqiiicultura pode introduzir
residuos de antibidticos e bactérias resistentes a antibi6ticos no ambiente de
criagiio dos peixes (Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a,b). H4
relatos de que a prética de pisciculturas integradas pode estar associada com a
elevada ocorréncia de bactérias resistentes a antibidticos no contetido intestinal
de peixes, quando comparada 2 agqiiicultura tradicional (Petersen et al., 2002;
Petersen & Dalsgaard, 2003a). O aumento dos niveis de bactérias resistentes a
antibidticos em pisciculturas pode ocorrer apenas transitoriamente, porém, hé
um grande risco de os genes de resisténcia a antimicrobianos serem
disseminados dentro de uma ampla variedade de bactérias no ambiente aqiidtico

(Petersen et al., 2002).



J4 estd bem determinado o potencial de outros alimentos de origem
animal, por exemplo, carne de aves e de suinos, como carreadores de bactérias
resistentes a antibiéticos para seres humanos por meio do consumo desses
produtos (Bogaard & Stobberingh, 2000; Witte, 2000). Entretanto, ainda ndo foi
estabelecido se a presenga de bactérias resistentes a antibiéticos nos tanques de
cultivo em pisciculturas integradas e se a possivel presenga destas bactérias no
contetido intestinal dos peixes representam risco para os seres humanos

(Petersen et al., 2002).

2.3 Microbiota e contaminagiio do pescado

O pescado pode veicular uma ampla variedade de microrganismos
patogénicos para o homem, sendo a maior parte deles fruto da contaminagiio
ambiental. Outra fonte de contaminagdo importante é o manejo do pescado,
desde o momento da captura até seu destino final, apés passar por vdrias fases de
processamento ¢ transporte (Germano et al., 1998).

Dentre os vérios microrganismos deterioradores e patogénicos do
pescado, as bactérias sdo consideradas as mais importantes, pois estdo
naturalmente presentes no ambiente aqiidtico ¢ amplamente distribuidas por toda
a superficie corpdrea, brinquias e intestino dos peixes (Prata, 1997).

As bactérias mais importantes veiculadas pelo pescado sdo as do género
Vibrio, Salmonella typhi, Salmonella paratvphi e Shigella spp., comumente
encontradas em dguas poluidas por esgotos ou dejetos de animais. A
manipulagio inadequada do pescado pode levar A contaminagio por
Streptococcus spp. e Staphylococcus aureus, ambos presentes nas mucosas € na
superficie da pele de manipuladores de alimentos, € que encontram no pescado
um ambiente favordvel a sua multiplicagdo. Outros agentes bacterianos podem
contaminar o pescado, provocando riscos 2 saide dos consumidores, como

Escherichia coli, Edwardsiella tarda, Pseudomonas spp., Aeromonas spp.,



Enterobacter spp., Citrobacter spp., Yersinia enterocolitica, Listeria
monocyvtogenes, Clostridium perfringens tipo C,  Clostridium botulinum,
Bacillus cereus, Enterococcus spp. e outros coliformes fecais. A maioria
destes microrganismos estd relacionada com a qualidade da dgua de cultivo e do
gelo usado na conservagiio e ou com os procedimentos pds-captura (Germano et
al., 1998; Germano & Germano, 2001; Giannini, 2001; Howgate, 1998; Huss et
al., 2000).

Segundo Miettinen et al. (2001), a higiene do processo e do ambiente de
processamento ¢ indispensdvel para a garantia da seguranca microbioldgica e da
boa qualidade dos produtos da inddstria de peixes; a higiene da produgio é
essencial, especialmente para produtos consumidos crus ou semicrus. Além
disso, a estocagem incorreta do pescado favorece o crescimento microbiano, que
pode atingir niveis elevados.

Em geral, a quantificaciio e a caracterizagdo de bactérias presentes no
pescado refletem vdrios aspectos, dentre eles condigdes fisico-quimicas do
ambiente de cultivo (pH, temperatura, oxigénio dissolvido), interagdes entre
microrganismos e peixes, priticas de manejo e coleta dos peixes, manipulagio,
transporte, armazenamento e os métodos utilizados para o isolamento dos
microrganismos (meio de cultura, condi¢bes de cultivo) (Ramos & Lyon, 2000).

Os microrganismos que constituem a microbiota gastrintestinal de
peixes sdo influenciados pelas caracteristicas microbiolégicas do ambiente de
cultivo. Em fungio disso, peixes capturados em ambientes poluidos por esgotos
e dejetos, em geral, albergam no intestino, nas brinquias e sobre a pele
indicadores de poluigdo fecal e microrganismos potencialmente patogénicos para
os seres humanos, que podem ser difundidos durante o abate, a evisceragiio € o
processamento dos mesmos (Garcia-Lopez et al., 2004; Germano & Germano,
2001; Howgate, 1998; Muratori et al., 2000). Embora o cozimento adequado

possa inativar estes microrganismos, a contaminagio cruzada de outros



alimentos durante a manipulagio do pescado representa um risco i saide de
pessoas susceptiveis, como criangas, idosos e adultos imunocomprometidos
(Gonziles-Rodriguez et al., 2002). Outro ponto a ser considerado é que bactérias
resistentes a antibidticos, provenientes do ambiente aqiidtico, podem se adaptar
ao organismo humano e transferir genes de resisténcia a bactérias patogénicas ou
da microbiota humana (Bogaard & Stobberingh, 2000; Petersen & Dalsgaard,
2003a).

As bactérias veiculadas pelo pescado podem ser divididas em dois
grupos: bactérias naturais do ambiente aqudtico onde os peixes sio criados
(bactérias autéctones) e bactérias decorrentes da contaminagio do ambiente por
dejetos em geral (bactérias aléctones). Um terceiro grupo pode ser considerado e
compreende as bactérias introduzidas nos peixes e seus produtos durante a
manipulagio e o processamento pés-despesca (Howgate, 1998).

Por ser um alimento de ficil decomposicio, o pescado exige cuidados
especiais, principalmente os relacionados d conservagio pelo frio (Germano et
al., 1998). Contudo, a maioria dos riscos relacionados ao consumo de peixes e
derivados pode ser controlada pela adogiio de boas priticas de manufatura, boas
priticas de higiene e aplicagio do programa de andlise dos pontos criticos de
controle (Huss et al., 2000).

2.4 Resisténcia bacteriana a antibiéticos

O uso de antibidticos hd mais de 50 anos na medicina humana, medicina
veterindria e agricultura tem resultado no aumento do nimero de bactérias
comensais € patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos. Isso tem se
tornado um dos principais problemas de satide piblica, pois estd havendo
propagacio da resisténcia a antimicrobianos entre bactérias patogénicas,
dificultando o tratamento clinico de pacientes (Bogaard & Stobberingh, 2000;

Rivera-Tapia, 2003). A resisténcia antimicrobiana é definida freqiientemente



dentro de um contexto clinico e, raramente, como atributo epidemioldgico.
Assim, uma bactéria é considerada resistente a determinado antibiético quando é
capaz de se multiplicar in vitro na presenca da concentragiio plasmdtica que a
droga atinge, de acordo com as recomendagdes terapéuticas (Davison et al.,
2000; Tavares, 1993).

Além disso, o uso de antibidticos para profilaxia, tratamento ou como
promotor de crescimento na produgdo animal e para tratamento de pacientes em
hospitais colabora para que residuos de drogas e bactérias resistentes as mesmas
sejam excretados por animais ou seres humanos e, assim, sejam disseminadas
pelo ambiente. Bactérias resistentes sio encontradas no solo, na dgua, nos
animais, nos peixes, ou seja, em todos os ambientes onde os seres humanos
possam ter contato, inclusive nos alimentos € na dgua de beber. Assim, ha
necessidade urgente de estabeleceem-se bases para o uso de drogas
antimicrobianas e o uso racional deve ser baseado no conhecimento atual dos
mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelos microrganismos, da
transferéncia de genes de resisténcia ¢ dos mecanismos de ag¢do dessas drogas
(Ali Abadi & Lees, 2000; Wegener & Moller, 2000).

Na presenca de genes de resisténcia, a selegiio de uma subpopulagio de
microrganismos resistentes pode ser uma conseqii€éncia da pressio de selegio
devido ao uso de antimicrobianos. Esta pressio leva ao desenvolvimento de
resisténcia de forma mais efetiva quando antibi6ticos sfio utilizados em doses
menores do que o recomenddvel. O poder de selegiio é proporcional ao tempo de
exposi¢do das bactérias ao antibidtico e, além disso, 0 mecanismo de agio das
drogas sobre os microrganismos ¢ fundamental para a determinagio da
resisténcia (Ali Abadi & Lees, 2000; Butaye et al., 2003).

Embora algumas bactérias sejam naturalmente resistentes a alguns
antibiéticos (resisténcia natural), a emergéncia de resisténcia antimicrobiana em

populagGes bacterianas anteriormente susceptiveis tem sido associada ao uso de
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antibidticos (resisténcia adquirida) (Davison et al., 2000). Cada mecanismo de

resisténcia adquirida as drogas pode ser originado pela aquisi¢io horizontal de
genes, carreada por plasmideos, transposons ou bacteriéfagos, por recombinagio
de DNA externo ao cromossomo ou pela mutagio em diferentes sitios do
cromossomo bacteriano. A via mais importante para aquisi¢io de genes de
resisténcia ¢ a transferéncia de plasmideos entre bactérias da mesma espécie,
filogeneticamente distantes ou com habitats distintos. Isto pode envolver a
transferéncia de resisténcia a varios antibidticos simultaneamente, contribuindo
para o aumento da prevaléncia de bactérias com multipla resisténcia. Por outro
lado, a resisténcia cromossomica pode ser passada apenas para a progénie
(dispersdo clonal), sendo limitada sua habilidade de disseminacdo (Ali Abadi &
Lees, 2000; Butaye et al., 2003: Davison et al., 2000; Rivera-Tapia, 2003; Smith
& Lewin, 1993).

