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RESUMO

MIAN, Glducia Frasnelli. Concentracao inibitéria minima de antibidticos
usados em aqiiicultura frente as aeromonas méveis 2006. 66 p. Dissertagdo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG*.

As bactérias do género Aeromonas sdao ubiquas em ambientes aquéticos,
associadas a doencas em peixes e seres humanos. S3o bastonetes Gram-
negativos, pertencentes a familia Vibrionaceae podendo também servir de fonte
de elementos genéticos moveis carreadores de genes de resisténcia a
antibiéticos. No Brasil, ndo se conhece o nivel de resisténcia a oxitetraciclina e
ao 4cido oxolinico nas aeromonas méveis. O objetivo deste trabalho foi
determinar a concentracdo inibitéria minima (MIC) de antibidticos para isolados
de aeromonas moveis (Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. sobria) oriundos de
dgua de cultivo de peixes e de casos clinicos de septicemia hemorrigica. Para a
determinacdo do MIC, 120 isolados de aeromonas moéveis foram utilizados. A
metodologia empregada foi a microdiluigdo em caldo, de acordo com as
recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute, (CLSI, 2005).
Para a oxitetraciclina 83,33% dos isolados agruparam-seem valores de MIC<
0,97ug/mL, sendo considerados sensiveis, enquanto 16,67% agruparam-se nos
valores de MIC >31,25ug/mL (resistentes). Ja para o 4cido oxolinico, foram
encontrados isolados resistentes com MIC = 0,195ug/mL (10,8% dos isolados).
Os valores de MIC frente a oxitetraciclina apresentaram uma distribui¢do
bimodal em todas varidveis estudadas. Ja para o 4cido oxolinico, a distribui¢ao
foi polimodal na anédlise dos isolados em conjunto, na comparagdo das fontes e
para as espécies A. hydrophila e A. caviae, sendo bimodal para A. sobria.

*Comité Orientador: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (Orientador),
Adriana Mello Garcia Rabelo - UFLA (Co-orientadora)
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ABSTRACT

MIAN, Glaucia Frasnelli. Minimal inhibitory concentration of antibiotics used
in aquaculture in face of Motile Aeromonads. 2006. 66p. Dissertation (Master in
Veterinary Sciences) - Federal University of Lavras, Lavras, MG*

The bacteria of the genus Aeromonas are ubiquitous in aquatic environments
and associated with diseases in fishes and human beings. Are Gram-negative
rods, belong to the family Vibrionaceae and can be a source of the mobile
genetic elements carryings antibiotics resistance genes. In Brazil, the profile of
resistance to oxytetracycline and to oxolinic acid in motile aeromonads is
unknown. The objective of this work was to determine the minimal inhibitory
concentration (MIC) for isolates of motile aeromonads (Aeromonas hydrophyla,
A. caviae, A. sobria) obtained from fish culture water and from clinical cases of
hemorrhagic septicaemia. For determination of MIC, 120 isolates of motile
aeromonads were used. The methodology utilized for determination of MIC was
the broth microdilution in according to Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2005). For oxytetracycline, 83,33% those isolates were grouped
in MIC values < 0.97 pug/mL, and were considered sensitive, whereas 16.67%
were grouped in MIC values > 31.25 pug/mL (considered as resistant). For the
oxolinic acid, resistant isolates with MIC > 0.195 pg/mL (10.8% of the isolates)
were found. The MIC values for oxytetracycline presented bimodal distribution
for all sources analyzed. For the oxolinic acid, the MIC values presented a
polimodal distribution for all sources and species analyzed, except for A. sobria,
which presented a bimodal profile.

*QGuidance Committee: Henrique César Pereira Figueiredo — UFLA (Adviser),
Adriana Mello Garcia Rabelo - UFLA (Co-adviser)



1 INTRODUCAO

A aqiiicultura brasileira e as atividades comerciais ligadas a ela vém
apresentando um crescimento acelerado nos dltimos anos, devido as condigdes
climaticas e geograficas que favorecem o cultivo de peixes em nosso pafs, sendo

apontadas como mercados estratégicos para o desenvolvimento sustentdvel.

Observa-se, cada vez mais, o aumento de espécies de peixes cultivadas
no Brasil, sendo os cultivos semi-intensivo e extensivo os tipos de sistemas
predominantes. O uso do sistema intensivo tem aumentado nos dltimos anos,
sendo empregado em altas densidades populacionais, favorecendo o

aparecimento de doencas nos peixes.

Entre os microrganismos patogé€nicos aos peixes, as aeromonas moveis
tém assumido, nos ultimos anos, uma posicdo importante, devido a sua
ocorréncia como emergente agente causador de doencas e pelo fato de estarem
envolvidas em relatos de resisténcia a antibidticos. Sao microrganismos ubiquos
em 4agua doce, sendo a antibioticoterapia a forma mais eficiente e disponivel até

0 momento para o controle da doenga.

O niimero de antibidticos usados na piscicultura € limitado devido ao
custo das drogas para o tratamento de grandes popula¢cdes, bem como a forma de
administracdo. A via oral € a mais comumente utilizada com o antibidtico
incorporado a racdo, o qual nio deve alterar a palatabilidade do alimento. Assim,
a oxitetraciclina e o dcido oxolinico sao drogas muito utilizadas na piscicultura

por atenderem a estes critérios.



E crescente a preocupagdo com o aumento da resisténcia bacteriana aos
antibidticos usados na piscicultura e com a transferéncia de genes de resisténcia
em ecossistemas aqudticos. Ndo se conhecem, no Brasil, os niveis de resisténcia

ao acido oxolinico e a oxitetraciclina em aeromonas moveis.

O presente estudo teve por objetivo determinar a concentracio inibitdria
minima (MIC) de oxitetraciclina e dcido oxolinico para espécies de aeromonas
méveis, isoladas de casos clinicos de septicemia hemorrdgica em peixes e de

ambientes aquaticos, de diversas origens geograficas, no Brasil.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Situacao da aqiiicultura no Brasil

As atividades relacionadas com a agqiiicultura no Brasil, hoje, sdo
praticadas em todos estados do pafs, sendo realizadas tanto em dgua doce como
dgua salgada. Elas abrangem as seguintes modalidades: o cultivo de peixes
(piscicultura), de camardes (carcinocultura), de ras (ranicultura) e a criagdo de
moluscos, como ostras, mexilhdes e escargot (malacocultura). A piscicultura é a

producdo predominante, com destaque para sistemas de cultivo em 4gua doce.

Desde 1990, a aqiiicultura mundial vem apresentando crescimento
acelerado, com aumento, entre os anos de 1999 e 2001, de 187,6%. Dados
publicados pela FAO em 2003 indicam que a producdo da aqiiicultura em 2001
foi de 48,4 milhdes de toneladas, gerando uma receita de US$ 61,5 bilhdes.

Desse total produzido, a piscicultura contribuiu com 24,4 milhdes de toneladas.

O Brasil ficou na 19" posicdo no ranking mundial da produgdo de
pescado, com 210 mil toneladas e um aumento de 925% em relagdo a 1990. A
piscicultura continental respondeu por 78,1% desse total (164 mil toneladas),
sendo a carpa o peixe mais cultivado, com 64,8 mil toneladas, seguida pela
tildpia, com 38,53 mil toneladas (FAO, 2003). Destaca-se que a maioria das

atividades da piscicultura no pais € de dgua doce.

De acordo com informag¢des mais recentes levantadas pelo Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), a
piscicultura, em 2002, apresentou producdo de 158.058 toneladas,

correspondendo a 67,1% da produgdo total da aqiiicultura no pafs.



A falta de censo agropecudrio na producdo relacionada as atividades da
aqiiicultura no Brasil gera dados conflitantes na literatura sobre valores exatos

da producio brasileira.

Dados indicam que a atividade no pais tem potencial de expansio,
atrelada as campanhas de estimulo ao consumo, diminui¢do do custo do produto
ao consumidor e melhoria da renda média da populagio (FAO, 2002). O
consumo per capita de pescado no pais € baixo, cerca de 6 kg ao ano, quando
comparado ao de outras fontes de proteina de origem animal, como aves (33,90

kg/ano), bovino (37,71 kg/ano) e suino (12,10 kg/ano) (MAPA, 2004).

Em relagdo ao tipo de cultivo no Brasil, os sistemas semi-intensivo e
extensivo continuam amplamente difundidos. Porém, com o desenvolvimento da
aqiiicultura nos dltimos anos, hd uma tendéncia mundial na intensificacdo dos
cultivos (FAO, 2002). Com isso, aumento nas taxas de estocagem,
conseqiientemente, qualquer alteracdo na qualidade da 4gua ou falha no manejo
empregado acarretam no aparecimento de enfermidades e, conseqiientemente, no

aumento da mortalidade e em perdas econdmicas para o produtor.

2.2 Aeromonas moveis

As bactérias do género Aeromonas sd@o microrganismos de ampla
distribuicdo no ambiente aqudtico, sendo adaptadas ao crescimento em
temperaturas que variam de 5°C a 37°C (Hénninen et al., 1997; Hatha et al.,
2005). Sao cocobastonetes Gram-negativos, nao formadores de esporos, oxidase

positivos, anaerdbicos facultativos (Kirov et al., 2002; WHO, 2004).



