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e Edwardsiella tarda em pirarucus
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Resumo — No cultivo de pirarucu (Arapaima gigas) podem ocorrer surtos
e mortalidade causados por Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandaei e
Edwardsiella tarda. Este estudo descreve o teste de sensibilidade frente aos
antibacterianos para infecgdes por A. hydrophila, A. jandaei e E. tarda. Todas
as etapas descritas nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram
realizadas de acordo com exigéncias dos padrdes internacionais. Aeromo-
nas hydrophila e A. jandaei de pirarucu foram sensiveis ao florfenicol, acido
oxolinico e oxitetraciclina, enquanto E. tarda foi sensivel somente a enroflo-
xacina.

Termos para indexagao: bactéria, peixe, antimicrobiano.

Sensitivity test against antibacterials in infections
by Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandaei and
Edwardsiella tarda in arapaima

Abstract — In cultivation of pirarucu (Arapaima gigas), outbreaks and mortality
caused by Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandaei and Edwardsiella tarda
may occur. This study describes the sensitivity test against antimicrobials for
infections by A. hydrophila, A. jandaei and E. tarda. All steps described in
the antimicrobial susceptibility tests were carried out in accordance with the
requirements of international patterns. Aeromonas hydrophila and A. jandaei
from pirarucu were sensitive to florfenicol, oxolinic acid and oxy-tetracycline,
while E. tarda was sensitive only to enrofloxacin.

Index terms: bacteria, fish, antimicrobial.



Introducgao

Nas ultimas décadas, a aquicultura esta se
tornando uma fonte cada vez mais importante de
alimentos disponiveis para consumo do homem.
A medida que o nimero de instalagbes aquicolas
cresce, também aumenta a necessidade de de-
senvolver medicamentos seguros e eficazes para
o tratamento de doengas em peixes. Assim, é no-
tério que as doengas precisam ser controladas por
meio da manipulagdo simultdnea de todos os deter-
minantes: os associados ao agente, hospedeiro e
ambiente (Thrusfield et al., 2017; Ariyawansa et al.,
2023). Piscicultores e especialistas em sanidade de
peixes reconhecem a natureza multifatorial de mui-
tas doencas bacterianas que afetam esses animais
aquaticos, mas ha a necessidade de alteracéo de
atitudes em relagao a gestdo dessas doengas nos
ambientes de cultivo.

No cultivo de pirarucu (Arapaima gigas) podem
ocorrer surtos de mortalidade devido a infecgao
por Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandaei e
Edwardsiella tarda (Proietti-Junior et al., 2017). Ae-
romonas sao bactérias Gram-negativas oportunistas
e ubiquas que podem ser encontradas na agua de
cultivo dos peixes. Assim, a prevengao e o controle
dessas doencgas bacterianas devem ser de forma
integrativa em que conste o conhecimento de sinais
clinicos relacionados aos possiveis agentes cau-
sadores, fatores de risco relacionados, bem como
outras condi¢des bidticas e abidticas que levam a
predisposicao dessas doencas infecciosas. Além
disso, é importante o conhecimento de tratamento
para tais doencas quando instaladas no cultivo.

A importancia do diagnéstico etiolégico das in-
feccbes bacterianas, associado aos testes de sensi-
bilidade aos antimicrobianos (TSA), como base para
uma escolha racional do agente antimicrobiano
para tratar infecgdes, tem sido defendida pela Fede-
racao de Veterinarios da Europa de 2012, Agéncia
Europeia de Medicamentos de 2015, Organizagéo
Mundial da Saude de 2015, Organizacdo Mundial
da Saude Animal de 2016 e pelo Comité Europeu
de TSA. O TSA, além de orientar a escolha da tera-
pia antimicrobiana mais adequada, representa uma
importante ferramenta no monitoramento da evolu-
¢ao da resisténcia bacteriana e age também como
um método auxiliar na implantacao de medidas de
controle que evitem a disseminacédo de bactérias
multirresistentes. Portanto, ha uma urgente neces-
sidade de obter critérios interpretativos confiaveis
para TSA que sejam harmonizados e baseados em
evidéncias cientificas, para garantir uma prescri¢cao
€ 0 uso otimizado e controlado de antimicrobianos.
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O diagnéstico de doencgas infecciosas em aqui-
cultura, em geral, € dificil e requer o envolvimento
de uma equipe multiprofissional para ser adequado.
Em muitos casos € necessario contar com o auxilio
de método laboratorial e com a comunicagao entre
o microbiologista e os demais envolvidos na elucida-
¢ao do agente etioldgico e as medidas a serem ado-
tadas para o tratamento. Porém, ha necessidade de
informacgdes de relevancia clinica na requisigéo dos
exames para a orientagdo na condugao das meto-
dologias de isolamento e identificacdo do agente
pelo laboratério de microbiologia, pois o diagndstico
laboratorial das doencgas infecciosas comega com a
indicacao clinica adequada do exame microbiol6gi-
co, 0 que requer conhecimento da epidemiologia e
fisiopatologia do processo infeccioso.