Bactérias possuem mecanismos bem caracterizados pelos quais se
tornam resistentes a antibidticos. Dentre esses mecanismos, destaca-se a
modificagdo do sitio alvo da droga ou das enzimas necessdrias para ativacio da
mesma, inativagio ou destruicio enzimdtica da droga, redugio da
permeabilidade celular & droga ou desvio metabolico, efluxo ativo da droga e
superproducio da enzima alvo (Mckeegan et al., 2002; Smith & Lewin, 1993).
Genes que codificam sistemas de efluxo de antibidticos sdo fregiientemente
associados a elementos genéticos méveis que podem ser facilmente transferidos
entre bactérias. Alguns sistemas de efluxo especificos estio relacionados com
resisténcia a macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas e cloranfenicol em
bactérias gram negativas e gram positivas (Butaye et al., 2003).

Durante muitas décadas, o foco sobre a prevaléncia da disseminagio e
dos mecanismos envolvidos na resisténcia bacteriana a antibidticos estava
concentrado sobre patégenos. Entretanto, atualmente, tem-se ressaltado a

importdncia do estudo da mobilidade e da transferéncia de genes de resisténcia
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entre bactérias comensais de animais e de seres humanos ou entre bactérias ndo
patogénicas do ambiente e bactérias com importincia médica. Além disso, uma
conexdo entre o uso de antibidticos na produgiio animal e o aumento de
resisténcia a antibidticos por patégenos de seres humanos tem sido melhor
estudada (Bogaard & Stobberingh, 2000; Rhodes et al., 2000; Sorum & Abée-
Lund, 2002).

H4 evidéncias crescentes de que a microbiola representa uma
oportunidade para a selecio de genes de resisténcia, que podem ser
disseminados a outras espécies ou géneros bacterianos por meio de transferéncia
horizontal, como processos de conjugacdo, transdugdo e transformagdo (Rivera-
Tapia, 2003; Witte, 2000). Deve-se ressaltar que os patégenos hospitalares € a
microbiota comensal de seres humanos e de animais sdo considerados
importantes reservatorios de resisténcia a antibidticos. Portanto, a necessidade
de controlar e de limitar a disseminagdo de resisténcia faz aumentar a
importincia do conhecimento do papel exercido pelos reservatérios no
desenvolvimento, na manuten¢io ¢ na disseminagiio da resisténcia as drogas
(Rhodes et al., 2000; Smith & Lewin, 1993; Witte, 2000).

Viérios genes de resisténcia a antibidticos foram seqilenciados e,
comparando-se as seqiiéncias, elas se mostraram idénticas ou muito
semelhantes, mesmo entre genes extraidos de diferentes ambientes. Isto sugere
que bactérias relacionadas a alimentos podem adquirir genes de resisténcia de
uma ampla variedade de nichos ecoldgicos (Sorum & Abée-Lund, 2002). A
conjugacdio e a transferéncia de plasmideos R siio fendmenos comuns no
ambiente e podem ocorrer entre cepas bacterianas de seres humanos, animais €
peixes que ndo sdo relacionadas evolutivamente, nem ecologicamente, até
mesmo na auséncia de antibidticos. Conseqiientemente, a contaminagiio do
ambiente com patégenos bacterianos resistentes a agentes antimicrobianos €

uma ameaga ndo s6 como fonte de doen¢a, mas também como fonte de
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plasmideos R que podem se disseminar facilmente a outros patégenos de
diversas origens (Kruse & Sorum, 1994),

Dentre as diversas rotas de comunicagiio entre reservatérios de
resisténcia a antibiéticos em seres humanos e na produgiio animal, o papel da
cadeia alimentar ¢ bem determinado. Estudos recentes revelam que o uso de
antibidticos em todas as partes da cadeia de produgiio de alimentos contribui
para o aumento do nivel de resisténcia a antibidticos entre bactérias patogénicas
veiculadas por alimentos. Além disso, bactérias relacionadas a alimentos
constituem um grupo heterogéneo com hébitats originais estendendo-se a todos
os nichos onde alimentos para o consumo humano sio produzidos ou
manipulados (Sorum & Abée-Lund, 2002; Witte, 2000).

2.5 Desenvolvimento de resisténcia bacteriana a antibidticos na aqiiicultura

Embora a maioria dos estudos de desenvolvimento de bactérias
resistentes tenha foco principalmente em bovinos, aves e suinos, a emergéncia
de amostras resistentes a antibidticos em patégenos de peixes tem sido registrada
em sistemas agqiiicolas tropicais e temperados, visto que muitos compostos
antimicrobianos sfio utilizados para tratamento e profilaxia de enfermidades em
pisciculturas (Hatha et al., 2005; McPhearson et al., 1991).

Holmstrom et al. (2003) relataram que o uso profildtico de antibi6ticos
na agqiiicultura tem se tornado comum, principalmente em paises em
desenvolvimento como a Tailindia. Os antibidticos mais utilizados pelos
produtores na Asia sdo norfloxacina, oxitetraciclina, enrofloxacina e
sulfonamidas, que também sdo empregados na terapéutica humana. No Reino
Unido, os antibiéticos aprovados para uso em pisciculturas sdo oxitetraciclina,
dcido oxolinico, amoxicilina e co-trimazina, porém, é recomendado um periodo
minimo de retirada da medicagio antes do abate (Alderman & Hastings, 1998).

No Brasil, apesar de niio haver levantamentos sobre o uso de antibiticos na

13



aqiiicultura, as drogas mais utilizadas sdo oxitetraciclina, sulfa/trimetoprim e
icido oxolinico. Porém, na legislagio brasileira, niio hd regulamento para a
utilizagiio de nenhuma droga na aqjiiicultura.

Segundo Vivekanandham et al. (2002), a resisténcia de bactérias
patogénicas a antibiéticos é um problema mais severo nos paises em
desenvolvimento, onde nio hi controle do uso de antimicrobianos. Outro ponto
a ser ressaltado é que, nesses paises, a dgua de beber nem sempre € tratada.
Assim, bactérias resistentes a antibi6ticos em pisciculturas podem ser carreadas
aos seres humanos que bebem diretamente a dgua oriunda dessas criagdes de
peixes (Alderman & Hastings, 1998).

Outra fonte potencial de transferéncia de bactérias resistentes e genes de
resisténcia, do ambiente aqilicola para os seres humanos, ¢ o consumo direto
desses microrganismos presentes em pescados e derivados crus ou que sofreram
cocgio inadequada (Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a). Rhodes
et al. (2000) demonstraram que plasmideos albergando genes de resisténcia a
tetraciclina podem ser transferidos entre diferentes espécies de Aeromonas e
Escherichia coli e entre ambientes hospitalares e aqiiicolas em diferentes
localizagdes geogrificas. Esses autores consideram que os ambientes hospitalar
e piscicola constituem um dnico ambiente interativo, pois plasmideos InCUR
associados previamente somente 2 piscicultura foram encontrados em isolados
hospitalares. A resisténcia a antibiéticos mediada por plasmideos também foi
identificada em alguns patégenos bacterianos de peixes, como Aeromonas
salmonicida, Aeromonas hydrophila, Vibrio anguilarum, Pseudomonas
fluorescens, Photobacterium damselae subsp. piscicida, Edwardsiella tarda ¢
Yersinia ruckeri (Alderman & Hastings, 1998).

Além disso, o uso profildtico de antibiéticos na aqiiicultura afeta a
densidade de bactérias no tanque de cultivo, sendo que a freqiiéncia de

resisténcia a antimicrobianos reflete o uso dos mesmos durante o cultivo de
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camardo. Assim, sugere-s¢ que parte dos antimicrobianos administrados na
ragiio passam pelo intestino dos organismos cultivados sem serem absorvidos e
alcangam o ambiente do tanque na sua forma ativa, contribuindo para a selegiio
de bactérias resistentes na microbiota do tanque e dos organismos cultivados
(Tendencia & dela Pena, 2002).

Portanto, o uso de antibiéticos na aqilicultura deve ser limitado, a fim de
se reduzir a disseminagio de resisténcia aos mesmos em bactérias patogénicas
ou da flora comensal de peixes e outros organismos cultivados, além de evitar o
risco da presenga de residuos de drogas nos alimentos destinados ao consumo
humano. Deve-se enfatizar a importincia de se adotar medidas profilaticas na
aqiiicultura, como a vacinagio, assim o uso de antibi6ticos é necessdrio apenas
quando houver surtos de doengas bacterianas (Bruun et al., 2003).