A taxonomia do género Aeromonas € complexa e sofreu alteracdes nas
dltimas décadas, com a descricdo de muitas espécies, mas, correntemente sao
descritas 14 espécies: A. caviae, A. sobria, A. hydrophila, A. jandaei, A. trota, A.
veronii, A. media, A. eucrenophila, A. schubertii, A. salmonicida, A. bestiarum,

A. allosacharophila, A. encheleia e A. popoffii (NCBI, 2006).

Pertencem a familia Vibrionaceae, mas, alguns autores as consideram
pertencentes a uma familia denominada Aeromonadaceae (Colwell et al., 1986).
As Aeromonas spp. sdo divididas em dois grupos baseados nas caracteristicas de
motilidade e temperatura de crescimento: o grupo das ndo moéveis e
psicrotréficas e outro que engloba espécies de aeromonas méveis e mesofilicas
(Janda & Abbott., 1998). Como representante das ndo moéveis, tem-se a
Aeromonas salmonicida, que é um agente patogénico primirio em peixes,
causando uma doenc¢a chamada furunculose (Nikoskelainen et al., 2005). As
aeromonas maéveis sdo assim chamadas, pois apresentam motilidade por flagelos
polares e laterais. As espécies A. caviae, A. sobria, A. hydrophila, A. bestiarum e
A. veronii sdo agentes patogé€nicos aos peixes e as trés primeiras de maior
importincia (Bizani & Brandelli, 2001; Kozinska & Guz, 2004; Vazquez-Juarez
et al., 2005)

Aeromonas spp. produzem potentes fatores de viruléncia, incluindo
hemolisinas extracelulares, citotoxinas, proteases e enterotoxinas. Flagelos, pili e
antigeno O também sdo descritos (Massa et al., 2001; Wahli et al., 2005).
Numerosos estudos tém sido conduzidos na prevaléncia de fatores de viruléncia
nas diversas espécies de Aeromonas, mas, poucos investigam o papel destes
fatores na patogenicidade da doenca em peixes. Estudo recente sobre a
viruléncia em Aeromonas spp. identificou o aparato de secre¢do do Tipo III em
A. sobria, sendo responsdvel pela transloca¢do de uma toxina bacteriana para

dentro da célula alvo no hospedeiro. Um aparato semelhante de secreg¢do



também foi identificado em A. hydrophila, mostrando-se ser requerido para a

viruléncia (Wahli et al., 2005).

Os microrganismos deste grupo sio relacionados como agente causal em
uma variedade de doencas em mamiferos, répteis e peixes. Sao considerados
agentes emergentes para os seres humanos, causando gastrenterite e septicemia
(WHO, 2004). Entre as espécies, a A. hydrophila é considerada a mais

patogénica aos seres humanos e peixes de dgua doce (Hatha et al., 2005).

Além dos atributos de patogenicidade, essas bactérias sao fontes de
elementos genéticos moveis carreadores de genes de resisténcia a antibidticos,

como plasmideos R, integrons e transposons (Sorum & L’ Abée-Lund, 2002).

2.2.1 Infeccao por aeromonas moveis em peixes

De ocorréncia mundial, as aeromonas moéveis causam a doenga mais
comum em peixes de dgua doce, a septicemia hemorrigica bacteriana, tendo um
curso ripido e levando a uma grande taxa de mortalidade em peixes acometidos

(Noga, 1996).

As infeccdes por esses microrganismos manifestam-se em hospedeiros
enfraquecidos e acometidos por outros agentes etiolégicos, possuindo, como
fatores predisponentes, condi¢des como: excesso de matéria orginica e de
produtos da excrecdo na dgua, oxigénio dissolvido abaixo das concentragcdes
adequadas, alta densidade animal, manipulacdes, desinfeccdes, transporte,
temperatura da dgua e reproducdo artificial (Irie et al., 2005). Estes fatores que

predispdem os peixes estdo associados com o aumento do uso de sistemas de



cultivo tipo intensivo, ocasionando surtos da enfermidade (Brown, 1993;

Vivekanandahan et al., 2005; Wabhli et al., 2005).

Os sinais clinicos de infeccio podem variar de lesdes de pele,
superficiais ou profundas, a quadros tipicos de septicemia. As lesdes de pele se
apresentam como areas de hemorragia e necrose de extensdo variada, que podem
progredir para tlceras, geralmente em tecido muscular (Saha & Pal, 2002; Wahli
et al.,, 2005). Nos quadros de infec¢ao sistémica € observada a presenga de
petéquias viscerais hemorrdgicas e pode ser encontrada a exoftalmia, abddmen

distendido com liquido serosanguinolento (Pavanelli et al., 2002).

Para controlar surtos da doenga, pardmetros envolvidos com o manejo
destes animais devem ser sempre monitorados. Porém, a medida de controle que

tem sido mais eficiente € a antibioticoterapia.

2.3 Principais antibidticos utilizados na piscicultura

As formas de administracdo de antibiticos nos peixes sdo a via
injetdvel, os tratamentos de imersdo e a via oral, sendo esta dltima a mais
utilizada. Um antibiético utilizdvel em piscicultura deve ser de baixo custo, de
facil aquisicido no mercado, preferencialmente pouco solivel em 4gua e
palatavel, quando incorporado a racdo. Como diversos antibidticos sdo
termossensiveis, estes ndo podem ser incorporados as ragdes de peixe durante a
sua producdo (premix) devido ao processo de extrusdo aos quais os pelets de
racdo sido submetidos. Desse modo, a incorporagdo ¢é feita, geralmente, pela

adi¢do de antibidticos a pequenos volumes de 6leo de soja (30 a 50ml) e, entdo,

aos pelets.



Devido a esses fatores existem poucas escolhas de antibidticos para o
tratamento de doencgas bacterianas na piscicultura e os mais usados sdo a
oxitetraciclina, o 4cido oxolinico e a norfloxacina (outra quinolona). Estd
previsto, para o ano de 2006, o langamento no mercado brasileiro de dois

antibidticos para uso em piscicultura, o florfenicol e a bicozamicina.

2.3.1 Tetraciclinas: modo de aciao

O grupo das tetraciclinas € assim denominado por possuir uma estrutura
quimica bésica formada por quatro anéis ciclicos fundidos. S@o agentes
quelantes de fons metélicos (por exemplo, cédlcio, magnésio e ferro) formando
complexos estdveis e suas propriedades antimicrobiana e farmacocinética sdao

influenciadas por esta acido (Huber, 1992).

Os principais antibidticos representantes do grupo, mostrados na Figura
1, incluem os de primeira geracdo como a oxitetraciclina e clortetraciclina, os
semi-sintéticos da segunda geracdo, como a doxiciclina, minociclina e
metaciclina e os semi-sintéticos da terceira geracdo, como a glicilciclina
(Spinosa, 1996). Sdo antibidticos bacteriostaticos de amplo espectro, possuindo
atividade contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, clamidias,
micoplasmas, rickettsias e protozodrios. A auséncia de maiores efeitos adversos
leva ao extensivo uso na terapia de infec¢des em seres humanos e em animais

(Chopra & Roberts, 2001; Huber, 1992; Speer et al., 1992).
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FIGURA 1 - Estrutura quimica das tetraciclinas (Spinosa, 1996).

O mecanismo de agdo das tetraciclinas consiste, basicamente, em
impedir a ligacio do tRNA (RNA transportador) ao ribossomo bacteriano,
interferindo na sintese protéica (Chopra, 2002; Miranda & Zemelman, 2002;
Sorum & L’ Abée-Lund, 2002; Spinosa, 1996). As moléculas deste antibidtico
atravessam a membrana externa de bactérias Gram-negativas por canais de
porinas OmpF e OmpC, por meio da ligagdo destas drogas a fons carregados
positivamente (provavelmente magnésio), formando um complexo (tetraciclina-
cation). Este complexo atravessa a membrana e acumula-se no periplasma onde
ocorrem a dissociacdo do fon e o acimulo da molécula de tetraciclina. Como sdo
moléculas lipofilicas, difundem-se através das regides lipidicas da bicamada da
membrana interna (citoplasmatica) para o citoplasma bacteriano, dependendo de

energia. Apds a entrada na célula bacteriana, liga-se reversivelmente a



subunidade 30S do ribossomo, o que, provavelmente, explica sua atividade

bacteriostética (Chopra & Roberts, 2001; Speer et al., 1992).

Em paises, como Estados Unidos e Brasil, as tetraciclinas sao
adicionadas em niveis subterapéuticos a ra¢des de animais. Devido a facilidade
de manipulagdo da droga, ao baixo custo e a eficicia do tratamento, a
oxitetraciclina tem sido amplamente utilizada em ambientes aquaticos. Embora
tenha um papel importante na medicina veterindria e humana, a emergéncia da
resisténcia tem limitado o seu efeito (Speer et al., 1992; Chopra & Roberts,

2001).

2.3.2 Quinolonas: modo de acao

As quinolonas sdo antibidticos que apresentam atividade bactericida,
sendo um grupo com grande aplicacio na medicina. A base estrutural das
quinolonas é o anel 4-quinolona, que pode ser modificado para se obter drogas
com espectro de acdo aumentado (Figura 2). Como representantes, tém-se: as
quinolonas de primeira geragdo como o 4cido nalidixico, flumequina e o 4cido
oxolinico e as de segunda geracdo ou fluorquinolonas, como enrofloxacina,

norfloxacina, ciprofloxacina e perfloxacina (Gérniak, 1996).
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FIGURA 2: Estrutura quimica das principais quinolonas (Gérniak, 1996).

Quinolonas de primeira geracdo t€ém, cada vez mais, o seu uso limitado,
pois possuem pequeno espectro de acdo. Ja as fluorquinolonas possuem largo
espectro de acdo, agindo sobre bactérias Gram positivas e Gram-negativas, como

Mycoplasma e Chlamydia (Goérniak, 1996).

A atividade das quinolonas se relaciona a inibi¢do das topoisomerases
bacterianas que sdo enzimas que controlam a dire¢do e a extensdao do
espiralamento das cadeias de DNA, resultando em uma configuracdo estavel e

impedindo o superenrolamento da hélice de DNA durante a divisdo celular
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(Ellingsen et al., 2002). Dessa forma, as quinolonas impedem a ocorréncia da

divisao celular bacteriana.