O laudo diagndstico, emitido pelo laboratério de
microbiologia clinica, pode, também, ser influencia-
do pela qualidade da amostra recebida. A coleta ou
o transporte inadequado podem provocar dificulda-
des no isolamento do microrganismo responsavel
pelo processo infeccioso e acarretar maiores indi-
ces de recuperagcdo de contaminantes, induzindo
ao tratamento inadequado. Portanto, a acuracia do
exame microbiolégico depende de varios fatores
relacionados com as fases pré-analitica, analitica
e pos-analitica. Isso reforga a necessidade de inte-
gracao dos profissionais, no intuito de garantir maior
eficacia terapéutica.

A plataforma de parceria com varias partes in-
teressadas, na perspectiva do controle da resistén-
cia antimicrobiana, foi recentemente lancada para
garantir que as crescentes ameacgas e impactos da
resisténcia antimicrobiana sejam abordados global-
mente. Conhecida como quadripartite, reune a Or-
ganizacao de Alimentos e Agricultura das Nacgdes
Unidas (FAO), o Programa de Meio Ambiente da
ONU (PNUMA), a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e a Organizagdo Mundial de Saude Animal
(WOAH), que estao unindo forgas na iniciativa de
evidenciar a importante ameaca que a resisténcia
aos antimicrobianos apresenta ao homem, aos
animais, as plantas, aos ecossistemas e meios de
subsisténcia.

Considerando sua relevancia clinica, a realiza-
¢ao do TSA e sua interpretagcdo devem estar funda-
mentadas em protocolos reconhecidos por 6rgaos
oficiais, quer seja por suas limitagdes de aplicabili-
dade, quer seja pela crescente descrigdo de novos
mecanismos de resisténcia, o que exige cada vez
mais atualizagdo e treinamentos dos profissionais.

Assim, o objetivo deste estudo foi fornecer di-
ferentes abordagens técnicas padronizadas para o
uso de antibacterianos no controle e tratamento das
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infecgdes por A. hydrophila, A. jandaei e E. tarda
em pirarucus.

Esta publicagdo aborda aspectos importantes
no desenvolvimento da piscicultura de agua doce,
visando sustentar o crescimento econdmico e auxi-
liar no desenvolvimento dessa atividade produtiva
para a regiao amazoénica, contribuindo para o al-
cance do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) 8 — Promover o crescimento econdmico sus-
tentado, inclusivo e sustentavel, emprego pleno e
produtivo e trabalho decente para todos.

Material e métodos

Neste estudo, todas as etapas envolvidas na
realizacdo do TSA foram realizadas de acordo com
aquelas padronizadas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, Estados Unidos), confor-
me o Methods for Antimicrobial Broth Dilution and
Disk Diffusion Susceptibility Testing of Bacteria
Isolated From Aquatic Animals (Clinical and Labo-
ratory Standards Institute, 2020a) e Performance
Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing of
Bacteria Isolated from Aquatic Animals (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2020b). A cepa de
controle de qualidade escolhida foi a Escherichia
coli ATCCe 25922 por ser suscetivel a uma ampla
gama de agentes antimicrobianos, por crescerem
bem em baixas temperaturas e se mostrarem esta-
veis apos varias passagens no meio de teste.