Porém, poucos estudos t€m caracterizado a presenca de bactérias
resistentes em ambientes aqiiicolas sem uso prévio de antibidticos. Percentuais
significativos de resisténcia bacteriana em tanques de cultivo de camario, nos
quais ndo havia uso de antimicrobianos, foram descritos por Tendencia & dela
Pena (2002). Portanto, hi necessidade da realizagiio de novos estudos, a fim de
se verificar a presenca de bactérias resistentes em ambientes aqiiicolas sem
utilizagdo prévia de antimicrobianos.

Geralmente, o perfil de resisténcia bacteriana aos antibidticos &
mensurado por meio de métodos qualitativos, como o método de discos de
difusdo descrito por Bauer et al. (1966). Entretanto, poucos trabalhos tém sido
conduzidos considerando-se a populagfio total de bactérias isoladas de uma
determinada amostra frente  agfio de antibi6ticos. Alguns estudos demonstraram
a importincia desta outra maneira de se verificar o perfil de resisténcia a
antibidticos em bactérias isoladas dos ambientes de cultivo de pescados,
encontrando altos niveis de resisténcia aos antibiéticos em populagbes isoladas

do ambiente e dos animais cultivados (Lima, 2004; Miranda & Zemelman, 2001;
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Petersen & Dalsgaard, 2003a; Tendencia & dela Peiia, 2002). Essa metodologia
adiciona informacdes mais precisas sobre a difusdo da resisténcia bacteriana na

aqiiicultura e sua inser¢iio na cadeia alimentar humana.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Delineamento experimental

Realizou-se uma andlise quantitativa seguida de andlise qualitativa da
ocorréncia de bactérias resistentes a antibidticos em diferentes sistemas de
cultivo de tilipias do Nilo. Para andlise quantitativa, mensuraram-se¢ as
populagdes bacterianas oriundas de sistemas de cultivo de tildpias do nilo, com
manejos distintos. Para tal, utilizou-se dgar soja tripticaseina (TSA) sem
antibiéticos ou suplementado, individualmente, com ampicilina, cloranfenicol,
norfloxacina ou tetraciclina. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados disposto em esquema fatorial 7x4, apresentando o total de dois
fatores, microambientes (dgua de abastecimento, dgua do tanque, ragio, adubo
orginico, muco de superficie e contetido intestinal) e antibiéticos (ampicilina,
cloranfenicol, norfloxacina e tetraciclina), ¢ trés blocos, sistemas de cultivo
denominados 1,2 ¢ 3.

Na andlise qualitativa, as principais familias bacterianas resistentes aos
antibiéticos nos ambientes analisados foram determinadas. Posteriormente, o
perfil de resisténcia a antibiéticos foi verificado pelo método de difusdo em
disco, que permitiu a determinagdo da multirresisténcia dos isolados

identificados as drogas testadas.
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3.2 Sistemas de cultivo de tilapias do nilo (Oreochromis niloticus)

Foram analisados trés diferentes sistemas de cultivo de tildpias do nilo,
sem utilizagdo prévia de antibidticos, que eram contemporineos e localizados na
mesma propriedade, sendo os mesmos povoados simultaneamente, O sistema |
era constituido por tanque de alvenaria e, para alimentagdo dos peixes, utilizava-
se ragdo comercial extrusada para fase de engorda com 28% de proteina. No
sistema 2, constituido por tanque de terra escavado, utilizava-se, para
alimentagfio das tilipias, a mesma ragfio do sistema 1. O arragoamento nos
sistemas | e 2 era realizado duas vezes ao dia. O sistema 3 era constituido por
tanque de terra escavado com adubagio e ndo havia arragoamento. A fertilizagio
do sistema 3 foi realizada antes de seu povoamento, por meio da adi¢io de
adubo orginico e inorginico. Como adubo organico, foram utilizados excretas
de aves submetidos & compostagem. Uma mistura de sulfato de amédnia e
superfosfato simples, mantendo-se uma relagio nitrogénio:fésforo de 5:1, foi
utilizada para adubagfio inorginica. Além disso, a manutengio foi realizada por
meio da adigdo quinzenal do adubo organico ao tanque de cultivo do sistema 3.
A coleta de amostras do sistema 3 ocorreu cerca de 4 meses ap6s sua fertilizagio
inicial.

A 4gua de abastecimento da piscicultura foi proveniente de agude

proprio, que represava dgua de chuva nio tratada.

3.3 Amostras coletadas

Para comparar a diversidade de populagSes bacterianas entre diferentes
sistemas de cultivo de tildpias, trés sistemas com manejos distintos (tanque de
alvenaria com arragoamento, tanque de terra com arragoamento e tanque de terra
com adubacio orgiinica) foram amostrados. As coletas foram realizadas em dias

diferentes, com intervalo maximo de uma semana entre as mesmas.

17



3.3.1 Agua de abastecimento e do tanque

A dgua de abastecimento foi coletada em dois pontos, antes de atingir a
bifurcagio para os diferentes sistemas. Dos sistemas selecionados, foram
coletadas amostras de dgua de trés diferentes pontos do tanque de cultivo, cerca
de 30 centimetros abaixo da superficie da lamina d’dgua. As amostras de dgua

foram coletadas em frascos estéreis ¢ enviadas ao laboratério.

3.3.2 Ragiio e adubo organico

Foram coletados 100 gramas de ragio comercial extrusada, nos dias em
que o sistema 1 e o sistema 2 foram amostrados. No dia de andlise do sistema 3,
100 gramas do adubo orginico foram coletados. As amostras acondicionadas em

frascos estéreis foram encaminhadas ao laboratdrio para andlise microbioldgica.

3.3.3 Peixes

De cada sistema selecionado, coletaram-se trés tildpias em estidio de
pré-abate, com peso médio de 300 gramas, que foram acondicionadas em sacos
plasticos dentro de caixas de isopor e transportadas vivas, a temperatura
ambiente, ao laboratério. No laboratério, os peixes foram sacrificados por
choque térmico, conforme recomendado por Noga (1996) e foram submetidos a
metodologia da rinsagem ou lavagem superficial (Harrigan, 1998).
Posteriormente, realizou-se a coleta asséptica do contetido intestinal dos

mesmos.

3.4 Quantificaciio das populagdes bacterianas
3.4.1 Meios de cultura e condigdes de cultivo

Para a quantificagdo das populagGes bacterianas de todas as amostras
coletadas, foi utilizado o &gar soja tripticaseina (TSA) (Biolife, Itilia),

suplementado com nistatina (1000UI/mL) (Teuto, Brasil), a fim de reduzir a
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contaminagdo por fungos. As amostras coletadas foram submetidas a dilui¢des
seriadas. Aliquotas de O.ImL das dilui¢des adequadas foram semeadas em
duplicata, utilizando-se o método de espathamento na superficie, em TSA sem
antibiético (controle) e TSA suplementado. separadamente, com ampicilina
(10ug/mL), cloranfenicol (25pug/mL), norfloxacina (25ug/mL) e tetraciclina
(25ug/mL). As placas semeadas foram incubadas 2 temperatura de 30°C durante
24 horas. A leitura foi realizada por meio da contagem das colonias e
determinag@o das unidades formadoras de coldnias por mililiro (UFC/mL),
considerando-se a média das duplicatas da dilui¢io que apresentou 30 a 300
colbnias isoladas por placa. Posteriormente, os resultados obtidos foram
convertidos em logaritmo (log) de base 10 para realizagio da andlise estatistica.
O percentual de recuperagiio de bactérias resistentes a antibiéticos foi
determinado por meio da divisio do nimero de UFC/mL do meio suplementado
com antibidticos pelo nimero de UFC/mL do meio sem antibiéticos. O resultado
dessa divisdo foi multiplicado por 100 para gerar o percentual de bactérias

resistentes.

34.2 Agua do tanque e de abastecimento
Ap6s homogeneizagiio de cada amostra, aliquotas de 1mL de dgua foram
inoculadas em tubos contendo 9mL de solugdo salina 0,85% estéril, procedendo-

se a diluigdes seriadas até 10

3.4.3 Racdo e adubo orginico

Dez gramas da ragio ou do adubo orginico foram triturados e
homogeneizados em 90mL de solugio salina 0,85% estéril. Ap6s a
homogeneizagio, foram realizadas diluigSes seriadas até 10™ e 10, para ragdo e

adubo, respectivamente.
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3.4.4 Microbiota da superficic das tildpias

Os peixes transportados até o laboratério foram lavados em solugio
salina 0,85% estéril dentro de sacos pldsticos. A amostragem foi realizada pela
metodologia da rinsagem ou lavagem superficial (Harrigan, 1998). O produto da

rinsagem foi diluido seriadamente até 107,

3.4.5 Conteitdo intestinal

A obtengiio asséptica de amostras do contetido intestinal de cada peixe
foi realizada de acordo com o recomendado por Noga (1996) e pelo Office
International des Epizooties (OIE, 2001). Foi realizada a desinfecgio da
superficie dos peixes com dlcool 70% e, posteriormente, uma incisdo na porgdo
ventral média, utilizando-se instrumentos cirdrgicos estéreis. Parte do intestino
foi seccionada e colocada em placas de Petri estéreis. Um grama do conteiddo
intestinal foi diluido e homogeneizado em tubo contendo 9 mL de solugdo salina