O 4cido oxolinico foi testado em peixes em 1973, no Japao e nas dltimas
décadas tem sido empregado rotineiramente em sistemas de cultivo de peixes em
varios pafses (Ellingsen et al., 2002). E amplamente usado na Noruega, em
aqiiicultura, devido a sua excelente atividade contra patdgenos de peixes,

seguido do florfenicol (Samuelsen & Bergh, 2004).

2.4 Resisténcia bacteriana aos antibidticos em ambientes aquaticos

Nas ultimas décadas, tem sido de grande repercussdo o debate sobre a
resisténcia bacteriana frente aos antibidticos. Isso é devido ao grande uso dessas

drogas, tanto na medicina humana, como em animais e na agricultura.

Nos animais, os antibidticos sdo usados tanto para fins terapéuticos ou
como promotores de crescimento, ou seja, administrados por meio de ragdo para
aumentar a eficiéncia do ganho de peso (Constanzo et al., 2005; Davison, 1999;
Dias-Cruz et al., 2003; Mateu & Martin, 2001; Miranda & Zemelman, 2002;
Petersen & Dalsgaard et al., 2003; Sorum & L Abee-Lund., 2002).

No contexto clinico, a resisténcia bacteriana aos antibidticos é definida
como a capacidade da bactéria de crescer, in vitro, na presenca da concentragdo
sérica que uma determinada droga atinge, conforme recomendacdes terapéuticas.
Ja em termos epidemioldgicos, a definicdo de susceptibilidade e resisténcia de
um microrganismo a um determinado antibidtico leva em consideragdo as

diferencas existentes em relagdo aos hospedeiros, os vdrios agentes infecciosos e
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as diferentes regides geogréficas onde se encontram (Smith, 1998; Bruun et al.,

2000; Coyne et al., 2004a, b).

A resisténcia bacteriana aos antibidticos pode ser transferida
verticalmente e horizontalmente. A vertical é cromossdmica, sendo adquirida
pelas progénies somente pela aquisicdo dos genes de resisténcia durante a
divisdo celular bacteriana, quando o material genético da célula mae duplica-se
dando origem as células filhas. Este tipo de resisténcia s6 € detectado quando ha
um aumento de clones da populacdo bacteriana. A horizontal ocorre pela
transferéncia de genes de resisténcia por trés mecanismos: a transformacio, a
conjugacdo e a transducdo pelos quais as bactérias podem adquirir e incorporar
aos seus materiais genéticos genes de resisténcia carreados por elementos

moveis de transferéncia como os plamideos e transposons (Davison, 1999).

De modo geral, os genes de resisténcia podem ser transferidos entre
bactérias da mesma espécie, de espécies diferentes ou de géneros diferentes
(Meays et al., 2004; Van Den Eede et al., 2004). Nesse contexto torna-se
preocupante a transferéncia de genes entre bactérias comensais e patogénicas
(Davison et al., 2000). A resisténcia a antibidticos pode resultar no aumento da
severidade e da duracdo das doencas, grande custo com tratamentos € 0O
ressurgimento de agentes ji conhecidos que se tornam refratirios a terapia
(AliAbadi & Lees, 2000; Cohen & Tartasky, 1997; Coyne et al., 2004a). Ainda,

as bactérias podem permutar simultaneamente genes de resisténcia a diversos

antibioticos, estabelecendo o fendmeno da multirresisténcia (Radu et al., 2003).

Em termos ecoldgicos, a transferéncia de resisténcia entre bactérias tem
dois aspectos importantes. O primeiro refere-se a propagacdo de genes de
resisténcia pela transferéncia horizontal entre bactérias de alimentos

contaminados e a microbiota natural de consumidores (Ishihara et al., 2004). O
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segundo refere-se a transferéncia reversa, o esgoto humano veiculador de genes
de resisténcia as bactérias ubiquas da 4gua, exercendo ai uma pressao seletiva
que pode depender de uma série de fatores, como regido geografica, fonte de
dgua e de hospedeiro (Pathak & Gopal, 2005; Wegener & Frimodt-Moller,
2000).

Tanto os antibiticos quanto as bactérias resistentes podem ser
excretados pelos animais e homem se distribuindo pelo ambiente (AliAbadi &
Lees, 2000). Para a maioria dos antibidticos, 30% a 90% da dose administrada
s@o excretados pela urina como substancias ativas (Constanzo et al., 2005). Estas
substincias e bactérias resistentes poluem o ambiente, exercendo pressdao
seletiva em bactérias naturais dos ambientes aquéticos ( Pathak & Gopal, 2005;

Rooklidge, 2004).

Virios estudos t€ém mostrado que a medicagdo direta aos peixes pode
levar a um aumento no nivel de resisténcia bacteriana aos antibidticos, seja pelo
uso incorreto ou pela grande permanéncia do produto na dgua (Miranda &
Zemelman, 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003). Muitos antibiéticos utilizados
em lagoas de ambientes 1énticos podem ficar na dgua ou no sedimento por

tempo indeterminado, dependendo da droga utilizada (Holmstrom et al., 2003).

De forma geral, as espécies do género Aeromonas possuem resisténcia a
ampicilina e apresentam um perfil de resisténcia a outras drogas diversificado,
variando de acordo com a regido geogrifica (Noga, 1996). Essas bactérias
podem desenvolver resisténcia simples ou multipla aos antibiéticos e plamideos
sdo comumentemente encontrados nessas espécies (Petersen & Dalsgaard, 2003;

Schmidt et al., 2001).

Com o crescente problema, torna-se necessario o estabelecimento do uso

racional dos antibidticos, baseado no conhecimento do mecanismo de acdo das

14



drogas e sua farmacocinética nos peixes, além do perfil de resisténcia das

bactérias e a transferéncia de genes de resisténcia (AliAbadi & Lees, 2000).

2.4.1 Resisténcia a tetraciclinas

Os mecanismos de resisténcia a tetraciclina sdo efluxo das moléculas de

tetraciclina, protecdo ribossdmica e inativagdo da droga.

2

O efluxo de tetraciclina € o principal mecanismo de resisténcia e &
codificado pelos genes fet ou ofc, encontrados em bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. Consiste no bombeamento das moléculas de tetraciclina para o
exterior da célula bacteriana, por meio de proteinas associadas a membrana
(proteinas Tet), com gasto de energia, impedindo que o antibidtico se ligue ao
ribossomo. Na protecdo ribossOmica, as proteinas codificadas pelos genes de
resisténcia se ligam a subunidade 30S do ribossomo, alterando a estrutura do
sitio de ligacdo da tetraciclina e, conseqiientemente, impedindo sua ligacdo. Esse
mecanismo ndo afeta a sintese protéica. A inativacdo da droga ¢ um mecanismo
ainda pouco esclarecido, no qual uma proteina citoplasmética é responsavel pela
modificacdo da tetraciclina na presenca de oxigénio e NADPH e foi encontrada
apenas em bactérias aerdbicas. Esta proteina possui uma seqiiéncia de

aminodcidos homéloga a outras oxirredutases que requerem NADPH (Chopra &

Roberts, 2001; Chopra, 2002; Speer et al., 1992).

Diversas classes de determinantes de resisténcia a tetraciclina sao
transferidas por plasmideos R, transposons, transposons conjugativos e integrons
de classe 1. Podem ser transferidos de forma horizontal, entre bactérias com
origem filogenética distante (Butaye et al., 2003; Rhodes et al., 2000; Schmidt et
al., 2001; Sorum & L’Abée-Lund, 2002). Recentemente, novos genes fef, que
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conferem resisténcia bacteriana as tetraciclinas, carreados por plamideos e

transposons, foram descobertos e caracterizados (Roberts, 2005).

Pouco se sabe sobre o perfil de resisténcia as tetraciclinas em aeromonas
méveis no Brasil. Um estudo realizado por Hirsch (2004), utilizando 75 isolados
de Aeromonas spp. provenientes de casos clinicos e dguas de cultivo, identificou
uma resisténcia a tetraciclina de 36%. Bizani & Brandelli (2001) analisaram 70
isolados de Aeromonas spp. de agua de abatedouro e encontraram 100% de

sensibilidade nos isolados de A. hydrophila.

Em outras regides geogréaficas, a resisténcia as tetraciclinas em
aeromonas méveis € mais relatada. Um trabalho realizado no Norte da Espanha
por Goiii-Urriza et al. (2000) revelou que os niveis de resisténcia a tetraciclina e
quinolonas aumentaram apds o desdgiie do esgoto no rio, indicando
transferéncia de genes entre Aeromonas spp. € Enterobacteriaceae. Hatha et al.
(2005), que conduziram um trabalho na India, relataram a presenca de isolados
de aeromonas moveis resistentes a antibidticos, como a oxitetraciclina. DePaola
et al. (1995), em levantamento nos Estados Unidos, relataram a freqiiéncia de
resisténcia a tetraciclina das amostras de A. hydrophila isoladas de conteddo
intestinal de channel catfish (Ictalurus punctatus) e 4gua dos tanques de cultivo,

de 21,7% e 45,7%, respectivamente.

