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RESUMO

Ichthyophthirius multifiliis é a causa de uma doenga parasitaria que acomete peixes de dgua
doce, sendo um dos grandes problemas o aparecimento de lesdes cutaneas secundérias
causadas por bactérias. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi identificar as bactérias
presentes nas lesdes cutdneas de jundids infectados por ictio e verificar a suscetibilidade
antimicrobiana destes isolados. Foram coletadas por¢des de pele de animais infectados,
seguindo-se com o plaqueamento direto em dgar sangue de carneiro 8% e MacConkey com
identificacdo complementar para Gram positivos e Gram negativos. Foram isoladas
Escherichia coli (1/10), Burkholderia pseudomallei (2/10), Morganella morganii (2/10) e
Aeromonas hydrophila (5/10). Dentre os antibiéticos testados, verificou-se resisténcia apenas
para a ampicilina. Em conclusdo, os agentes isolados podem comprometer os indices
zootécnicos dos animais de producdo. Ainda, sugerem um risco para a satide publica no
que diz respeito ao consumo de carne com substancias téxicas ou com micro-organismos
resistentes a antibiéticos importantes na medicina humana.
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ISOLATION AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY OF BACTERIA FROM INJURIES
CAUSED BY ICTIO IN JUNDIA (Rhamdia quelen)
ABSTRACT

Ichthyophthirius multifiliis is the cause of a parasitic disease that affects freshwater fish,
being one of the major complications the rise of secondary lesions caused by bacteria. In
this context, the aim of this study was to identify the micro-organisms present in the skin
lesions of jundias (Rhamdia quelen) infected by ictio and verify the antimicrobial
susceptibility of the isolates. Infected skin portions were collected, followed by direct
plating on 8% sheep blood agar and MacConkey with further identification in gram-
positive and gram-negative bacteria. Escherichia coli (1/10), Burkholderia pseudomallei (2/10),
Morganella morganii (2/10), and Aeromonas hydrophila (5/10) were isolated. Among the
antimicrobials tested, resistance was only observed to ampicillin. In conclusion, the agents
isolated in this study can compromise the performance parameters of fish production. In
addition, the presence of such micro-organisms suggests a risk to public health with
respect to the consumption of meat containing toxic substances or microorganisms
resistant to important antimicrobial classes in human medicine care.

Keywords: South American silver catfish, Ichthyophthirius multifiliis, bacterial infection,
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INTRODUCAO

Dentre as espécies nativas, o jundia
caracteriza-se por ser a mais frequentemente
utilizada na piscicultura do sul do Brasil
(BALDISSEROTTO, 2009), podendo  ser
encontrado desde o sul do México até a
Argentina Central (BORBA et al., 2007). Os
indices zootécnicos desta espécie garantem uma
posicao privilegiada frente as demais. O manejo
facilitado, crescimento rapido, alimentacao
onivora, aceitagdio de ragdo na primeira
alimentagdo, carne com alto paladar e sem
presenca de espinhos intramusculares e
crescimento durante o inverno, proporcionam
ao jundid um alto interesse para sua produgdo
(CARNEIRO et al., 2005).

Porém, a produgdo de jundids em cativeiro
pode ser facilmente comprometida, devido a alta
susceptibilidade dos alevinos ao protozoario
Ichthyophthirius  multifiliis, conhecido como
“ictio”. A infec¢do resulta em alta mortalidade e
prejuizo para os produtores devido a elevada
disseminagdo deste protozoario (BORBA et al.,
2007).

A doenca dos “pontos brancos”, ou
simplesmente ictio, se caracteriza por ter um
ciclo rdpido, acometer principalmente a pele e as
branquias dos peixes provocando lesdes e
alimentando-se de suco tissular, secrecdes,
fragmentos de células epidérmicas e sangue. As
lesdes na pele sdo portas de entrada para
infecgdes secunddrias potencializando assim a
ocorréncia de maiores indices de mortalidade
(PAVANELLI et al., 1998). Porém ha uma
caréncia de informagbes na literatura com
relacdo a presenca de outros géneros bacterianos
nas lesdes ocasionadas pelo ictio, e que possam
ter importdncia na satide animal ou humana.
Neste contexto, a caracterizagdo de agentes
isolados destas lesdes torna-se de grande
importancia, j4 que alguns deles podem
apresentar potencial patogénico.