0,85% estéril, procedendo-se a diluigdes seriadas até 10°,

3.5 Anilise qualitativa
3.5.1 Identifica¢do das principais familias bacterianas

Apés a determinagio das populagdes bacterianas resistentes aos
antibiGticos testados (ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina ¢ tetraciclina),
foram selecionadas e repicadas em TSA cinco coldnias de diferentes morfotipos
da duplicata da melhor diluigdo de cada amostra. Quando o niimero de
morfotipos diferentes superava cinco por placa, um representante de cada
morfotipo era repicado para posterior identificagio. Os isolados foram
submetidos aos testes de gram, catalase, oxidase e oxidagio-fermentagio (O-F)
para a identificagio de quatro familias distintas: Enterobacteriaceae,

Micrococcaceae, Pseudomonadaceae e Vibrionaceae (Quinn et al., 1994).
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3.5.2 Perfil de resisténcia a antibiéticos

Representantes das familias bacterianas identificadas foram submetidos
a determinagio do perfil qualitativo de resisténcia a antibidticos. pelo método de
difusio de discos de antibidticos, utilizando-se dgar Mueller Hinton (Oxoid.
USA) (NCCLS, 1990). Os antibiéticos selecionados para a realizag@o dos testes
representam diferentes classes de drogas, além de serem relevantes para
terap€utica na medicina humana e veterindria, sdo eles: ampicilina, cefuroxima,
cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacina,
tetraciclina e sulfonamidas. Foram utilizadas, como controle de qualidade do
teste, as amostras de referéncia Psewdomonas aeruginosa (ATCC 27853) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Amostras das familias identificadas foram repicadas em TSA, de onde
foi coletada uma porgio de massa bacteriana que foi diluida e homogeneizada
em solugdo salina 0,85% estéril, sendo a turbidez da suspensdo comparada 2 do
padrio 0,5 da escala de McFarland, que equivale aproximadamente a 10°
UFC/mL. Por meio de “swabs™ estéreis embebidos na suspensio bacteriana, a
amostra foi estriada em placas de petri contendo dgar Mueller Hinton. Os discos
de antibidticos (CECON, Brasil) foram colocados na superficie do agar,
utilizando-se pingas previamente flambadas. As placas foram incubadas em
estufa a 30°C durante 18-24 horas. Apés a incubaciio, os didmetros dos halos de
inibicdo foram mensurados e comparados com a tabela de performance padriio
para testes de susceptbilidade a antibidticos e, entdo, as bactérias foram

classificadas como sensiveis ou resistentes.

3.5.3 Perfil de miltipla resisténcia a antibiéticos
O indice MAR (nudtiple antibiotic resistance) foi utilizado para
determinagdo da multirresisténcia. Este indice, quando aplicado a um isolado, ¢

definido como a/b, ou seja, divide-se o nimero de antibidticos aos quais o
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isolado foi resistente (a) pelo nimero de antibidticos aos quais o isolado foi

exposto (b). Indice MAR acima de 0.2 indica multirresisténcia (Krumperman,

1983).

3.6 Anilise estatistica

Inicialmente foram gerados graficos de caixa (box-plot) descritivos para
cada fator, permitindo ripida comparaciio que orientou a escolha dos testes de
hipétese.

Para comparar as populacOes bacterianas resistentes aos antibioticos
testados nos diferentes microambientes dos sistemas de cultivo analisados, foi
usada a andlise de variincia (ANAVA) do modelo log yijx= 1 + S, + mg, + ag, +
(m X @) + ey, sendo s; sistemas de cultivo com i= 1...3, m;: microambientes
com j= 1.6 ¢ a,: antibidticos com k= 1..4. O experimento foi montado em
blocos casualizados num esquema fatorial, assumindo que e ~ n (0, &,
adotando-se o nivel de 5% de significincia para a realizacdo dos testes F da

ANAVA,

I
(R



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Populagdes bacterianas resistentes isoladas dos diferentes sistemas de
cultivo analisados
Os dados da Tabela | representam as populagdes bacterianas totais e

resistentes a antibidticos isoladas da dgua de abastecimento dos diferentes
sistemas de cultivo de tilipias. Nos dias das coletas 1, 2 e 3, foram coletadas as
demais amostras para andlise dos sistemas de cultivo 1, 2 e 3, respectivamente.
Foi observado que, no sistema 1, houve isolamento de um maior nimero de
bactérias totais e resistentes a todos os antibidticos testados na dgua de
abastecimento, se comparado aos outros sistemas. A dgua de abastecimento,
apesar de ser a mesma para os trés sistemas, foi coletada em dias diferentes e
apresentou populages bacterianas resistentes 2 ampicilina, ao cloranfenicol e 2

norfloxacina em todas as coletas.

TABELA | Quadro de resumo das populagdes bacterianas resistentes a
antibidticos para a dgua de abastecimento de sistemas de cultivo de tilipias do
nilo (Oreochromis niloticus) em trés coletas, realizadas em dias distintos

Amostra Coleta Controle Ampicilina Cloranfenicol Norfloxacina  Tetraciclina
Anad 1 550x 10" 1.61x10° 500« 10° 1L.54x10° 446x 10°
gua de 2 9.55x 10° 1.82x10°  3.63x 10° 4,26 x 10 0.00
h | 1 » * ¥ ol Al *
Abastecimento 3 549x10° 1.86x10°  3.80x 10° 1.54 x 10° 0.00




Na Tabela 2, estdio representadas as médias de populagées bacterianas
totais e resistentes a antibidticos isoladas de cada amostra analisada, dos
diferentes sistemas de cultivo de tildpias. No sistema | ndo foram isoladas
bactérias resistentes a norfloxacina e a tetraciclina na dgua do tanque e no muco
de superficie, porém, no conteido intestinal, isolaram-se bactérias resistentes a
tetraciclina. O sistema 2 apresentou populagio bacteriana resistente a tetraciclina
na dgua do tanque, porém, nido houve isolamento de bactérias resistentes a
norfloxacina na dgua do tanque, no muco de superficie € no contetido intestinal.
Esses dados sugerem que as bactérias resistentes & norfloxacina presentes na
dgua de abastecimento niio se adaptam ao ambiente de cultivo dos peixes nos
sistemas 1 e 2. A ragdo apresentou contagem bacteriana mais baixa no sistema 2,
se comparada ao sistema 1, visto que, apesar de ser a mesma ragio comercial, a
coleta foi realizada em dias distintos.

Em relagfio ao sistema 3, houve o isolamento de bactérias resistentes a
norfloxacina na dgua do tanque e no muco de superficie, porém, essa populagio
bacteriana foi ausente no conteido intestinal. Além disso, populagdes
bacterianas resistentes a tetraciclina estiveram presentes no muco de superficie e
no contetido intestinal dos peixes coletados do sistema 3. O adubo orgnico
apresentou elevada populagdo bacteriana total e resistente a todos os antibidticos
testados, visto que 0 mesmo era constituido por excretas de aves submetidos a

compostagem, o que nio elimina os microrganismos presentes no mesmo.
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TABELA 2 Quadro de resumo das médias das populagbes bacterianas
resistentes a antibidticos para as amostras coletadas dos sistemas de cultivo I, 2
e 3 de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Amostra Tratamento*  Controle Ampicililm Cloranfenicol Norfloxacina  Tetraciclina

) Sistema | 3.16x 10°  229x10° 371 x I10F 0.00 0.00
Agua do Sistema2  831x 100 660x10°  537x10° 000  1.28x10'

fanque Sistema3  7.24x10° 355x10°  1.02x10° 3.54 x 10° 0.00

i Sistema | 6.45 x 10° 0,00 501 x 10° 0.00 0.00

o kdo ou Sistema2 < 1.0x 10 0.00 0.00 0.00 0.00
AADOTENED T gistema 3 831x 10°  1.66x10°  3.71x10° 446x10°  3.63x 107

Sistema | 1.62x10° 1.04x10° 741x lof 0.00 0.00
“'“‘3,“? Sistema2 645x 10°  3.63x10°  4.57x10° 0.00 0.00
superticte Sistema 3 3.71x10° 933x10°  144x10° 398x10°  1.90x 10°
g Sistema | 1.55x 10" 549x10°  4.89x 10 0.00 1.34x 10°

comeids  Sistema2 1.82x10° 331x10°  204x10° 0.00 0.00
nestin Sistema3  831x100 223x10°  S.01x 10 0.00 2.57x 10°

* Sistema 1- tanque de alvenaria com arragoamento; Sistema 2- tanque de terra
com arragoamento; Sistema 3- tanque de terra com adubagio orginica

Apesar de ndo haver a utilizagio prévia de antibidticos nos sistemas
analisados, ocorreu o isolamento de populagdes bacterianas resistentes a
ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina e tetraciclina. Isso representa a
disseminagfio € a expressio de genes de resisténcia a antibiéticos no ambiente
aqilicola estudado, mesmo na auséncia de drogas.

Neste trabalho, isolaram-se todas as populagdes bacterianas vidveis
presentes nos sistemas de cultivo de tildpias analisados, determinando-se a
resisténcia global das mesmas a diferentes antibiéticos. Muitos trabalhos sobre
resisténcia a antibidticos no ambiente aqiidtico consideram apenas bactérias
patogénicas como indicadores de poluigio, relacionando-as a doengas
infecciosas e genes de resisténcia. Porém, ¢ mais vilido mensurar todas as
populagdes bacterianas presentes no ambiente aquitico, visto que as mesmas

podem albergar determinantes de resisténcia a antibidticos que podem ser
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transferidos a patdgenos de seres humanos ¢ de animais (Goni-Urriza et al.,
©2000).