Para estudo do perfil fenotipico do TSA foi utili-
zado o método de disco difusdo em agar (DDA), que
é considerado o método mais utilizado para a de-
terminacao da suscetibilidade aos antimicrobianos,
devido a sua praticidade de execugao, baixo custo
e confiabilidade de seus resultados. Apesar de sua
relativa simplicidade de execugdo, o método de
DDA exige que as instrugcdes sejam seguidas ri-
gorosamente de forma que os resultados obtidos
correspondam a realidade e possam ser compa-
rados com as tabelas internacionais.

O laudo do TSA representa um guia para a tera-
pia racional para qualquer microrganismo que con-
tribua para um processo infeccioso, garantindo a
eficacia quimioterapica quando a sensibilidade nao
pode ser prevista.

Os testes foram realizados dispensando discos
de papel contendo concentragdes definidas de anti-
microbianos sobre a superficie do agar apos a apli-
cacgao do inéculo bacteriano com aproximadamente
1 a2 x 108 UFC/mL. As placas foram incubadas por
16 a 24 horas em ar ambiente ou a 5% de CO, a

35 + 2 °C (dependendo do género bacteriano e an-
timicrobiano testado), antes dos resultados serem
determinados.

Os didametros dos halos de inibicdo do cresci-
mento bacteriano ao redor de cada disco foram
mensurados utilizando um paquimetro. Esses foram
relacionados a sensibilidade da amostra bacteriana
e a velocidade de difusao do antimicrobiano no agar.
Quando os halos de inibicdo sao correlacionados
aos valores logaritmicos da concentracao inibitéria
minima (CIM) pela analise de regressao linear, en-
contra-se uma relagéo linear consistente demons-
trando que o halo de inibicdo é inversamente pro-
porcional a CIM daquele antimicrobiano.

Apo6s a identificagdo fenotipica do agente etio-
I6gico, com auxilio de uma alga bacterioldgica, sdo
transferidas de 3 a 4 col6nias isoladas a partir de
uma cultura pura com 18 a 24 horas de cultivo em
3 a 4 mL de caldo Trypticase Soy Broth (TSB), solu-
¢ao fisiolégica a 0,9%, ou caldo de Mueller-Hinton.

O preparo da suspensdo bacteriana deve ser
ajustado para obter uma turbidez equivalente ao
padrao 0,5 da escala de McFarland, podendo usar
um espectrofotdbmetro, com uma absorbancia de
0,08-0,13 a 625 nm, ou 30-70 Unidade de Turbidez
Nefelométrica (NTU) ao usar um turbidimetro, po-
dendo ainda ser mensurada por comparagao com o
auxilio de um cartao de Wickerhan (Figura 1). Isso
significa que ha aproximadamente 1,5 x 10 uni-
dades formadoras de colbnias por mililitro de sus-
pensédo (UFC/mL). O indculo bacteriano pode ser
obtido por meio do método de crescimento ou da
suspensao direta da colénia em fase logaritmica de
crescimento.

Para inoculagdo das placas, que deve ocorrer
em até 15 minutos apo6s o ajuste do indculo, proce-
de-se a semeadura, introduzindo um “swab” esterili-
zado na suspenséao bacteriana ajustada a 0,5 da es-
cala de McFarland, e em seguida deve-se comprimir
o “swab” contra a parede interna do tubo para retirar
0 excesso do indculo (Figura 2).

A semeadura devera ser realizada sobre toda
a superficie do agar, inclusive as bordas, repetin-
do em trés dire¢des diferentes girando a placa em
aproximadamente 60 graus a cada vez para garan-
tir uma distribuigdo uniforme do inéculo (Figura 3).
Deixar a placa semeada secar por cerca 5 minutos
em temperatura ambiente, para que o indculo seja
absorvido pelo agar antes de aplicar os discos. Nao
ultrapassar o periodo de 15 minutos entre a semea-
dura e a colocagao dos discos.