Entretanto, outros trabalhos demonstram baixo nivel de resisténcia das
aeromonas maéveis a tetraciclina. Ghenghesh et al. (2001) obtiveram apenas 5%
de isolados de A. hydrophila, A. caviae e A. sobria resistentes a tetraciclina, em
estudo realizado na Itdlia. Saha & Pal (2002) encontraram 75% de isolados de A.

hydrophila sensiveis A tetraciclina na India.
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2.4.2 Resisténcia a quinolonas

A resisténcia a quinolonas acontece em bactérias quando ocorrem
mutacdes nos genes que codificam as topoisomerases, alterando, por sua vez, a
conformagao destas enzimas, de modo que a atividade enzimatica seja mantida e
a afinidade pela quinolona seja perdida, impedindo a ag¢do desta droga. Pode
ocorrer também resisténcia, devido a uma propriedade de membrana alterada
reduzindo a entrada do antibidtico na célula bacteriana. Esta caracteristica é
devido & resisténcia cruzada com antibidticos de outros grupos, como

cefalosporina, cloranfenicol e tetraciclinas (Gérniak, 1996; Smith, 1998).

Ha poucos relatos, disponiveis na literatura, sobre a resisténcia de
bactérias ao 4dcido oxolinico por ser este um fendémeno pouco freqiiente na
natureza, pois, nesta classe de drogas, a resisténcia é cromossOmica, nao
podendo ser transmitida horizontalmente, ocorrendo de maneira vertical. As
populacdes resistentes, neste caso, tendem a aumentar somente sob pressdo de
selecdo (Smith, 1998). Guardabassi et al. (2000) encontraram amostras de
bactérias resistentes a dcido oxolinico na dgua, apds o tratamento de peixes com
racdo medicada por este farmaco na Dinamarca. Schmidt et al. (2000)
encontraram 20% de amostras de aeromonas moveis resistentes a 4cido

oxolinico em fazendas de truta arco-iris.

2.5 Concentracao inibitoria minima (MIC): conceitos e métodos

A fung¢do primdria na determinacio da susceptibilidade de uma bactéria é
proporcionar informagdes que possam ser usadas na escolha de uma terapia

(Smith, 2001).
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Os testes de susceptibilidade podem ser feitos por diferentes métodos, os
qualitativos e os quantitativos. Métodos qualitativos sdo aqueles que empregam
a difusdo do disco de antibiético em meio sdlido (Bauer Kirby), informando se
os patdgenos sdo resistentes ou sensiveis. Ja os métodos quantitativos empregam
a dilui¢do da droga, que pode ser feita em meio sélido ou em caldo, fornecendo
a concentra¢do capaz de inibir o crescimento do microrganismo in vitro, a
concentracdo inibitéria minima. Os testes em caldo podem ser realizados em

micro ou macrodiluicao.

Os resultados gerados pelos testes de diluicdo, além de serem
quantitativos, podem ser qualitativos, aumentando o potencial de otimizagdo do
regime de dosagem baseado nos pardmetros farmacodindmicos e
farmacocinéticos da droga. Permitem, também, testar bactérias com
caracteristicas de crescimento que dificultem o teste pela difusdao de disco

(organismos fastidiosos) (Miller et al., 2005; Smith, 2001).

A importéncia da realizacdo de testes de susceptibilidade em bactérias é
a preconizacdo de uma terapia ideal para o agente envolvido em uma doenca e
também para um levantamento epidemiolégico do perfil de susceptibilidade e

resisténcia de microrganismos em diferentes regides geograficas.

Os testes de susceptibilidade em bactérias de animais aqudticos
encontram, como maior problema, poucos trabalhos de padronizacdo das
metodologias para a realizacdo de MIC, o que acarreta em diferentes

interpretacdes, dificultando assim, comparagdes.

O Clinical and Laboratory Standards Institute, (CLSI, USA) é o
responsdvel pela padronizagdo das metodologias de determinacdo de resisténcia
a antibidticos e fornece os parametros de avaliacdo de resisténcia pelos diversos

métodos: disco de difusdo (método qualitativo) ou determinacdo da
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concentracdo inibitéria minima por microdiluicdo ou macrodilui¢cdo em caldo e
diluicdo em meio sélido (quantitativo). Os valores de referéncia de MIC
propostos pelo CLSI aplicam-se, principalmente, a bactérias de interesse clinico

humano (CLSI, 1997).

Os métodos de determinacdo de MIC para bactérias de origem aqudtica
tém sido discutidos e aprimorados nos ultimos anos. Smith (2001) preconizou o
uso de uma amostra padrdo como referéncia para a realizagdo de MIC de
bactérias de organismos aqudticos, evitando, assim, interpretacdes distintas entre

laboratorios.

Alderman & Smith (2001) propuseram o primeiro protocolo
desenvolvido durante um workshop promovido pela Unido Européia na tentativa
de padronizacdo de métodos de referéncia para testes de susceptibilidade de
bactérias associadas a doengas de peixes, mas, ainda, com a necessidade de

validag@o e harmonizag¢do interlaboratorial.

Somente com Miller et al. (2005), muitas questdes foram resolvidas.
Estes autores, em concordincia com o CLSI, conduziram um estudo
multilaboratorial. Realizaram testes de susceptibilidade em caldo Mueller-
Hinton pela técnica da microdiluicdo, testando 10 antibidticos e usando
Escherichia coli ATCC25922 para a padroniza¢do da metodologia em diferentes
temperaturas e tempos de incubacdo, preconizando a utilizacdo desta bactéria
para padronizacdo de MIC de drogas utilizadas em aqiiicultura. Estabeleceram
uma variagdo aceitdvel de valores de MIC, estabelecendo um controle de
qualidade (CQ) como também a temperatura e o tempo ideal para a leitura dos
resultados. O estudo conduzido por esses autores foi a base para o CLSI, que
publicou um protocolo para a determinagdo de MIC de microrganismos de

animais aqudticos (CLSI, 2005).
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2.5.1 Interpretacao de valores de MIC

Para a anélise dos valores de MIC de uma dada espécie bacteriana, e sua
classificagdo como sensivel ou resistente, existem diferentes métodos propostos.
Bruun et al. (2000) definem trés provédveis formas de classificar a resisténcia de

uma bactéria. Sdo elas:

A — Resisténcia in vitro: a resisténcia € determinada pelos valores de
MIC gerados em laboratério. Essa forma de interpretacio € usada se os valores
se dividem em dois (classificagdo bimodal) ou mais grupos (classificagdao
polimodal) separados, sendo o grupo com menor MIC definido como sensivel e
o grupo com MIC maior resistente, sendo a caracteristica de resisténcia

adquirida por meio da transferéncia de genes;

B - Resisténcia aproximada in vivo ou eficicia tedrica do tratamento:
esta definicdo é dada de acordo com os valores de MIC aliados com dados
farmacocinéticos do antimicrobiano em uma espécie (“breakpoint”). E aceito
que o tratamento de uma doenca sistémica € possivel quando a concentracdo no
plasma de uma determinada droga é de duas a quatro vezes o valor do MIC

determinado in vitro;

C — Resisténcia in vivo: seria a resisténcia real em um ambiente, sendo
possivel determiné-la somente se o tratamento de uma doenca fosse avaliado sob

condi¢des similares aquelas encontradas em uma unidade de piscicultura.

Considerando a designacdo B de Bruun et al. (2000), os dados de MIC
gerados por laboratérios tém significancia se associados com a concentragdo
plasmatica méaxima (Cmdax.) que um antibidtico atinge em uma populacio

infectada para a determinagdo de “breakpoints” (BP).
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“Breakpoints” sdo valores discriminatérios de MIC para a classificagdo
em sensivel ou resistente, baseada em modelos matemadticos, em que se utiliza a
Cmax. de uma droga e fatores de correcdo. O objetivo € predizer se o valor de
MIC alcancado por um dado isolado bacteriano estard abaixo ou acima da

biodisponibilidade do antibidtico, quando administrado ao hospedeiro.

Os métodos para determinacdo de BP incluem modelos matematicos
como, o proposto pela British Society For Antimicrobial Chemotherapy (BP
BSAC) (1991). O BP BSAC é um método paramétrico e sugere que o BP pode
ser dado por meio da média da concentragdo plasmitica maxima que uma
determinada droga atinge, dividida pelo fator de correcdo 4 (BP= Cmaix + 4).
Contudo, deve-se lembrar que a metade da populagdo tratada pode ter
concentracdes menores que a média e que, em propriedades comerciais, ndo € a

metade da populag@o que se deseja proteger, mas sim a quase totalidade.

Coyne et al. (2004a) sugerem, como valor de Cmax. a ser adotado, o
percentil 80 (P80), em que o valor da concentracdo maxima da droga usada é
aquela atingida em pelo menos 80% da populacdo. Este método é ndo
paramétrico e € mais robusto em relacdo a pequena amostragem da distribuicao
paramétrica, levando em consideracdo variagdes existentes de peixe a peixe.
Para o célculo do BP P80, pode-se utilizar a férmula de BSAC, dividindo-se por
4 a concentracdo mdxima de uma droga atingida no plasma calculada pelo P80

(BP= Cmax. P80 + 4).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias utilizadas

Os isolados bacterianos utilizados neste trabalho foram selecionados a
partir do banco de culturas de bactérias do AQUAVET-Laboratério de Doencas
de Animais Aquéticos, da Universidade Federal de Lavras (isolados dos anos

2002 a 2005), os quais foram oriundos de diversas localidades (tabela 1).

TABELA 1: Isolados de Aeromonas spp. selecionados de acordo com a fonte e
origem geografica para a determinacdo da concentragdo inibitéria minima.

Fonte Origem geogréfica (cidade/estado)  Numero de amostras
Agua' Lavras, MG 4
Caso clinico’ Lavras, MG 8
Agua1 Carmo da Cachoeira, MG 17
Caso clinico’ Esmeraldas, MG 17
Caso clinico® Itutinga, MG 21
Agua' Itutinga, MG 4
Agua' Itutinga, MG 4
Caso clinico’ Paraiba do Sul, RJ 8
Caso clinico’ Passo Fundo, RS 15
Agua1 Perddes, MG 6
Agua1 Trés Pontas, MG 10
Caso clinico’ Dourados, MS 6
Total 120

1- Bactérias isoladas de fontes ambientais, como dgua de tanques de cria¢do e dgua de distribuigdo
2- Bactérias isoladas de peixes com septicemia hemorragica

Os isolados foram obtidos de 12 pisciculturas diferentes, localizadas em
9 municipios distintos, dos estados de Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de

Janeiro e Rio Grande de Sul, sendo oriundos da dgua de cultivo e de casos de
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septicemia hemorrdgica em peixes. Os isolados testados sdo representativos das

espécies A. hydrophila, A. caviae e A. sobria.