Para o isolamento das bactérias de interesse, utilizou-se TSA
suplementado com ampicilina, norfloxacina e tetraciclina, antibiGticos
freqiientemente utilizados na terap€utica de seres humanos e de animais, e TSA
suplementado com cloranfenicol. Apesar da proibi¢io do uso de cloranfenicol na
produgio animal na maioria dos paises ter ocorrido em torno de 1990, o
interesse em verificar populagbes resistentes a essa droga nos sistemas de
criagiio analisados advém do fato de genes de resisténcia ao cloranfenicol serem
identificados em elementos genéticos méveis e em locus de multirresisténcia no
genoma bacteriano (Arcangioli et al., 1999). Além disso, recentemente, foi
identificada a ocorréncia de resisténcia a esse antibidtico em bactérias
patogénicas de peixes (Michel et al., 2003).

O grifico da Figura | representa o total de populagdes bacterianas
presentes em cada sistema de cultivo analisado. Observa-se que o nimero total
de populagGes bacterianas diferiu entre os sistemas de cultivo de tildpias. O
sistema 2 (tanque de terra + ragiio) apresentou contagem bacteriana total mais
baixa em relagdo ao sistema | (tanque de alvenaria + ragio) (P< 0,01). Porém, o
sistema 3 (tanque de terra + adubo orginico) apresentou maior nimero de
bactérias do que os sistemas 1 e 2, resultado muito préximo do limite de
significincia (P= 0,0507). Esperava-se que o tanque de terra levasse 2 maior
contaminagdo do ambiente de cultivo do pescado, visto que o solo € rico em
microrganismos. Porém, observou-se que o tanque de terra com arragoamento
apresentou menor nimero de populagdes bacterianas, quando comparado ao
tanque de alvenaria. Além disso, os resultados sugerem que o adubo orginico
seja o fator determinante para o aumento do nimero de bactérias presentes no

sistema 3.
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FIGURA 1 Grifico de caixa representando o total de populagdes bacterianas nos
diferentes sistemas de cultivo de tildpias do Nilo (Sistema |- tanque de alvenaria
com arragoamento; Sistema 2- tanque de terra com arragoamento; Sistema 3-
tanque de terra com adubagio orginica)
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O total de populagdes bacterianas resistentes aos antibidticos testados,
presentes nos sistemas de cultivo, estd representado em conjunto na Figura 2, na
qual pode-se observar que a contagem de bactérias resistentes & norfloxacina foi
inferior & dos demais antibidticos (P< 0,05). As populagdes bacterianas
resistentes 4 ampicilina e ao cloranfenicol foram semelhantes entre si € ao
controle. Em relagiio 2 tetraciclina, houve menor niimero de bactérias resistentes,
se comparado ao controle, porém, este resultado ndo foi significativo
estatisticamente. De modo geral, a contagem de populagdes bacterianas
resistentes aos antibiéticos testados foi semelhante nos trés sistemas analisados.
Resultados semelhantes foram obtidos por Lima (2004), que quantificou
populagdes bacterianas resistentes, isoladas de um sistema de criagio constituido
por tanque de terra com arragoamento ¢ observou menor resisténcia a
norfloxacina, quando comparadas ao controle, 2 ampicilina, & tetraciclina e ao

cloranfenicol.
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FIGURA 2 Grifico de caixa representando o total de populagdes bacterianas
resistentes aos diferentes antibiGticos testados (Ap- ampicilina, Cl-
cloranfenicol, Co- controle, No- norfloxacina e Tt- tetraciclina
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O grifico da Figura 3 representa o total de bactérias isoladas das
amostras coletadas dos diferentes sistemas de cultivo de tildpias analisados. O
nimero total de bactérias isoladas foi diferente para cada amostra coletada,
como pode ser visualizado na Figura 3. O adubo apresentou nimero
significativamente superior de bactérias em relag@io As demais amostras, como
contetido intestinal (P< 0,05), dgua de abastecimento (P< 0,001), muco de
superficie (P< 0,001), ra¢cdo (P< 0,001) e dgua de cultivo (P< 0,001). Assim, a
populagio bacteriana isolada foi superior para o adubo orgénico, seguido pelo
contetido intestinal dos peixes. J4 a 4gua de abastecimento, o muco de superficie
e a dgua do tanque apresentaram médias inferiores, se comparados ao adubo e ao
contetdo intestinal, e nio diferiram entre si. Porém, a rag@o apresentou a menor

contagem de bactérias, em relagdo as demais amostras analisadas.
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FIGURA 3 Grifico de caixa representando o total de populagdes bacterianas
isoladas das diferentes amostras coletadas (Ad- adubo; Ci- contetido intestinal;
Cp- dgua de abastecimento; R- muco de superficie; Rc- ragdo; Tq- dgua do
tanque)
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As interagdes entre as diferentes amostras coletadas e os antibiéticos
testados estdo representadas na Figura 4. Conforme estd representado, o adubo
orginico apresentou um elevado nimero de populagdes bacterianas totais e
resistentes a todos os antibidticos testados. O conteudo intestinal também
apresentou grande nimero de populagdes bacterianas totais e resistentes a
ampicilina, ao cloranfenicol e a tetraciclina; porém, nfio foram isoladas bactérias
resistentes a norfloxacina do contetddo intestinal (P< 0,01), o que sugere que
bactérias resistentes a norfloxacina ndio se adaptam bem a este nicho. A ragio
apresentou baixa contagem de bactérias totais ¢ resistentes apenas ao
cloranfenicol. DePaola et al. (1995), analisando o efeito de ragio medicada com
oxitetraciclina sobre a densidade de bactérias gram negativas e a prevaléncia de
resisténcia i tetraciclina, observaram que a freqiiéncia de populagées bacterianas
resistentes no contetido intestinal dos peixes cultivados ¢ semelhante a
observada na dgua de cultivo. Porém, neste estudo, a dgua de abastecimento, a
dgua do tanque e o muco de superficie apresentaram nimeros de populagSes
bacterianas (otais e resistentes & ampicilina, ao cloranfenicol e a tetraciclina
inferiores as isoladas de adubo orginico e de contetido intestinal. Além disso,
Lima (2004) niio isolou bactérias resistentes a norfloxacina do conteido
intestinal de tildpias cultivadas em um tanque de terra, sem utilizag@o prévia de

antibidticos, o que corresponde ao observado neste trabalho.
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FIGURA 4 Grificos de caixa representando as populacoes bacterianas totais
(controle) ¢ resistentes aos antibidticos testados (ampicilina, cloranfenicol,
tetraciclina, norfloxacina), em cada amostra coletada. em conjunto, dos trés
sistemas de cultivo de tildpias do Nilo analisados (Ad- adubo: Ci- contetido
intestinal; Cp- dgua de abastecimento: R-muco de superficie; Re- racdo; Tg-
agua do tanque)
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Os dados das Tabelas 3, 4 e 5 representam a porcentagem de
recuperagiio de bactérias resistentes a ampicilina, cloranfenicol, norfloxacina e
tetraciclina nos diferentes sistemas de cultivo de tildpias analisados. Os
percentuais de recuperacio de bactérias resistentes obtidos nos diferentes
sistemas analisados foram considerados elevados para ambientes sem utilizagio
prévia de antibiéticos, o que também foi demonstrado por Lima (2004).
Percentuais inferiores aos relatados neste trabalho foram encontrados em
criagdes de peixes e de camario onde havia uso constante de drogas (Miranda &
Zemelman, 2002b; Tendencia & dela Pena, 2002). As diferentes condigdes
experimentais dos trabalhos podem ter influenciado neste resultado
(temperatura, espécie de peixe, local do experimento). Poucos trabalhos 1€m
mensurado o percentual de recuperagiio de bactérias resistentes a antibiéticos em
pisciculturas de clima tropical, mas ji foi relatado que temperaturas elevadas
favorecem o desenvolvimento de determinadas populagGes bacterianas (Viégas
& Souza, 2004).