Visando o tratamento de infecches
bacterianas ou até mesmo a sua prevencdo, a
utilizagdo de antibi6ticos vem tornando-se cada
vez mais rotineira na aquicultura (PATHAK e
GOPAL, 2005, CABELLO, 2006; LI e GATLIN,
2005). Este fato é de grande relevancia, ja que o
aparecimento de isolados multirresistentes vem
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ocorrendo com grande frequéncia (HEUER et al.,
2009). E sabido que bactérias aquéticas nao sao
diferentes de outros tipos de bactérias quanto a
resposta a exposi¢do a antimicrobianos,
portanto, sdo aptas a transferir e receber genes
de resisténcia (AKINBOWALE et al, 2007).
Outro aspecto importante é a possivel presenca
de residuos de antibiéticos no ambiente de
criagdo, o que pode comprometer a satde
animal e humana.

Em relacdo ao exposto, este estudo teve
como objetivo identificar os micro-organismos
presentes nas lesdes de pele de jundids
naturalmente infectados pelo protozodrio
Ichthyophthirius multifiliis, bem como verificar a
suscetibilidade antimicrobiana destes isolados.

MATERIAL E METODOS

Isolamento bacteriano

O estudo foi conduzido nas unidades de
Satde Animal e de Aquicultura e Pesca da
Fundacdo Estadual de Pesquisa Agropecudria
(FEPAGRO) com jundiés (peso médio de 73,44 +
14,85 g e comprimento total médio de 20,03 +
1,34 cm) mantidos em tanques de polietileno
circulares preenchidos com 200 L de agua
natural (4gua doce e temperatura média de 26,4
°C), na densidade de 0,1 juvenil L1 e
alimentados com ragdo extrusada (42% PB) a
uma taxa de 2% da biomassa ao dia.

Alguns  dos  exemplares  cultivados
comecaram a apresentar sinais de infestacdo por
Ichthyophthirius multifiliis (presenca de pontos
brancos na pele) e, possivelmente, infeccado
bacteriana associada (aspecto hemorrdgico da
regiao), sendo selecionados dez exemplares para
coleta de pele e branquias. A presenca do
parasita nas lesdes foi confirmada através da
visualizagdo em exame microscopico dos
raspados de pele. Os animais utilizados no
estudo foram anestesiados com 6leo de cravo
comercial (200 ppm) e sacrificados através de
seccdo da medula espinhal. Foi coletada uma
amostra de pele (2cm x 2cm) da regido lateral
afetada de cada peixe. O arco branquial era
coletado apenas quando evidenciado a presenca
de lesdes. O material foi devidamente

identificado, acondicionado em sacos
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individuais estéreis e mantido em caixa
isotérmica a aproximadamente 8°C até o
encaminhamento ao laboratério para o
processamento. Realizou-se o plaqueamento
direto das dreas com lesdes em dgar sangue de
carneiro 8% e agar Mac Conkey, seguido de
incubagdo em estufa bacteriolégica a 37°C + 1°C
por 18-24 horas. Posteriormente as colonias
sofreram triagem através dos testes de Gram,
catalase e oxidase. Os micro-organismos Gram-
negativos foram submetidos ao teste bioquimico
convencional (prova da descarboxilagao da
lisina, citrato de Simmons, sulfito motilidade
indol, prova do triplice acticar e hidrolise da
ureia e incubacdo nas mesmas condi¢oes
descritas. Para as amostras com resultado
provas bioquimicas
convencionais, utilizou-se o sistema Bactray®, o
qual tem por principio a identificagdo de bacilos

inconclusivo nas

Gram-negativos a partir de uma bateria de testes
bioquimicos complementares.

Ensaio para avaliagio da susceptibilidade
antimicrobiana

Para cada amostra identificada foi realizado
o teste de disco difusdo de acordo com a
metodologia descrita pelo Comité Nacional para
Padrdes Clinicos Laboratoriais (CLSI, 2012).
Primeiramente, para cada cepa foi preparado o
inoculo de uma a duas colonias em trés mL de
solucdo salina estéril 0,1% de modo que se
atingisse um grau de turvagdo de 0,5 na escala
de Mac Farland
UFC/mL), seguindo-se com a semeadura com
suabe estéril em placa de dgar Mueller Hinton.
Sobre a superficie da placa colocou-se, com o
auxilio de uma pinga estéril, os discos com os
seguintes antibiéticos: ciprofloxacina (5ug),
enrofloxacina (5 pg), florfenicol (30 ug),
gentamicina (10 pg), acido nalidixico (30 pg),
neomicina (30 pg), nitrofurantoina (300 pg),
sulfa (300 ng), tetraciclina (30 ng), ampicilina (10
ug), cloranfenicol (30 pg), norfloxacina (10 pg),
doxiciclina (30 pg) e a associagdo de sulfonamida
e trimetoprim (25 pg). Apods, todas as placas
foram incubadas a 37°C £ 1°C por 18- 24 horas e
realizada a leitura com régua milimetrada,
aferindo-se o halo de inibi¢do incluindo o
didmetro do disco. Os valores encontrados

(aproximadamente 108

foram interpretados classificando-se as amostras
como sensiveis, intermedidrias ou resistentes.