3.2 Antibioticos
3.2.1 Oxitetraciclina

A solugdo estoque de oxitetraciclina foi preparada segundo Miranda &
Zemelman (2002). Preparou-se a solugdo a partir do dihidrato de oxitetraciclina
(Sigma, USA) na concentragio de Img/mL. O antibiético foi dissolvido em 2mL
HCI IN (Merck, Brasil), ImL de NaOH IN para completa dissolu¢@o da droga.
O pH foi ajustado para 7,0, com NaOH IN e o volume final foi corrigido com
dgua destilada. Esta solugdo estoque foi preparada para todos os dias de teste no

momento do uso e protegida da luz.

3.2.2 Acido oxolinico

A solugdo estoque do dcido oxolinico (Sigma, USA) foi preparada em
dgua deionizada, na concentracdo de 0,Img/mL, seguida de gotejamento de
NaOH 0,1N até a completa dissolu¢do da droga. O volume final foi ajustado
com 4gua deionizada. A solucdo foi esterilizada por meio de filtragem em
membranas 0,22um e congelada em freezer a -20°C, até o momento da

utilizacdo (Milipore, USA) (Ho et al., 2000).
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3.3 Concentracao inibitéoria minima (MIC)

Para a padronizagdo do MIC utilizou-se o protocolo estabelecido pelo
CLSI (2005), utilizando-se a técnica de microdilui¢io em caldo, descrita a

seguir.

3.3.1 Meio de cultura

Para a realizacao dos testes foi utilizado o caldo Miieller Hinton (Biolife,
[talia) suplementado com cations divalentes, célcio e magnésio. Para a
suplementacdo de 1 litro de caldo Miieller Hinton com cations, foi adicionado
1,25 mL de solugdo estoque estéril de cloreto de magnésio (83,6mg/mL) e 1,25
mL da solugdo estoque estéril de cloreto de célcio (73,6mg/mL).

3.3.2 Inoculo

Os isolados selecionados de Aeromonas spp., estocados em freezer a
-70°C, foram descongelados no momento do uso a temperatura ambiente.
Aliquotas de cada isolado foram inoculadas assepticamente em tubos de rosca
(12 X 100mm) contendo 2,5 mL caldo Miieller Hinton suplementado. A
incubacdo foi feita em estufa B.O.D. (Tecnal, Brasil), a 28°C, por 24 horas.

Apés a incubagdo, as suspensdes bacterianas foram preparadas em dgua
destilada e a turbidez ajustada pela escala 0,5 de MacFarland (BioMérieux,
Franga), o que corresponde a, aproximadamente, 10® unidades formadoras de
coldnias (UFC) por mililitro (mL). Essa suspensao foi diluida 10 vezes em caldo
Miieller Hinton suplementado, obtendo-se uma densidade aproximada de 10’

UFC/mL.
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3.3.3 Determinacdo da concentracio inibitéria minima (MIC) de

oxitetraciclina e acido oxolinico

Microplacas de 96 pocos estéreis e descartdveis (TPP, Suica) foram
utilizadas. Para cada dia de teste de susceptibilidade, as microplacas foram

retiradas da embalagem e colocadas em capela de fluxo laminar.

A cada poco foram adicionados 100-ul de caldo Mueller-Hinton
suplementado. No primeiro poco de cada linha das microplacas também foi
adicionado um volume de 100uL do respectivo antibidtico (solugdo estoque),
obtendo-se a concentracdo inicial de cada droga. A partir dos pocos iniciais,
diluicdes seriadas de base 2 foram realizadas nos demais pocos com o auxilio de
pipeta automdtica multicanal, obtendo-se concentragdes decrescentes, variando
de 500ug/mL a 0,0037ug/mL para oxitetraciclina, 50 ug/mL a 0,00037ug/mL

para 4cido oxolinico.

Aliquotas de SuL de cada suspensdo bacteriana foram inoculadas nos
pogos contendo o caldo Mueller-Hinton suplementado com cétions e a
respectiva concentragdo dos antibiéticos, sendo a populagdo final de bactérias
em cada pogo de 5 x 10* UFC. As microplacas foram seladas com filme selador
(3M, Brasil), agitadas em um agitador orbital (IKA, Finlandia) com 400 rpm por

5 minutos e, em seguida, incubadas em estufa B.O.D., a 28° C, por 24 horas.

3.4 Observaciao dos resultados

Ap6s 24 horas de incubacdo, os filmes seladores foram retirados das

placas e os resultados avaliados. O valor do MIC foi determinado com o auxilio
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de um anteparo luminoso, como a menor dilui¢do do antibiético capaz de inibir

totalmente o crescimento bacteriano visivel a olho nu.

3.5 Controle de qualidade e validacao dos testes

Em todos os dias de testes, assim como para todas as microplacas
utilizadas, determinou-se a concentracdo inibitéria minima da amostra de
referéncia Escherichia coli ATCC 25922, utilizada para padroniza¢do conforme
descrito por CLSI (2005), com o objetivo de evitar variagdes e de se obter a
concentracdo inibitéria minima dos antibidticos utilizados erroneamente. Ento,
neste estudo, também foram avaliadas as variagdes intraplaca e interdia da

amostra de referéncia utilizada.

Para cada isolado, prepararam-se pocos controle de crescimento
bacteriano, sem a presenga da droga. Em todas as microplacas utilizadas foram
preparados pocos sem antibidtico e sem Aeromonas spp., para controle da
esterilidade do meio de cultura, como também pogos com meio de cultura e
antibidtico para testar a esterilidade da droga. Os testes foram feitos em

duplicata, para todos os isolados bacterianos utilizados.

3.6 Interpretacao dos valores de MIC obtidos

Para a interpretacdo dos valores de MIC obtidos neste estudo utilizou-se

a classificacdo modal segundo Bruun et al. (2000).

Com o objetivo de simular possiveis BP para a classificagdao das

Aeromonas spp., foi calculado o BP BSAC e o BP P80, utilizando-se dados
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farmacocinéticos de oxitetraciclina e dcido oxolinico obtidos de salmao. Entdo, a
Cmaéx. de oxitetraciclina atingida em salmdo foi de 0,25ug/mL e de acido
oxolinico 0,4 pg/mL J4 o percentil 80 de oxitetraciclina alcangado no salmao

foi de 0,21 pg/mL e de 4cido oxolinico, 0,12 pg/mL (Coyne et al., 2004a,c).

Os célculos dos BP utilizando o BSAC e o P80 sdo demonstrados a
seguir: para oxitetraciclina BP BSAC= 0,25 ug/mL =+ 4= 0,06 ug/mL e o BP
P80= 0,21 pg/mL = 4= 0,05. Para 4cido oxolinico BP BSAC=0,4 pg/mL = 4=
0,1 pg/mL e o BP P80= 0,12 pg/mL =+ 4=0,03.
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4 RESULTADOS

4.1 Controle de qualidade dos testes de MIC

Os valores de MIC da amostra de referéncia Escherichia coli ATCC
25922, em todos os dias de teste, bem como, para todas as placas utilizadas
permaneceram dentro da variagdo de valores proposta pelo CLSI (2005). Para
oxitetraciclina 0,5ug/mL — 2ug/mL e para o 4cido oxolinico 0,06pug/mL —
0,25ug/mL.

4.2 Concentracao inibitoria minima de oxitetraciclina para aeromonas
moveis
Foram determinados valores de MIC de 120 isolados de aeromonas

moéveis. Os resultados individuais das concentragdes inibitérias minimas de

oxitetraciclina para os 120 microrganismos avaliados encontram-se na Tabela 2.
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TABELA 2: Concentragdo inibitéria minima (MIC) de oxitetraciclina para os isolados de aeromonas méveis oriundos
de dgua e de casos clinicos de septicemia em peixes, de diferentes regides geogréificas.

Amostras Espécie Fonte Origem geogréfica Propriedade’ MIC (ug/mL)
AE 008-02 A. caviae Caso clinico® Lavras, MG A 0,48
AE 074-02 A. caviae Caso clinico Lavras, MG 0,48
AE080-02 A hydrophila  Caso clinico Lavras, MG 0,48
AE081-02 A hydrophila  Caso clinico Lavras, MG 0,48
AE092-02 A hydrophila  Cago clinico Lavras, MG 0,48
AE 049-02 A hydrophila Agua® Lavras, MG 0,24
AE103-02 A hydrophila Agua Lavras, MG 0,24
AE025-02 A hydrophila Agua Lavras, MG 0,24
AE 333-03 A. hydrophila Agua Lavras, MG 0,24
AE 078-02 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 0,24
AE 329-03 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 125
AE 331-03 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 62,5
AE 129-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG B 0,48
AE 130-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 140-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,12
AE 152-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 184-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 125
AE 110-02 A. hydrophila Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE111-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE112-02 A hydrophila  Cago clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE113-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 114-02 A hydrophila  Cago clinico Esmeraldas, MG 0,48
Continua...
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Tabela 2: cont.