Este trabalho demonstra que, além de favorecer o desenvolvimento de
urn maior niimero de populagdes bacterianas, altas temperaturas estdo associadas
4 maior recuperagiio de bactérias resistentes a antibidticos no ambiente aqgiidtico.
Portanto, sugere-se que densidades populacionais elevadas podem favorecer a
disseminagio de genes de resisténcia a antibidticos entre bactérias presentes nos

sistemas de cultivo analisados.
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TABELA 3 Contagem bacteriana total sobre meio TSA nio suplementado com
antibidticos (UFC/mL) e porcentagem de recuperagiio de bactérias resistentes a
ampicilina (AMP), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (CLO) e tetraciclina
(TET) no sistema | (tanque de alvenaria com arragoamento)

Antibioticos (%)
Amostras UFC/mL AMP NOR CLO TET
Agua de
abastecimento 549x10° 85% 85% 98% 44%
Agua do tanque 3.16x10° 94% 0% 103% 0%
Ragiio 1,03 x 10? 0% 0% 96% 0%
Muco de
superficie 1.62 x 10 93% 1% 92% 0%
Contevdo
intestinal 1.58 x 10 97% 0% 79% 71%

TABELA 4 Contagem bacteriana total sobre meio TSA nio suplementado com
antibiéticos (UFC/mL) e porcentagem de recuperagiio de bactérias resistentes a
ampicilina (AMP), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (CLO) e tetraciclina
(TET) no sistema 2 (tanque de terra com arragoamento)

Antibiéticos (%)
Amostras UFC/mL AMP NOR CLO TET
Agua de
abastecimento 9,54 x 10° 76% 88% 86% 0%
Aguadotanque  831x I(P 96% 0% 94% 40%
Ragio < 1.00 - - - -
Muco de
superficie 6.60 x 10° 90% 0% 94% 0%
Contelido
intestinal 1.82 x 10° 88% 0% 85% 0%

35



TABELA 5 Contagem bacteriana total sobre meio TSA néio suplementado com
antibidticos (UFC/mL) e porcentagem de recuperagiio de bactérias resistentes a
ampicilina (AMP), norfloxacina (NOR), cloranfenicol (CLO) e tetraciclina
(TET) no sistema 3 (tanque de terra com adubagiio orginica)

Antibioticos (%)
Amostras UFC/mL AMP NOR CLO TET
Agua de
abastecimento 5.37x 10° 83% 81% 95% 0%
Aguadotanque  7.24 x 10° 90% 89% 106% 0%
Adubo 8.31x10° 93% 67%% 96% 76%
Muco de
superficie 3.7t x 10° 83% 73% 88% 64%
Conteudo
intestinal 831 x10 93% 0% 85% 69%

Observou-se, de modo geral, que, apesar da dgua de abastecimento ter
uma baixa contagem bacteriana total, ela apresentou elevados percentuais de
recuperagiio de bactérias resistentes a norfloxacina ¢ ao cloranfenicol. Ao
contrdrio, 0 conteido intestinal apresentou alta contagem bacteriana total,
porém, os percentuais de recuperagio de resisténcia para norfloxacina e
cloranfenicol foram inferiores aos da dgua de abastecimento. Esses dados
sugerem que outros fatores, além da populagio bacteriana total, favorecem a
porcentagem de bactérias resistentes. Assim, apesar do nimero de populagdes
bacterianas ser baixo na dgua de abastecimento, bactérias potencialmente
resistentes a cloranfenicol e norfloxacina podem se adaptar ao ambiente de
cultivo do pescado, contribuindo para manutengio e disseminagdo de genes de
resisténcia no mesmo.

Dentre as diferentes amostras analisadas, os menores percentuais de

recuperagdo foram obtidos para a ragdo, que apresentou bactérias resistentes
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apenas ao cloranfenicol no sistema 1. Ao contririo deste trabalho, Lima (2004)
isolou elevado nimero de bactérias resistentes a ampicilina, cloranfenicol,
tetraciclina e norfloxacina da ragfio farelada utilizada para alimentagio de
tilipias. Além disso, populagdes bacterianas resistentes 2 oxitetraciclina foram
isoladas de rag6es comerciais peletizadas utilizadas para alimentagiio de salmio
em diferentes sistemas de cultivo no Chile (Miranda & Zemelman, 2002b).
Acredita-se que essas diferencas de contaminagio da ra¢dio por bactérias
resistentes a antibidticos sejam decorrentes da sua composigio, da qualidade dos
seus ingredientes, do seu teor de proteina animal, da temperatura e do local de
armazenamento, dentre outros fatores.

J4 o adubo orginico apresentou a maior contagem bacteriana total e
clevados percentuais de recuperagio de bactérias resistentes a todos os
antibidticos testados, sugerindo que o mesmo pode ser uma fonte potencial de
contaminagdo para o sistema 3. Assim, os percentuais de recuperagio mais
elevados no sistema 3, quando comparado aos sistemas | e 2, podem ser
decorrentes da utilizagio do adubo orginico. H4 relatos de que niveis de
resisténcia e de multirresisténcia sdo mais elevados em bactérias isoladas em
pisciculturas integradas, quando comparadas com sistemas de cultivo
tradicionais (Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a). Segundo El-
Shafai et al. (2004), tildpias cultivadas em tanques contaminados por matéria
fecal apresentaram brinquias, muco de superficie e figado contaminados por
coliformes fecais, 0 que pode levar A contaminagdo dos misculos dos peixes
durante a manipulagio e preparo do alimento. Além disso, a descarga de dejetos
em rios também contribuiu para o aumento de cepas bacterianas aléctones
(Enterobacteriaceae) e autéctones (Aeromonas spp.) resistentes a antibi6ticos
(Goni-Urriza et al., 2000).

Além disso, no sistema 3, houve elevada recuperacio de bactérias

.

resistentes & tetraciclina no adubo, no muco de superficie ¢ no contetido
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intestinal dos peixes. A resisténcia a tetraciclina tem sido relacionada a
elementos genéticos moéveis (Speer et al., 1992; Sorum & Abée Lund, 2002).
Portanto, o sistema 3 pode ser considerado um reservatério de bactérias que
albergam genes de resisténcia a tetraciclina que podem ser transferidos a
bactérias patogénicas ou da microbiota de seres humanos (Rhodes et al., 2000).

Muitos autores associam a presenga de bactérias resistentes no ambiente
aqudtico com a utilizagiio de antibidticos no mesmo (Brunn et al., 2003; DePaola
et al., 1995; Petersen & Dalsgaard, 2003; Tendencia & dela Peiia, 2002;
Vivekanandhan et al., 2002). Além disso, o uso de antibiéticos na aqiiicultura
altera a densidade de populagcSes bacterianas que constituem a microbiota do
ambiente de cultivo (Miranda & Zemelman, 2002b). Entretanto, neste trabalho,
verificou-se a recuperagio de populagdes bacterianas resistentes, mesmo em
ambientes sem o uso prévio de drogas, o que sugere que outros fatores
relacionados 2 piscicultura, além do uso de antibidticos, tais como igua de
abastecimento, adubagio organica e qualidade da dgua do tanque, favorecem o
desenvolvimento de bactérias resistentes.

Portanto, fatores responsdveis pela ocorréncia de resisténcia a
antibiéticos na auséncia da utilizagio dos mesmos ainda sdo obscuros. Alguns
pesquisadores relatam que niveis elevados de nutrientes podem favorecer o
aumento da freqiiéncia de bactérias resistentes no ambiente aqiiitico na auséncia
de antibidticos. A prépria dgua de abastecimento dos sistemas de cultivo pode
carrear bactérias que albergam genes de resisténcia a antibiGticos. Esses genes
de resisténcia, quando necessdrios, podem ser mantidos dentro de uma
populagio, protegendo bactérias de substincias antimicrobianas produzidas por
outros membros da microbiota ou de residuos agricolas e de efluentes

domésticos (Miranda & Zemelman, 2002b).
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4.2 Freqiiéncia de familias bacterianas nos diferentes sistemas analisados

Os dados da Tabela 6 representam o mimero de representantes das
familias bacterianas presentes nos sistemas de cultivo analisados. Neste trabalho,
foram consideradas apenas as familias bacterianas potencialmente patogénicas
para seres humanos e relevantes no que diz respeito ao abrigo e troca de genes
de resisténcia a antibidticos. Verificou-se que grande parte dos isolados
bacterianos ndo se enquadrou em nenhuma das familias descritas, visto que o
ambiente aqiidtico possui grande diversidade de espécies bacterianas (Miranda

& Zemelman, 2002b).

TABELA 6 Niimero de familias bacterianas isoladas dos diferentes sistemas de

cultivo de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Sistemas de criacio*

Familias Sistemal  Sistema2  Sistema 3 Total
Enterobacteriaceae 16 (10%) 25 (15%) 4 (2,0%) 45
Micrococcaceae 13 (8,0%) 18 (10%) 56 (23%) 87
Pseudomonadaceae 18 (12%) 27 (16%) 20 (9,0%) 65
Vibrionaceae 32 (20%) 25 (15%) 58 (23%) 15
Nio identificadas 80 (50%) 78 (44%) 103 (43%) 261
Total 159 173 241 573

* Sistema 1- tanque de alvenaria com arragoamento; Sistema 2- tanque de terra
com arragoamento; Sistema 3- tanque de terra com adubagio orginica
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No sistema |, observou-se maior isolamento de membros da familia
Vibrionaceae. Porém, as familias Pseudomonadaceae, Vibrionaceae e
Enterobacteriaceae predominaram no sistema 2. J4 no sistema 3, apesar da
adubacgiio orginica, houve menor isolamento de membros da familia
Enterobacteriaceae, com predominio de bactérias das familias Vibrionaceae e
Micrococcaceae. Todos os membros da familia Micrococcaceae isolados neste
trabalho pertenciam ao género Staphylococcus sp. De modo geral, a familia mais
prevalente nos sistemas de criagiio analisados foi a Vibrionaceae, que ¢
considerada parte da microbiota de ambientes aqiidticos.

Miranda & Zemelman (2001) observaram uma maior proporgio de
bactérias das familias Enterobacteriaceac e Vibrionaceae em amostras de
brinquias e conteudo intestinal de peixes marinhos capturados no Chile.
Representantes da familia Micrococcaceae niio sio comuns no ambiente
aqiiitico, porém, este estudo niio pdde determinar os fatores que contribuiram
para o desenvolvimento destas bactérias nos sistemas analisados, principalmente
no sistema 3. Os dados sugerem que o adubo pode ter carreado residuos de
antibidticos ou determinadas populagdes de bactérias que influenciaram a
diversidade de espécies bacterianas no sistema 3. Segundo Petersen & Dalsgaard
(2003b), a adubagdo orgidnica em ambientes de cultivo de peixes promove a
modificagio da microbiota ambiental, alterando o perfil de resisténcia das
populagbes bacterianas as drogas e a composicio das espécies de
microrganismos no ambiente.