Fotos: Aldo Proietti-Junior

Foto: Aldo Proietti-Junior

Figura 1. Turbidimetro (A) e cartdo de Wickerhan (B)

Figura 2. Compressao do “swab” contra a parede interna
do tubo contendo suspenséao bacteriana.
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Figura 3. Inoculagéo sobre a superficie do agar.

Dispensar o conjunto predeterminado de dis-
cos antimicrobianos na superficie da placa de
agar inoculada usando um distribuidor comercial
(Figura 4) ou manualmente, usando uma pinga
(Figura 5). Os discos devem ser distribuidos unifor-
memente para que nao fiquem a menos de 24 mm
de centro a centro. Nao mais que 12 discos devem
ser colocados em uma placa de 150 mm e nao mais
que 5 discos em uma placa de 90 mm. Apds a colo-
cagao dos discos, pressionar levemente com auxilio
de uma pinga a superficie de cada disco. Inverter
as placas e colocar em uma incubadora a 35°C %
2°C por 18—-24 horas, dentro de 15 minutos apds os
discos serem aplicados (CLSI-VETO03, 2020; Roges
et al., 2020; Proietti-Junior et al., 2021). Os requi-
sitos fisicos e quimicos necessarios para o TSA e
controle de qualidade estao descritos na Tabela 1.

Se a placa foi semeada satisfatoriamente e a
concentragao do indculo for corretamente ajustada,
as zonas de inibicdo resultantes serdo uniforme-
mente circulares e havera um crescimento confluen-
te de colbnias bacterianas. Se colbnias individuais
forem aparentes, indica que a concentragéo do in6-
culo foi muito baixa, e o teste deve ser repetido.

Os didmetros das zonas de inibicdo completa (a
olho nu), incluindo o didmetro do disco, devem ser
medidos até o milimetro inteiro mais préximo usan-
do paquimetro (Figura 6) ou uma régua presa na
parte de tras da placa de Petri invertida, que € man-
tida a alguns centimetros acima de um fundo preto
nao refletivo iluminado com luz refletida.
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Figura 4. Dispensador comercial de discos.

Figura 5. Dispensa manual de discos com auxilio de pinga esterilizada.

Tabela 1. Condi¢des padronizadas para testes de suscetibilidade antimicrobiana por disco de difusdo em agar para paté-
genos bacterianos aquaticos e desempenho do controle de qualidade.

Grupo de organismo Organismo Meio de cultura Condicao de incubagdo Tempo de incubagao
R on. . 24-28 horas e/ou
AMH 22°C + 2°C; ar ambiente 44-48 horas
Grupo 1 Enterobacterales AMH 28°C + 2°C; ar ambiente 24-28 horas
Bacterias AMH 35°C + 2°C; ar ambiente 16-20 horas
nao fastidiosas
Aeromonas hydrophila e AMH 28°C + 2°C; ar ambiente 24-28 horas
outras Aeromonas spp. AMH 35°C + 2°C; ar ambiente 16-20 horas

Foto: Aldo Proietti-Junior

Foto: Aldo Proietti-Junior.
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Figura 6. Medida dos halos de inibicdo com auxilio de
paquimetro.

A margem da zona deve ser considerada a area
que nao mostra nenhum crescimento 6bvio e visivel
que possa ser detectado a olho nu. O crescimento
fraco de pequenas colbnias que podem ser detec-
tadas apenas com uma lente de aumento na borda
da zona de crescimento inibido deve ser ignorado.

Apods as medigdes dos halos de inibigao, as sus-
cetibilidades antimicrobianas serdo determinadas e
entdo serdo relatadas diretamente aos requisitantes
para fins de tratamento.

Resultados e discussao

Os agentes antimicrobianos usados para testes de
rotina sdo determinados a critério do laboratério, des-
de que constem nos documentos de referéncia e/ou
em consulta com profissionais requisitantes. Alguns
agentes antimicrobianos podem nao ser aprovados
em todos os paises ou podem ser proibidos ou ilegais
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em outros, embora os laboratérios possam optar por
testar agentes nao aprovados. O cliente do laboratério
ou veterinario assume toda a responsabilidade pela
eficacia, seguranca e prevencao de residuos com a
administracdo de agentes antimicrobianos n&o apro-
vados a animais aquaticos.