AE113-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 114-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE115-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 116-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0.48
AE 117-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0.48
AE 118-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,24
AE 178-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0.48
AE 179-02 A hydrophila  Cago clinico Esmeraldas, MG 0,12
AE 180-02 A. hydrophila Caso clinico Esmeraldas, MG 0,48
AE 301-03 A. caviae Caso clinico Itutinga, MG 0,12
AE 310-03 A. caviae Caso clinico Itutinga, MG 0,24
AE 312-03 A. caviae Caso clinico Ttutinga, MG 0,24
AE 314-03 A. caviae Caso clinico Ttutinga, MG 0,24
AE 288-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE295-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE298-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE413-04 A hydrophila  Cago clinico Itutinga, MG 0,48
AE414-04 A hydrophila  Cago clinico Itutinga, MG 125
AE415-04 A hydrophila  Cago clinico Itutinga, MG 0,12
AE 411-04 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,24
AE 412-04 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,24
AE 416-04 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE 417-04 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,24
AE284-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE292-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,24
Continua...
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AE305-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,97
AE 294-03 A. sobria Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE 296-03 A. sobria Caso clinico Itutinga, MG 0,48
AE 308-03 A. sobria Caso clinico Ttutinga, MG 0,48
AE 315-03 A. sobria Caso clinico Ttutinga, MG 0,48
AE 359-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 62,5
AE 360-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 125
AE 361-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 125
AE 364-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 125
AE 365-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 125
AE366-03 A hydrophila Agua Trés Pontas, MG 62,5
AE192-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE195-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 198-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE201-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 205-02 A. hydrophila Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 190-02 A. hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,12
AE 193-02 A. hydrophila Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 196-02 A. hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,24
AE199-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE202-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 194-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE197-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 200-02 A. hydrophila Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
AE 203-02 A. hydrophila Caso clinico Passo Fundo, RS 0,48
Continua...
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AE204-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,24
AE405-04 A hydrophila  Cago clinico Paraiba do Sul, RJ 250
AE406-04 A hydrophila  Cago clinico Paraiba do Sul, RJ 500
AE 407-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 250
AE 408-04 A hydrophila  Caso clinico Parafba do Sul, RJ 250
AE 409-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 250
AE 410-04 A hydrophila  Caso clinico Parafba do Sul, RJ 250
AE403-04 A hydrophila  Cago clinico Paraiba do Sul, RJ 0,24
AE404-04 A hydrophila  Cago clinico Paraiba do Sul, RJ 0,24
AE 262-03 A hydrophila Agua Perddes, MG 0,97
AE 264-03 A hydrophila Agua Perddes, MG 0,48
AE 265-03 A hydrophila Agua Perddes, MG 0,48
AE 266-03 A hydrophila Agua Perddes, MG 0,24
AE 267-03 A hydrophila Agua Perddes, MG 0,24
AE 255-03 A hydrophila Agua Perdoe, MG 0,48
AE372-03 A hydrophila Agua Itutinga, MG 0,24
AE375-03 A hydrophila Agua Itutinga, MG 0,24
AE376-03 A hydrophila Agua Itutinga, MG 0,48
AE 384-03 A hydrophila Agua Itutinga, MG 0,48
AE389-03 A hydrophila Agua Ttutinga, MG 0,48
AE392-03 A hydrophila Agua Ttutinga, MG 0,24
AE401-03 A hydrophila Agua Ttutinga, MG 0,48
AE 402-03 A hydrophila Agua Ttutinga, MG 0,48
AE 344-03 A hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,24
AE 345-03 A hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,24
Continua...
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AE350-03 A hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,24
AE 348-03 A. sobria Agua Trés Pontas, MG 0,24
AE208-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG L 0,24
AE209-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE211-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE212-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,97
AE213-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE 214-02 A. hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,97
AE 215-02 A. hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,97
AE217-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE 219-02 A. hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,48
AE 220-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,97
AE221-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,97
AE222-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,48
AE223-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,48
AE 224-02 A. hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,48
AE225-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE226-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE227-02 A hydrophila Agua Carmo da Cachoeira, MG 0,24
AE 418-05 A hydrophila  Caso clinico Dourados, MS M 0,12
AE 419-05 A hydrophila  Caso clinico Dourados, MS 250
AE 420-05 A hydrophila  Caso clinico Dourados, MS 250
AE 421-05 A hydrophila  Caso clinico Dourados, MS 0,24
AE 422-05 A. sobria Caso clinico Dourados, MS 31,25
AE 423-05 A. sobria Caso clinico Dourados, MS 125

1-Diferentes unidades de piscicultura indicadas pelas letras A-L; 2- Bactérias isoladas de peixes com septicemia hemorragica;
3-Bactérias isoladas de dgua de abastecimento e de tanque de piscicultura
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O grafico da Figura 3 ilustra a freqiiéncia de isolados de aeromonas
moveis, de acordo com diferentes concentracdes de oxitetraciclina avaliadas
nesse estudo. Como pode ser observado, houve uma separacdo das bactérias
testadas em duas categorias: uma com valor de MIC < 0,97ug/mL e outra com
valor de MIC 231,25ug/mL. Das amostras testadas, 83,33% agruparam-se na
categoria de concentracdo inferior, enquanto as demais (16,67%) agruparam-se
na categoria de concentracdo superior. Ndo houve isolado com MIC de

oxitetraciclina entre 1,95 e 15,6pug/mL.
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FIGURA 3: Distribui¢do de concentragdes inibitérias minimas de
oxitetraciclina para isolados de aeromonas méveis.
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De forma geral, as propriedades se assemelharam, no perfil de
distribuicdo dos valores de MIC, em dois grupos frente aos dois antibidticos
usados neste estudo. Entretanto, trés propriedades, a “D”, “F” e “M”, localizadas
em Trés Pontas, MG, Paraiba do Sul, RJ e Dourados, MS, respectivamente,

apresentaram os maiores valores de MIC para a oxitetraciclina.

O grifico da Figura 4 exibe os valores de MIC separados pelas fontes
analisadas (4gua de cultivo e caso clinico de septicemia hemorrdgica em peixes).

Nao foi observada diferenca na distribuicdo dos valores de MIC entre os dois

grupos.
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FIGURA 4: Distribui¢do de concentragdes inibitérias minimas de
oxitetraciclina para isolados de aeromonas moéveis
oriundas de &4guas de cultivo e casos clinicos de
septicemia hemorrégica.
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Os gréficos das Figuras 5, 6 e 7 exibem os valores de MIC separados
pelas espécies de Aeromonas analisadas. Ndo foi observada diferenca na

distribuicdo dos valores de MIC entre as espécies de aeromonas moveis.
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FIGURA 5: Distribui¢do de concentragdes inibitérias minimas
de oxitetraciclina para isolados de A. caviae.
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FIGURA 6: Distribui¢do de concentragdes inibitérias minimas
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FIGURA 7: Distribui¢do de concentracdes inibitrias minimas

de oxitetraciclina para isolados de A. sobria.
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O gréfico da Figura 8 demonstra a simulacdo dos valores de BP para a
interpretacdo dos valores de MIC de oxitetraciclina obtidos no presente estudo
utilizando dados de Cmax. de salm@o. Observa-se que todos os isolados testados

seriam considerados resistentes, pelo cdlculo do BP.
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FIGURA 8: Distribuicdo de concentragdes inibitérias minimas de
oxitetraciclina para isolados de aeromonas méveis em
relacdo aos valores simulados de “Breakpoints” (A
barra vermelha indica o BP calculado pelo método
BSAC e a preta indica o BP calculado pelo método
P80).
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4.3 Concentracao inibitoria minima de acido oxolinico em aeromonas
moveis
Os mesmos isolados utilizados para determinacdo de MIC para
oxitetraciclina também foram testados para o dcido oxolinico. Os resultados

individuais das concentragdes inibitérias minimas de 4cido oxolinico para os 120

isolados avaliados encontram-se na Tabela 3.
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TABELA 3: Concentra¢do inibitéria minima (MIC) de 4cido oxolinico para os isolados de
aeromonas moveis oriundos de dgua e de casos clinicos em peixes, de diferentes regides

geogréficas.
Amostras Espécie Fonte Origem geogréfica Propriedade’ MIC
(ug/mL)

AE 008-02 A. caviae  Caso clinico® Lavras, MG A 12,5

AE 074-02 A. caviae Caso clinico Lavras, MG 0,048
AE 080-02 A. hydrophila  Caso clinico Lavras, MG 0,048
AE 081-02 A. hydrophila  Caso clinico Lavras, MG 0,048
AE 092-02 A hydrophila  Caso clinico Lavras, MG 0,024
AE 049-02  A. hydrophila Agua’® Lavras, MG 0,048
AE 103-02 A hydrophila Agua Lavras, MG 0,024
AE 025-02 A hydrophila Agua Lavras, MG 0,024
AE 333-03 A hydrophila Agua Lavras, MG 0,024
AE 078-02 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 0,024
AE 329-03 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 0,024
AE 331-03 A. sobria Caso clinico Lavras, MG 0,012
AE 129-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG B 0,048
AE 130-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 140-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 152-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 184-02 A. caviae Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 110-02 A hydrophila a0 clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 111-02 A hydrophila a0 clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 112-02 A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 113-02 A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048

Continua...
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AE 114-02  A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 115-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 116-02 A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 117-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 118-02 A hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 178-02  A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 179-02  A. hydrophila  Caso clinico Esmeraldas, MG 0,024
AE 180-02 A. hydrophila  (Caso clinico Esmeraldas, MG 0,048
AE 301-03 A. caviae Caso clinico Itutinga, MG 0,024
AE 310-03 A. caviae Caso clinico Itutinga, MG 0,024
AE 312-03 A. caviae Caso clinico Itutinga, MG 0,024
AE 314-03 A. caviae  Caso clinico Ttutinga, MG 0,19
AE 288-03 A hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE295-03 A hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE 298-03 A hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE413-04  A. hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE 414-04 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,024
AE415-04  A. hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE411-04  A. hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE 412-04 A hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE 416-04 A hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,024
AE 417-04  A. hydrophila  Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE 284-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,024
AE292-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE305-03 A hydrophila  Caso clinico Itutinga, MG 0,39
Continua...
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AE 294-03 A. sobria Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE 296-03 A. sobria Caso clinico Itutinga, MG 0,048
AE 308-03 A. sobria Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE 315-03 A. sobria Caso clinico Ttutinga, MG 0,048
AE 359-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 12,5
AE 360-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 12,5
AE 361-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 12,5
AE 364-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 25
AE 365-03 A. caviae Agua Trés Pontas, MG 25
AE 366-03 A. hydrophila Agua Trés Pontas, MG 50
AE 192-02  A. hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE195-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE 198-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE201-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE205-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE 190-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE 193-02 A hydrophila  Cag0 clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE 196-02 A. hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE 199-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE202-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE 194-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE197-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,048
AE200-02 A hydrophila  Caso clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE203-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,024
AE204-02 A hydrophila  Cago clinico Passo Fundo, RS 0,024
Continua...
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Tabela 3: cont.