As familias identificadas sio consideradas da microbiota indigena e niio
indigena dos peixes. Populagdes bacterianas semelhantes, como Sraphylococcus
sp. ¢ membros da familia Vibrionaceae, foram observadas por Boari (2004) e
Lima (2004) em sistema de cultivo de tildpia, constituido por tanque de terra,
sem utilizagdo de antibiéticos. Embora bactérias possam estar presentes em

baixas contagens iniciais no pescado, algumas condigdes de processamento ¢ de
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armazenamento podem levar ao desenvolvimento da populagdo bacteriana, o que

constitui um risco para a satide publica (Huss, 1994).

4.3 Perfil de resisténcia a antibiéticos

Os percentuais de bactérias resistentes, isoladas dos sistemas de cultivo
1. 2 e 3, aos antibidticos testados pelo método de discos de difusio sio
apresentados na Tabela 7. Observa-se que os perfis de resisténcia dos isolados
bacterianos entre os sistemas de cultivo analisados foram semelhantes. As
bactérias apresentaram freqiiéncias de resisténcia isoladas consideradas
elevadas, apresentando-se resistentes, principalmente 4 ampicilina (B-lactimico)
e 2 eritromicina (macrolideo). Menores porcentagens de resisténcia foram
verificadas para norfloxacina (quinolona) e gentamicina (aminoglicosideo).

A resisténcia mediada por elementos genéticos méveis, como
plasmideos e transposons conjugativos, é muito comum para P-lactimicos,
macrolideos e aminoglicosideos (Radu et al., 2003; Schmidt et al., 2001; Son et
al., 1997; Sorum & Abée-Lund, 2002; Takeuchi et al., 2005; Zhao et al., 2003).
Assim, a possibilidade de transferéncia de genes bacterianos de resisténcia 2
ampicilina, A eritromicina e 2 gentamicina nos sistemas de cultivo analisados é
real, o que constitui um risco a satide publica. Além disso, a alta densidade de
populagdes bacterianas nos sistemas de cultivo analisados pode favorecer a troca
de genes que codificam mecanismos de resisténcia a esses antibiGticos entre
membros da microbiota e bactérias patogénicas. J4 a resisténcia as quinolonas é
decorrente de mutagdes cromossdmicas, sendo rara a transferéncia de
resisténcia, pois a mesma € disseminada por meio da difusdo clonal de amostras
sutantes (Hawkey, 2003; Zhao et al., 2003). Portanto, a presenca de bactérias
resistentes a norfloxacina nos sistemas de criagio analisados sugere que, caso
haja a utilizagdo de quinolonas nos ambientes estudados, pode haver a sele¢io

clonal de bactérias resistentes a este antibidtico.
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TABELA 7 Freqiiéncias de resisténcia a antibidticos em isolados bacterianos,

oriundos de diferentes sistemas de cultivo de tilapias do Nilo (Oreochromis

niloticus)
Numero de amostras resistentes (%)
Antibiéticos Sistema 1°* Sistema 2°* Sistema 3°*

Ampicilina 23 (12%) 24 (73%) 22 (67%)
Cefuroxima 09 (28%) 17 (51%) 15 (45%)
Cloranfenicol 07 (22%) 10 (30%) 09 (27%)
Eritromicina 26 (81%) 25 (78%) 28 (85%)
Gentamicina 02 (6%) 02 (69%) 05 (15%)
Nitrofurantoina 09 (28%) 13 (39%) 12 (36%)
Norfloxacina 08 (25%) 02 (6%) 06 (18%)
Sulfonamidas 18 (56%) 13 (39%) 12 (36%)
Tetraciclina 18 (56%) 16 (49%) 16 (48%)

a- tanque de alvenaria com arragoamento; b- tanque de terra com arragoamento;

c- tanque de terra com adubagciio orgnica
* Ndmero total de isolados bacterianos: 32 (sistema 1), 33 (sistema 2) ¢ 33

(sistema 3)
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Os resultados sugerem que os trés sistemas de cultivo constituem fontes
potenciais de bactérias resistentes, principalmente a eritromicina e a ampicilina,
mesmo sem a utilizagiio destas drogas nos mesmos. Entretanto, este trabalho niio
determinou se os elementos genéticos que caracterizaram resisténcia aos
antibidticos testados sio de origem cromossomica ou plasmidial. Caso exista a
presenca de elementos genéticos moéveis nos sistemas de cultivo analisados,
estes podem disseminar resisténcia a antibidticos entre espécies bacterianas
presentes no ambiente aqiidtico, filogeneticamente distintas, patogénicas ou nio.

Os dados sobre resisténcia aos antibiéticos testados, de acordo com as
familias identificadas nos diferentes sistemas de cultivo, sio é apresentados na
Tabela 8. Dentre as familias analisadas, verifica-se maior nimero de isolados
resistentes a ampicilina e 2 eritromicina nas familias Pseudomonadaceae e
Vibrionaceae. A resisténcia da familia Vibrionaceae 4 ampicilina é considerada
intrinseca (Radu et al., 2003; Schimidt et al, 2001). A familia
Pseudomonadaceae apresentou freqiiéncia de resisténcia mais alta a um grande
nimero de antibidticos testados (eritromicina, cefuroxima, cloranfenicol,
ampicilina e nitrofurantoina). Além disso, bactérias resistentes a norfloxacina e A
tetraciclina foram mais freqiientes na familia Micrococcaceae, enquanto a
resisténcia & gentamicina foi rara em todas as familias analisadas. Resultados
semelhantes foram obtidos por Hatha et al. (2005), que observaram elevados
niveis de resisténcia A amoxicilina (B-lactimico) e a tetraciclina e de
suscepibilidade 2 gentamicina em Aeromonas sp. isoladas do contetido intestinal

de peixes de dgua doce.
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TABELA 8 Perfil de resisténcia a antibidticos em isolados bacterianos de diferentes familias,
oriundos de trés sistemas de cultivo de tildpias do Nilo (Oreochromis niloticus)

Antibiéticos*
Familias Ne° de

amostras NOR TET ERI CFX CLO AMP GEN SUL NIT

Enterobacteriaceae 17 | 5 17 8 3 14 1 5 6

Micrococcaceae 21 10 19 7 | 0 3 0 12 2
Pseudomonadaceae 21 13 21 20 16 20 2 3 20

Vibrionaceae 21 0 4 20 2 0 20 4 19 0

Nio identificadas 18 9 14 10 7 12 2 4 6
Total 98 16 50 79 4l 26 69 9 43 34

* Antibidticos testados: norfloxacina (NOR), tetraciclina (TET), eritromicina (ERI), cefuroxima
(CFX), cloranfenicol (CLO), ampicilina (AMP), gentamicina (GEN), sulfonamidas (SUL),

nitrofurantoina (NIT)



4.4 Perfil de multipla resisténcia a antibiéticos

Os dados da Tabela 9 representam os perfis de muiltipla resisténcia aos
antibidticos testados dos isolados bacterianos oriundos dos sistemas de cultivo 1,
2 ¢ 3. Observa-se maior freqiiéncia de resisténcia simultinea a eritromicina,
ampicilina ¢ sulfonamidas, pois, dos 98 isolados bacterianos testados, 14
apresentaram este perfil. Além disso, 11% dos isolados bacterianos
apresentaram multirresisténcia a seis antibidticos testados (tetraciclina,
eritromicina, cefuroxima, cloranfenicol, ampicilina e nitrofurantoina), 10%
foram resistentes 2 ampicilina e 2 eritromicina ¢ 8% foram resistentes a
norfloxacina, tetraciclina e sulfonamidas, simultaneamente. Os demais perfis de
multirresisténcia aos antibidticos testados apresentaram baixas porcentagens de

representantes.



TABELA 9 Perfil de muiltipla resisténcia a antibiéticos de isolados bacterianos,
oriundos de diferentes sistemas de cultivo de tildpias do nilo

Perfil de miltipla resisténcia* Niimero de isolados resistentes

Sistema 1° Sistema2®  Sistema 3°

CFX CLO !

ERI AMP 3 3 4
ERI NIT 1

ERI SUL 1
NOR TET 1
TET ERI

TET NIT

TET SUL

CFX AMP SUL

ERI AMP SUL 5
ERI CFX AMP

ERICFX CLO |
ERI CFX NIT |
ERI SUL NIT 1

NOR TET SUL 5 3
TET CFX CLO 1
TET ERI AMP !