Cada laboratério deve incluir adverténcias apro-
priadas para os regulamentos de seu respectivo pais
ao relatar os resultados, porém devem testar apenas
0s agentes antimicrobianos usados em aquicultura
global (Figura 7), com intervalos de controle de qua-
lidade aprovados pelo CLSI para teste de difusdo de
disco de isolados aquaticos (Tabela 2).

Figura 7. Controle de qualidade com cepa padréo (Es-
cherichia coli ATCC 25922).

Considerando que os resultados de TSA devem
ser utilizados para monitorar mudangas na susceti-
bilidade no ambiente, ndo é aconselhavel reter in-
formacdes sobre agentes antimicrobianos proibidos,
porém uma nota informando sua proibicao de uso
deve constar no laudo.

O laudo deve conter avisos e informagdes
sobre resisténcia intrinseca, uma vez que resul-
tados enganosos podem ocorrer quando certos
agentes antimicrobianos sao testados e relata-
dos como suscetiveis a organismos especificos
para os quais os resultados in vitro ndo corres-
pondem as atividades farmacocinéticas e farma-
codinamicas in vivo (Aslam et al., 2021). Essas
combinagdes incluem espécies mesofilicas de
Aeromonas spp., mas nao podem estar limitadas

Foto: Aldo Proietti-Juniors
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Tabela 2. Agentes antimicrobianos usados em aquicultura global com intervalos de controle de qualidade aprovados pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para teste de difusdo de disco de isolados aquaticos pertencentes a
ordem Enterobacterales e Aeromonas spp.

Categoria interpretativa e valor de corte epidemiolégico de diametro

Agente Contetido de zona de inibigdo, milimetro inteiro mais préximo
antimicrobiano dos discos Tipo selvagem Tipo nado selvagem
(TS) (TNS)

Aminoglicosideos

Gentamicina 10 pg <18 =19

Macrolideos

Eritromicina 15 pg -a -a
Fenicois
Florfenicol 30 ug <24 225

Tetraciclinas

Oxitetraciclina 30 ug <22 223
Quinolonas

Acido oxolinico 2 ug <31 <32
Enrofloxacina 5 ug <25 <26

O trago (—) indica que o diametro da zona do valor de corte epidemioldgico ndo esta disponivel para o agente antimicrobiano.

a elas, as quais sao intrinsecamente resisten- Tabela 3. Faixas de controle de qualidade (CQ) do mé-
tes a ampicilina, amoxicilina-clavulanato e cefa-  todo do disco de difus&o para teste a 22 + 2 °C (24 a 28
zolina, ainda, cepas de Aeromonas spp. podem horas) em agar Mueller-Hinton.

possuir diferentes B-lactamases, distintas e indu- ;

Lo o Diametro da zona
ziveis e, como ocorre com outros géneros com de Inibigéo
B-lactamases induziveis, a resisténcia as cefalos- Agente Contetido Faixa de CQ, mm
porinas de espectro estendido pode surgir duran- antimicrobiano dos discos
te a terapia com agentes [3-lactamicos.

Escherichia coli

i ATCC® 25922

Enterobacterales e Aeromonas spp. também -
s&o intrinsecamente resistentes a benzilpenicilina, Acido oxolinico 2 g 28-37
glicopeptideos, lipoglicopeptideos, acido fusidico, . N3o ha faixa de
macrolideos, lincosamidas, estreptograminas, ri- Enrofloxacina S Hg CQ estabelecida
fampicina e'o.xazolidinonas. . o Eritromicina 15 ug 13-21