AE 405-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,024
AE 406-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,048
AE 407-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,024
AE 408-04 A hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,048
AE 409-04 A. hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,048
AE 410-04 A. hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,024
AE 403-04 A. hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,024
AE 404-04 A. hydrophila  Caso clinico Paraiba do Sul, RJ 0,024
AE 262-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,39
AE 264-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,024
AE 265-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,048
AE 266-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,024
AE 267-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,024
AE 255-03 A. hydrophila Agua Perddes, MG 0,048
AE 372-03 A. hydrophila Agua [tutinga, MG 0,048
AE 375-03 A. hydrophila Agua [tutinga, MG 0,012
AE 376-03 A. hydrophila Agua Itutinga, MG 0,19
AE 384-03 A. hydrophila Agua Itutinga, MG 0,012
AE 389-03 A. hydrophila Agua Itutinga, MG 0,024
AE 392-03 A. hydrophila Agua Itutinga, MG 0,024
AE 401-03 A. hydrophila Agua [tutinga, MG 0,048
AE 402-03 A. hydrophila Agua [tutinga, MG 0,048
AE 344-03 A. hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,024
AE 345-03 A. hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,048
AE 350-03 A. hydrophila Agua Trés Pontas, MG 0,048
AE 348-03 A. sobria Agua Trés Pontas, MG 0,012
Continua...
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Tabela 3: cont.

AE 208-02
AE 209-02
AE 211-02
AE 212-02
AE 213-02
AE 214-02
AE 215-02
AE 217-02
AE 219-02
AE 220-02
AE 221-02
AE 222-02
AE 223-02
AE 224-02
AE 225-02
AE 226-02
AE 227-02
AE 418-05
AE 419-05
AE 420-05
AE 421-05
AE 422-05
AE 423-05

S e e T e s s e e e

. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila
. hydrophila

A. sobria
A. sobria

Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Caso clinico
Caso clinico
Caso clinico
Caso clinico
Caso clinico
Caso clinico

Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Carmo da Cachoeira, MG
Dourados, MS
Dourados, MS
Dourados, MS
Dourados, MS
Dourados, MS
Dourados, MS

0,024
0,048
0,024
0,048
0,048
0,048
0,048
0,048
0,048
0,024
0,024
0,024
0,048
0,024
0,024
0,024
0,048
0,006
0,006
0,006
0,003

0,78

1,56

1- Diferentes unidades de piscicultura indicadas pelas letras A-L;
2- Bactérias isoladas de peixes com septicemia hemorragica;
3- Bactérias isoladas de dgua de abastecimento e de tanque de pisciculturas.
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Os valores de 4cido oxolinico separaram-se em trés grupos, de acordo
com os valores de MIC. Como pode ser observado na Figura 9, houve uma
separacdo das bactérias testadas em trés categorias: uma com valor de MIC <
0,048ug/mL (89,17% dos isolados), outra com valor de MIC = 0,195ug/mL e
<1,56pug/mL (5% dos isolados) e uma terceira, com valor de MIC > 12,5ug/mL (
5,8%). Nao houve isolado com MIC de 0,097ug/mL e entre 3,125 e 6,25ug/mL
Foi observado que os isolados de aeromonas méveis da propriedade “D”, 100%

mostraram valor de MIC alto para as duas drogas.

60 - 54

1014 3 4 0 2 2 1 1 0 0

0=I:I‘|:|‘ s I s E
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w
o
|

0,003 0,006 0,012 0,024 0,048 0,097 0,195 0,39 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50
MIC (pg/ml)

FIGURA 9: Distribuicio de concentracdes inibitérias minimas de acido
oxolinico para isolados de aeromonas méveis.

O gréafico da Figura 10 apresenta os valores de MIC separados pelas
diferentes fontes analisadas (dgua de cultivo e caso clinico de septicemia
hemorrdgica em peixes). Na avaliagdo das duas fontes de isolados frente ao
acido oxolinico, também nao foi observada diferenca na distribuicio dos

isolados.
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FIGURA 10: Distribuicdo de concentracdes inibitérias minimas de
dcido oxolinico para aeromonas moveis oriundas de
dguas de cultivo e casos clinicos de septicemia
hemorragica.

As Figuras 11, 12 e 13 exibem os valores de MIC separados pelas
espécies de Aeromonas analisadas frente ao dcido oxolinico. Nao foi observada
diferenca na distribuicdo dos valores de MIC entre as espécies de aeromonas

moveis analisadas.
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FIGURA 11: Distribui¢do de concentragdes inibitérias minimas de

dcido oxolinico para isolados de A. caviae.
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FIGURA 12: Distribuicao de concentragdes inibitdrias minimas de

dcido oxolinico para isolados de A. hydrophila.
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FIGURA 13: Distribuic@o de concentracdes inibitérias minimas
de 4cido oxolinico para isolados de A.sobria.

O gréfico da Figura 14 demonstra a simulacdo dos valores de BP para a
interpretacdo dos valores de MIC de 4cido oxolinico obtidos no presente estudo
utilizando dados de Cmaéx. de salmdo. Observa-se que todos os isolados testados
seriam considerados resistentes, pelo cdlculo do BP BSAC, com valores de MIC

acima de 0,1pg/mL e pelo BP P80 acima de 0,03 pg/mL.

48



Numero de isolados

60 -
50 -
40 -
30 A
20 A
10
0

54
45| |

1 3 4 0o [2 2
= @ O =

0

,003 0,006 0,012 0,024 0,048 0,097 0,195 0,39 0,78 1,56 3,125 6,25 12,5 25 50

MIC (ng/ml)

FIGURA 14: Distribui¢do de concentracdes inibitérias minimas de
acido oxolinico para isolados de aeromonas méveis em
relacdo aos valores simulados de “Breakpoints” (A
barra vermelha indica o BP calculado pelo método
BSAC e a preta indica o BP calculado pelo método
Pg0).
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5 DISCUSSAO

No Brasil, nao ha informacdes precisas sobre a quantidade de
oxitetraciclina e acido oxolinico utilizados em aqiiicultura. Até o momento, o
pais nio dispde de antibidticos licenciados especificamente para a aqiiicultura
pelo Ministério da Agricultura, mas, pela experiéncia do AQUAVET em
consultoria no Brasil, o uso de oxitetraciclina € comum e o de acido oxolinico é

ocasional.

Em muitos paises hd uma ampla utilizacio do dcido oxolinico na
aqiiicultura. Bruun et al. (2000) encontraram 66% de Flavobacterium
psychrophilum resistentes ao acido oxolinico em 387 isolados provenientes de
surto clinico e ambiente, na Dinamarca. Izumi & Aranishi (2004) relataram
51,8% de resisténcia ao dcido oxolinico em Flavobacterium psychrophilum no
Japdo, onde este antibidtico ¢ amplamente utilizado. Avendafio-Herrera et al.

(2005), analisando 32 isolados de Tenacibaculum maritimum na Espanha,

encontraram 100% de resisténcia ao acido oxolinico.

Em um estudo, prévio Pereira Janior (2005) determinou o MIC de
isolados de A. hydrophila do banco de culturas de bactérias AQUAVET (UFLA,
Brasil). Alguns isolados usados pelo autor também foram incluidos no presente
estudo e os valores de MIC encontrados tiveram a mesma distribui¢do modal,
porém, com maiores valores. No trabalho citado foi utilizada a macrodilui¢@o e o

tempo e a temperatura de incubagdo foram, respectivamente, de 48 horas e 30°C.

A metodologia empregada no presente estudo foi a proposta pelo CLSI

(2005). Deve-se registrar que, antes da realizacdo do mesmo, que nao existiam
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dados prévios em relacdo ao MIC de aeromonas mdveis, utilizando-se um

protocolo adequado.

5.1 Perfil de resisténcia para as variaveis analisadas

A determinacdo de resisténcia ou sensibilidade de uma bactéria
representa um elemento critico para uma terapia antimicrobiana racional e

apropriada (Coyne et al., 2004a,b,c, 2005).

Neste estudo, observou-se diferenca no perfil de resisténcia dos 120
isolados testados, obtendo-se bactérias sensiveis e resistentes. Esta diferenca

pode estar associada a presenca de genes de resisténcia que conferem esta

propriedade as bactérias (Butaye et al., 2003).