Para cada isolado, o Indice de Resisténcia
Multipla aos Antibiéticos (IRMA)
(KRUMPERMAN, 1983) foi calculado pela
seguinte férmula: IRMA = ndmero de
antibiéticos para os quais a amostra foi
resistente + namero total de antibioticos
testados. Como controle de qualidade do teste
foi utilizada a cepa de E. coli ATCC 25922.

RESULTADOS

Ao total, foram isolados 10 micro-
organismos. amostra  foi
caracterizada como Escherichia coli (1:10), duas
como Burkholderia pseudomallei (2:10) e duas
como Morganella morganii (2:10), sendo todas
essas obtidas de lesdes cutdneas ao longo do

Desses, uma

corpo dos animais. Isolaram-se também cinco
amostras de Aeromonas hydrophila (5:10), sendo
quatro de lesdes dispersas pelo corpo e uma de
branquia. Infec¢des mistas foram observadas em
dois animais: um deles foi acometido por
Morganella morganii, Burkholderia pseudomallei e
Aeromonas hydrophila; e outro por Escherichia coli
e Aeromonas hydrophila, simultaneamente. Em
trés peixes, dos 10 coletados, ndo houve
crescimento bacteriano no plaqueamento direto
das areas com lesdes. Nao se evidenciou, neste
estudo, a presenca de micro-organismos Gram-
positivos.

Observou-se que apenas para a ampicilina
os isolados apresentaram-se resistentes, sendo
desses uma amostra de Burkholderia pseudomallei,
duas de Aeromonas hydrophila e as duas de
Morganella morganii (Figura 1A). O IRMA destas
bactérias foi de 0,07 (resisténcia a apenas um
antimicrobiano). A Escherichia coli e uma amostra
de Aeromonas hydrophila foram sensiveis a todos
os principios ativos testados (IRMA=0).

Quanto a classificacio das bactérias
considerando os antibiéticos agrupados por
classe, constatou-se que 20% dos isolados, sendo
esses de Aeromonas hydrophila, apresentaram
suscetibilidade intermediaria para o grupo dos
beta-lactamicos, em funcdo da ampicilina; 10%
(Morganella  morganii) para o grupo das
quinolonas, em fungao do acido nalidixico; 10%
(Aeromonas hydrophila) para os aminoglicosideos,
em funcdo da neomicina; e 10% (Burkholderia
pseudomallei) aos nitrofuranos, em func¢do da
nitrofurantoina. Todos os isolados foram
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sensiveis ao grupo das sulfas, tetraciclinas,
anfenicéis e a associagdo da sulfonamida +
trimetoprim. Observou-se também que o grupo
dos Beta-lactamicos foi o tnico para o qual as
apresentaram-se (50%)
(Figura 1B), da mesma forma que para o grupo
que atua inibindo a sintese de parede celular

amostras resistentes

(50%), cuja representante também ¢é a ampicilina
(Figura 1C).

Os antibidticos que agem inibindo a sintese
de acidos nucléicos (enrofloxacina, norfloxacina,

CARVALHO et al.

ciprofloxacina e dcido nalidixico) e de proteinas

(gentamicina, neomicina, tetraciclina,
doxiciclina, cloranfenicol e florfenicol), bem
como aquele que atua sobre mais de uma via
apresentaram grau
intermedidrio de resisténcia para 10% das

amostras. Para os antimicrobianos que atuam

(nitrofurantoina),

bloqueando a sintese de folato (sulfonamida e a
associacao sulfa + trimetoprim), os isolados
apresentaram sensibilidade de 100% (figura 1B).
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Figura 1 - A: Classificagdo das 10 amostras origindrias de lesdes de pele de jundia (Rhamdia quelen)
quanto a suscetibilidade a 14 antimicrobianos. B: Classificagdo das 10 amostras originarias de lesoes de
pele de jundia (Rhamdia quelen) quanto a suscetibilidade as diferentes classes quimicas de
antimicrobianos. C: Classificacdo das 10 amostras origindrias de lesdes de pele de jundids (Rhamdia

quelen) quanto a suscetibilidade aos diferentes antimicrobianos agrupados por mecanismo de agdo.
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DISCUSSAO

A Morganella morganii é um organismo
componente da microbiota normal do trato
gastrointestinal dos peixes.  Este patogeno
pertence a familia Enterobacteriaceae, da qual
também fazem parte outros agentes produtores
de histamina, como bactérias do género Shigella
sp., Proteus sp. e Escherichia sp. (PROCOPIO,
2010). Em  humanos, a
provavelmente a principal causa de intoxicagoes
relacionadas a peixes (LEHANE and OLLEY,
2000).

histamina é

Sendo a Morganella morganii considerada um
potencial produtor desta substancia, cabe
ressaltar a importancia do seu isolamento para a
satde publica.