TET ERI SUL

ERI AMP GEN SUL 1
ERI CFX AMP SUL 2 1
ERI CFX AMP NIT

TET ERI AMP SUL 3
TET ERI CFX AMP

ERI CFX CLO AMP NIT

TET ERI CFX AMP NIT

TET ERI CFX CLO AMP

TET ERI AMP GEN SUL 1 |
NOR TET ERI CFX SUL NIT
TET ERI CFX CLO AMP NIT 4 5 2
ERI CFX CLO AMP GEN SUL NIT

NOR TET ERI CFX CLO AMP NIT 1
TET ERI CFX CLO AMP GEN NIT 1
TET ERI CFX CLO AMP SUL NIT 1
NOR TET ERI CFX CLO AMP GEN NIT 3

NN — ) — —

—_—D = e

—_—_ N ==

TOTAL 30 32 32

* Antibidticos testados: norfloxacina (NOR), tetraciclina (TET), eritromicina
(ERD), cefuroxima (CFX), cloranfenicol (CLO), ampicilina (AMP), gentamicina
(GEN), sulfonamidas (SUL), nitrofurantoina (NIT)

a- tanque de alvenaria com arragoamento; b- tanque de terra com arragoamento;
c- tanque de terra com adubagiio orgénica
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Plasmideos podem carrear determinantes de resisténcia simultinea a
virias drogas, o que pode levar ao fendmeno de sele¢iio cruzada, aumentando o
nimero de bactérias multirresistentes em determinado ambiente (McPhearson et
al., 1991). Mutagdes no cromossomo bacteriano também estio relacionadas com
a miltipla resisténcia a antibiéticos, pois podem codificar sistemas de efluxo que
impedem o acumulo de diversos antibiéticos no interior da célula bacteriana.
(Miranda & Zemelman, 2002a). Assim, como foi observado porcentagem
significativa de resisténcia simultinea a algumas drogas nos sistemas de cultivo
analisados, sugere-se que pode estar havendo a disseminagio de elementos
genéticos méveis ou a selegiio de amostras mutantes nos mesmos. Apesar deste
estudo niio permitir avaliar se o perfil de multirresisténcia dos isolados testados
se deve a mutagdes cromossdmicas, plasmideos ou outros elementos genéticos
moéveis, as bactérias isoladas dos sistemas de cultivo 1, 2 e 3 podem ser
consideradas fontes de alto risco para manutengio e disseminagiio de resisténcia
a multiplas drogas.

O indice de multirresisténcia (MAR) aos antibiticos testados foi
determinado em relagfio as familias bacterianas identificadas, como pode ser
observado na Tabela 10. Dentre as 98 amostras bacterianas testadas, 96%
apresentaram indice MAR igual ou acima de 0,22, o que caracteriza miiltipla
resisténcia. O perfil de multirresisténcia nos trés sistemas analisados foi
semelhante, tendo a média dos indices MAR em todos os sistemas sido 0.4. A
miiltipla resisténcia a antibidticos é elevada em ambientes onde hd utilizagio
constante de drogas (Krumperman, 1983; Vivekanandhan et al., 2002). Porém,
neste trabalho, os resultados do indice MAR revelaram que, mesmo na auséncia
de antimicrobianos nos sistemas de cultivo analisados, a maioria dos isolados
bacterianos foi considerada fonte de alto risco para disseminagio de genes de

resisténcia.
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TABELA 10 Numero de populagdes bacterianas com miultipla resisténcia a
antibidticos representantes das diferentes familias identificadas

Indice Familias bacterianas

MAR E* M p* V* NI#* Total
0.22 6 7 1 i 5 20
0,33 5 10 0 12 5 32
0,44 2 2 2 5 3 14
0,55 2 0 5 2 0 09
0.66 1 0 9 0 2 12
0,77 0 0 4 0 0 o4
0,88 ] 0 0 0 2 03
Total 17 19 21 20 17 94

* E= Enterobacteriaceae; M= Micrococcaceae; P= Pseudomonadaceae; V=
Vibrionaceae; NI= nio identificadas

Empiricamente, considerando-se a resisténcia simultinea & metade dos
antibiéticos testados, a familia Pseudomonadaceae apresentou maior nimero de
amostras resistentes a cinco ou mais antibiéticos (MAR> 0,44), enquanto as
outras familias analisadas apresentaram maior nimero de bactérias com indice
MAR abaixo de 0,44. A multirresisténcia a antibidticos é freqiiente em membros
da familia Pseudomonadaceae e geralmente estd associada a plasmideos R
(Quinn et al, 1994). Representantes da familia Micrococcaceae nao
apresentaram resisténcia simultinea a mais de quatro antibidticos, o que era
esperado, pois bactérias gram-positivas tendem a ser mais susceptiveis a agdio de
antibiéticos do que bactérias gram-negativas.

Neste trabalho, observou-se uma relagdo entre a familia bacteriana ¢ o
indice de muiltipla resisténcia a antibiéticos. Miranda & Zemelman (2002a)
observaram elevada proporgio de bactérias resistentes a muiltiplas drogas em
sistemas de cultivo de salmio no Chile, ocorrendo alta incidéncia de resisténcia

a amoxicilina ¢ 2 eritromicina e de susceptibilidade 4 gentamicina € a

48



enrofloxacina. Porém, esses autores verificaram que o perfil de mudtlipla
resisténcia a antibidticos niio estava relacionado as espécies bacterianas.

Portanto, a transferéncia de multipla resisténcia a antibiéticos é um dos
principais problemas decorrentes do uso de antimicrobianos na aqiiicultura, visto
que a pressio de selegiio favorece as trocas de genes de resisténcia entre
bactérias do ambiente (Miranda & Zemelman, 2002a). Além disso, a presenga de
elevado nimero de bactérias resistentes e multirresistentes no ambiente aqiidtico
gera implicagGes ecoldgicas e de sadde puiblica e enfatiza a necessidade de mais
estudos, principalmente em relagio aos determinantes de resisténcia em
diferentes espécies bacterianas, assim como sobre a possibilidade de
transferéncia de genes de resisténcia a patdgenos humanos por meio do consumo
de pescados (Miranda & Zemelman, 2001).
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5 CONCLUSOES

O total de populagdes bacterianas diferiu entre os sistemas de cultivo
analisados. O sistema com adubagdio orgdnica apresentou maior nimero de
bactérias totais e resistentes a antibidticos.

Percentuais de recuperagiio de bactérias resistentes acima de 80% foram
constatados nos diferentes sistemas de cultivo analisados, mesmo sem utilizagio
prévia de antibidticos nos mesmos.

O adubo orginico foi considerado fonte potencial de contaminagéo para
o sistema no qual foi utilizado.

A maioria dos isolados bacterianos testados apresentou miiltipla
resisténcia a antibidticos.

Muitos representantes da familia Pseudomonadaceae apresentaram
resisténcia simultdnea a mais de cinco antibiéticos.

O tipo de sistema de cultivo nio influenciou o perfil qualitativo de

resisténcia a antibidticos.
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ANEXO A

TABELA 1A

TABELA 2A

ANEXOS

Quadro resumo da andlise de varidncia e
respectivos niveis de significincia para o teste
F, para os fatores microambientes (M) e
antibidticos (A), sendo sistemas de cultivo (S)
considerados blocos........cuiveeeeeeeieceeceernirennns

Valores de *“t” e respectivos niveis de
significincia para as varidveis sistema de
cultivo 2 (82), sistema de cultivo 3 (S3), dgua
de abastecimento (AA), dgua de cultivo (AC),
ragiio (Rc), muco de superficie (R), contetido
intestinal (CI), em relagiio aos antibidticos,
norfloxacina (NF), cloranfenicol (CL),
tetraciclina (TT) e controle (CO). O intercepto
representa a média do tratamento sistema de
cultivo 1 (S1), com adubo orginico e
amPiCiling ......ovceicerccnieiiee e
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TABELA 1A Quadro resumo da andlise de varidincia e respectivos niveis de
significAncia para o teste F, para os fatores microambientes (M) e antibidticos
(A), sendo sistemas de cultivo (S) considerados blocos

FV GL Sq Qm F P(>F)
S 2 81.91 40,95 51,3024 <2.2e-16***
M 5 356,76 71,35 89,3837 <2,2e-16%**
A 4 274,87 68.72 86,0826 <22e-| G¥**
M:A 20 143,18 7,16 8.,9684 6.643e-16***
Residuos 123 98,19 0,80

Cédigos de significincia: 0"***°0,001"**°0,01"*°0,05°."0,1" "1

TABELA 2A Valores de *“t” e respectivos niveis de significincia para as
varidveis sistema de cultivo 2 (S2), sistema de cultivo 3 (S3), Aagua de
abastecimento (AA), dgua de cultivo (AC), ragiio (Rc), muco de superficie (R),
contetido intestinal (CI), em relagio aos antibidticos, norfloxacina (NF),
cloranfenicol (CL), tetraciclina (TT) e controle (CO). O intercepto representa a
média do tratamento sistema de cultivo | (S1), com adubo orginico e ampicilina

Fonte de Estimativa Erro padrio Valor de PGt

variacio “t”
Intercepto 8,8492 0,9130 9,692 <2e-16%**
S2 -0,6890 0,1810 -3,807 0,000220***
S3 0,3708 0,1879 1.973 0,050691
AA -6,2659 0,9834 -6,372 3,39e-09***
AC -6,0979 0,9834 -6,201 7,79e-09k %%
Rc -8.5047 1,1057 -7,692 4,02e-12%**
R -5,8876 0,9477 -6,213 7,37e-09%**
Cl -2,2020 0,9477 22,324 0,021791*
NF -2,5700 1,2635 -2,034 0,044107*
CI:NF -3,9711 1,3319 -2,982 0,003458%*
AA:NF 2,6820 1,3841 1.938 0,054958.
Rc:NF 2,5700 1,5475 1,661 0,099318.

Cédigos de significincia: 0°#*%°0,001°**°0,01°*'0,05°.°0,1" "
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