Para a interpretagdo dos valores de MIC dos isolados testados, utilizou-
se o modelo de distribui¢do modal, para a classificacdo em sensivel e resistente
Bruun et al. (2000). Nesse estudo, foi observada uma nitida distribui¢do bimodal
das concentracdes inibitorias minimas de oxitetraciclina nas varidveis analisadas
(Fig. 3,4, 5, 6 ¢ 7). Para o 4cido oxolinico, houve perfis diferenciados, uma
distribuicdo polimodal quando os isolados foram comparados em conjunto (Fig.
9), na andlise referente as fontes (Fig. 10) e para as espécies A.caviae e A.
hydrophila (Fig. 11 e 12) e uma distribui¢do bimodal para a espécie A. sobria. A
distribuicdo polimodal para o dcido oxolinico pode ser devido a um amplo uso
de norfloxacina na propriedade “M” que também € uma quinolona e apresenta o
mesmo mecanismo de acdo do 4cido nalidixico, o qual € precursor do dcido
oxolinico. Nesta propriedade hd um histérico de uso de norfloxacina por dois

anos.
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Observaram-se diferencas nas propriedades avaliadas, refor¢ando a idéia
de que a resisténcia a antibidticos € variada entre ambientes e regides. As
propriedades “D”, “F” e “M”, localizadas em Trés Pontas, MG, Paraiba do Sul,
RJ e Dourados, MS, respectivamente, apresentaram os maiores valores de MIC
para a oxitetraciclina. As pisciculturas “F”’ e “M” tém histérico de amplo uso

desta droga, o que pode ter selecionado isolados mais resistentes.

Quanto a andlise feita separando-se as fontes (dgua e caso clinico), o
padrdo de distribuicdo foi o mesmo: bactérias resistentes e sensiveis nas duas
fontes analisadas frente aos antibioticos testados (Figuras 4 e 10), o que pode ser
devido a mesma origem destas bactérias. Porém, aqueles isolados presentes em
peixes doentes podem ser mais resistentes devido a pressdo de selecdo exercida
sobre os mesmos, com o uso do antibiético nos animais acometidos, o que nao
foi observado neste estudo. Isso demonstra que os isolados que causam a doenga
nos peixes ndo sdo mais patogénicos por apresentarem genes de resisténcia a
antibidticos, pois foram encontrados tanto isolados sensiveis como resistentes,

em peixes acometidos.

As espécies de aeromonas moéveis, quando comparadas separadamente,
mostraram um mesmo padrdo de distribuicdo de valores de MIC para a
oxitetraciclina (Figuras 5, 6 e 7). No 4cido oxolinico, o padrdo foi diferente,
polimodal em A. hydrophila e A. caviae e bimodal para A. sobria (Figuras 11, 12
e 13). De seis isolados de A. caviae, cinco apresentaram resisténcia as duas
drogas testadas (AE 359-03, AE 360-03, AE 361-03, AE 364-03 e AE 365-03).
Ja em A. sobria, os isolados resistentes a oxitetraciclina ndo foram os mesmos
resistentes ao dcido oxolinico, e para a A. hydrophila, somente um (AE 366-03)

apresentou resisténcia aos dois antibidticos.
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Uma limitag@o na interpretacdo dos valores MIC utilizando o modelo de
distribuicao bimodal ou polimodal é que, mesmo os isolados classificados como
sensiveis podem se comportar como resistentes em condi¢des de infeccao nos
hospedeiros (Bruun et al., 2000). Uma alternativa seria a interpretacdo dos
valores de MIC utilizando os “breakpoints”, por meio da Cmax plasmética de

um antibidtico em peixes.

Alguns problemas sdo encontrados para determinar a concentracio
plasmatica maxima de uma droga pela terapia oral em peixes. Primeiro, é a
inapeténcia associada ao quadro clinico nas infecgdes, tendo conseqiiéncia
potencial na fra¢do da populag@o que apresenta a doenca e, conseqiientemente, é
aquela que ingere menos antibidtico. Segundo problema estd associado com a
grande populacdo em um tanque onde existem significantes variacdes na captura
do alimento. Outros fatores que também podem interferir sdo: diferencas
existentes de peixe a peixe, tipo de alimento, estratégia alimentar, taxa de ganho

de peso, ambiente da propriedade, fatores ecoldgicos e época do ano.

Os levantamentos farmacocinéticos sdo predominantemente realizados
em animais sauddveis e de uma pequena parcela amostral, freqiientemente
realizados em laboratério. Como conseqiiéncias, geram poucas informagdes
sobre a eficdcia de um tratamento em condi¢Oes naturais. Além de todos os

fatores citados, existem ainda variacdes entre cada espécie de peixe.

No Brasil, ndo existem trabalhos determinando a concentragcdo
plasmética médxima dos antibidticos usados em piscicultura para as espécies
nativas e exoticas cultivaveis, como a Tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus).
Na literatura, ha relatos de valores em espécies de peixes de clima temperado,

como o salmao (Salmo salar) e truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).
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No presente estudo houve diferenca comparando-se as interpretagdes dos
valores de MIC usando o célculo de BP e a distribuicio modal. Para a
oxitetraciclina todos os isolados seriam considerados resistentes pelo calculo do
BP, tanto pelo BSAC, como pelo P80. J4 para o 4cido oxolinico, 89,17% dos
isolados seriam considerados sensiveis pelo cédlculo do BP BSAC e 35,8%, pelo
BP P80. Considera-se a distribui¢do modal a mais eficiente na avaliagdo dos
resultados de MIC. Em uma das propriedades avaliadas neste estudo (“C”), a
maioria das aeromonas moveis isoladas foram classificadas como sensiveis pela
distribuicdo modal e resistentes pelo cilculo de BP (BSAC e P80). A terapia
empregada nesta piscicultura pelo AQUAVET, baseada na distribui¢do modal,

foi eficaz.

Sao necessarios mais estudos sobre a farmacocinética e farmacodindmica
dos antibidticos utilizados em peixes no Brasil para que sejam estabelecidos

“breakpoints”.

5.2 Potenciais dos antibiéticos avaliados para a piscicultura

Neste estudo, observou-se um pequeno nimero de isolados resistentes ao
4cido oxolinico. Isso, provavelmente, advém do pouco uso desta droga no
Brasil. Contudo, o uso freqiiente de dcido oxolinico na Europa, USA e Japio
pode ser relacionado ao aumento de populacdes bacterianas resistentes nesses

paises.

A oxitetraciclina e o acido oxolinico diferem em seu modo de agao,
sendo o primeiro bacteriostitico e o segundo bactericida. De modo geral, as
drogas bactericidas tendem a apresentar maior eficiéncia terapéutica pela

eliminagdo mais rdpida da bactéria infectante. J4 os antibidticos bacteriostaticos

54



demandam um periodo de terapia mais prolongado para o alcance do efeito

desejado.

A resisténcia aos antibidticos, em termos ambientais, ¢ um problema
muito discutido. No &4cido oxolinico, a resisténcia s6 é expressiva com o
aumento do niimero de clones da populagdo no ambiente. Como a resisténcia a
esta droga é cromossdmica, a bactéria dificilmente perdera esta caracteristica e
pode declinar com a diminui¢do do uso de antibidticos somente quando a
populagdo diminuir no ambiente. J4 para oxitetraciclina, onde a resisténcia &
determinada por genes transferidos por elementos moveis, ela pode diminuir nas
bactérias com a perda dos elementos modveis de transferéncia. O fator
preocupante para as tetraciclinas € a transferéncia de genes para bactérias de
espécies diferentes, até mesmo de ndo patog€nicas para patog€nicas. A
temperatura ambiental, além de interferir no comportamento dos peixes e na

farmacocinética dos antibidticos, também pode influenciar caracteristicas de

resisténcia bacteriana.

Como a freqiiéncia de resisténcia a oxitetraciclina (16,67%) e ao 4cido
oxolinico (5,83%) observada foi baixa, ambas as drogas apresentam bom

potencial para uso na piscicultura.
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6 CONCLUSAO

Segundo a metodologia utilizada, os isolados de aeromonas mdveis
testados apresentaram valores de MIC distintos. Frente a oxitetraciclina, os
isolados dividiram-se em sensiveis (83,33%, MIC<0,97ug/mL) e resistentes
(16,67%, MIC=31,25ug/mlL). J4 para o 4cido oxolinico, os isolados
distribuiram-se em trés grupos: sensiveis (89,17%, MIC<0,048ug/mL),
intermedidrios (5%, 0,195ug/mL<MIC<1,56ug/mL) e resistentes ( 5,8%, MIC>
12,5ng/mL).

Para as fontes analisadas, o perfil de resisténcia encontrado foi
semelhante, tanto para isolados de dgua como de casos clinicos de septicemia
hemorrdgica. Quando os isolados provenientes de 4gua foram comparados frente
a oxitetraciclina, constatou-se que 86,66% foram sensiveis e, para o dcido
oxolinico, 82,22%. Ja comparando isolados de caso clinico, para a
oxitetraciclina obtiveram-se 81,33% e acido oxolinico, 93,33% isolados

sensiveis.

Quando se comparou as espécies de aeromonas mdveis, os valores de
MIC de oxitetraciclina apresentaram uma distribuicdo bimodal e para o 4cido
oxolinico, polimodal e bimodal, sendo a maioria sensivel. Para a oxitetraciclina,
62,5% dos isolados de A. caviae, 89,36% de A. hydrophila e 60% de A. sobria
foram sensiveis. Em acido oxolinico, 56,25% dos isolados de A. caviae, 95,74%

de A. hydrophila e 80% de A. sobria foram sensiveis.

Ao avaliar pisciculturas de diferentes origens geograficas, nove
apresentaram maior freqiiéncia de isolados sensiveis e trés exibiram um nimero

maior de isolados resistentes.
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A ocorréncia, mesmo em pequena quantidade, de isolados resistentes aos
antibidticos testados, indica risco na utilizagdo destas drogas na piscicultura,

com chance de selecdo de bactérias resistentes.
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