As bactérias testadas seguiram as definicdes de
tipo selvagem (TS), que consiste em uma categoria Florfenicol 30 g 20-32
interpretativa definida por um valor de corte epide- Gentamicina 10 ug 24-32
mlologlco (ECV) qge descreve.a. populagao mlcrclJ- Oxitetraciclina 30 g 26.35
biana sem mecanismos fenotipicamente detecta-
veis de resisténcia ou suscetibilidade reduzida para
0 agente antimicrobiano que esta sendo avaliado, e
tipo ndo selvagem (TNS), uma segunda categoria
interpretativa definida por um ECV que descreve a Os isolados de A. hydrophila e E. tarda de pi-
populacdo microbiana com mecanismos fenotipica- rarucu testados foram categorizados como micror-
mente detectaveis de resisténcia e suscetibilidade ganismos multidroga resistentes, ja os isolados de
reduzida ao agente antimicrobiano que esta sendo A. jandaei apresentaram resisténcia a apenas duas

avaliado (Tabela 3). classes de antimicrobianos, conforme Tabela 4.
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Tabela 4. Fendtipos de suscetibilidade de Aeromonas hydrophila, Aeromonas jandaei e Edwardsiella tarda isolados de

Arapaima gigas.

CLASSE
Agente antimicrobiano
Bactéria Aminoglicosideo Fenicol Tetraciclinas Quinolonas
GEN FFC oT AO ENR
(tlna;?) Perfil (tl:li?) Perfil (I-Ima rl:) Perfil (?:l:% Perfil (t:?rl::) Perfil

A. hydrophila® 16,61 26,68 S 19,68 R 25,65 R 25,70 R
A. hydrophila® 16,32 R 25,21 S 19,26 R 23,77 R 26,88 R
A. hydrophilac 15,92 R 25,29 S 23,40 S 26,35 S 26,48 R
A. hydrophila® 16,95 R 24,01 R 24,06 S 28,19 S 24,85 R
A. hydrophila® 16,97 R 26,75 S 21,98 R 26,76 ) 28,01 R
A. hydrophila® 16,70 R 25,40 S 22,95 R 26,88 S 27,34 R
A. jandaei® 16,91 R 26,60 S 24,34 S 27,82 S 27,31 R
A. jandaei' 17,51 R 27,80 S 24,59 S 27,48 S 26,61 R
E. tardac 16,30 R 20,77 R 20,64 R 8,81 R 20,02 S
E. tarda® 18,12 R 24,25 R 22,57 R 21,07 R 23,42 S

GEN: gentamicina; FFC: florfenicol; OT: oxitetraciclina; AO: acido oxolinico; ENR: enrofloxacina; e a: anus, b: boca, c: branquias,
d: intestino, e: musculo, f: cauda, g: cavidade abdominal. R: resistente, S: sensivel.

Consideragoes finais

Aeromonas hydrophila e A. jandaei encontra-
das em pirarucu sao sensiveis ao florfenicol, aci-
do oxolinico e oxitetraciclina, enquanto E. tarda é
sensivel somente a enrofloxacina. Com o aumen-
to da resisténcia antimicrobiana, existe a preocu-
pacao da perda da contribuigdo essencial dos an-
tibidticos no tratamento de doengas bacterianas.
Assim, é necessario aumentar a conscientizacao
sobre a resisténcia global aos antibiéticos e en-
corajar as melhores praticas na piscicultura, devi-
do a complexidade do desafio da resisténcia aos
agentes antimicrobianos e suas relagdes com a
saude do homem e dos peixes.

O uso indiscriminado de antibiéticos sem con-
trole médico-veterinario especifico € um proble-
ma quando as prescrigbes sdo de base empirica.
Essa situagcado pode resultar em uso excessivo
dessas drogas, uso em doses subdtimas e inter-
rupgao dos cursos de terapia se houver resolugao
precoce dos sintomas, situagdes que favorecem
o surgimento de resisténcia antimicrobiana. Téo
problematico quanto um fator que pode promover
a resisténcia aos antibiéticos € o uso de agen-
tes antimicrobianos como substitutos as técnicas
de manejo adequadas. Assim, a otimizagcdo das
condicbes de criagdo (separagdo dos animais

em grupos de idade, uso de vacinas, elevados
padrées de sanidade) deve ser promovida pa-
ralelamente a uma utilizagdo mais racional de
antibidticos.

Esta publicagédo € resultado do Projeto Aqui-
cultura com Tecnologia e Sustentabilidade (Aquite-
ch), que contou com recursos financeiros do Servigo
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas
(Sebrae) (Convénio 37/2018).
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