A Escherichia coli ndo é considerada um
micro-organismo da microbiota endégena dos
peixes, porém vem sendo frequentemente
isolada do intestino desses animais (GUZMAN
et al, 2004). Neste estudo, tal achado
possivelmente ocorreu em funcdo da sua
presenca na agua dos tanques (AGNESE et al.,
2001), ja que a agua utilizada era proveniente de
uma lagoa sem tratamento prévio.

A Aeromonas hydrophila é o agente causador
da septicemia hemorrédgica, enfermidade que
causa grande impacto econdmico a piscicultura.
As perdas na producado sdo geradas tanto pela
alta mortalidade dos animais quanto pelo
aumento a susceptibilidade a outros patégenos
(BOIJINK e BRANDAO, 2001). XU et al., (2012)
realizaram um estudo cujo um dos objetivos foi
verificar se o parasitismo por ictio aumenta a
invasdo de Aeromonas sp. nos diferentes tecidos.
Os autores observaram que a presenca desta
bactéria na pele de peixes com concomitante
infestacdo por ictio é significativamente maior
do que nos animais ndo acometidos pelo
protozoério. Da mesma forma, LIU e LU (2004),
ja haviam observado a importancia do ictio na
infeccdo por hydrophila,
demonstrando que o trauma causado pelo
protozodrio serve como porta de entrada para
esta bactéria. Além da importancia da Aeromonas
sp. na sanidade dos animais, este patégeno tem
grande impacto sobre a saide humana, ja que é
causador de quadros de gastroenterite,
pneumonia, meningite, infeccdo de tecidos

Aeromonas

moles, osteomielite e artrite séptica (JANDA e
ABBOTT, 2010; HAENEN et al., 2013). SHAMA
et al., (2000) também observou a presenca de
Aeromonas sp. dentre os isolados lesdes de pele
em jundias, sendo esse género isolado em seis
dos 100 animais amostrados.

CARNEVIA et al., (2010) ja haviam relatado
a presenca de Burkholderia  pseudomallei em
peixes no Uruguai. Este micro-organismo tem
uma ampla gama de hospedeiros, desde cavalos,
gatos e caes (CHENG e CURRIE, 2005), até
peixes, cobras e crocodilianos, sendo
responsavel por desencadear quadros de
melioidose (SPRAGUE e NEUBAUER, 2004).
Assim como a Aeromonas hydrophila, a
Burkholderia pseudomallei possui grande potencial
zoonotico (CARNEVIA et al., 2010).

E importante ressaltar que as infeccdes
causadas por patégenos transmitidos através de
peixes ou ambientes aquaticos sdo bastante
comuns dependendo da época do ano, contato
do homem com os animais e o ambiente
relacionado, habitos alimentares e status
imunolégico do individuo exposto. Uma das
principais formas de infeccdo para o homem é
através do contato com o animal infectado
durante procedimentos de manejo ou através do
contato com a dgua do ambiente de criagdo,
onde a pele injuriada geralmente serve como
porta de entrada para patégenos. A ingestdo de
peixes infectados ou seus produtos também
constituem uma das formas de infeccdo para
humanos (ACHA e SZYFRES, 2003).

Neste estudo ndo foram observados micro-
organismos Gram-positivos dentre os isolados.
Apesar da maioria das bactérias relacionadas a
infeccbes de pele em peixes corresponder a
Gram-negativos, alguns autores ja relataram a
presenca de Gram-positivos, como o género
Mycobacterium sp. (WOLF and SMITH, 1999),
Streptococcus sp. (WEINSTEIN et al., 1996) e
Erysipelothrix sp. (CHATTOPADHYAY, 2000).
Entretanto, cabe ressaltar que ndo foram
encontrados relatos na literatura associando a
infestagdo por ictio ao isolamento destes agentes
nas lesdes cutaneas.

Quanto a suscetibilidade dos isolados frente
aos antibidticos testados, observou-se resisténcia
apenas para a ampicilina. Este achado vai de
encontro ao que foi verificado em estudos
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anteriores, nos quais a resisténcia de Aeromonas
hydrophila e Morganella morganii isoladas de
animais aquaticos ocorreu ndo s6 para este
integrante do grupo dos beta-lactimicos, mas
também para antimicrobianos de outras classes,
como as quinolonas (COSTA et al., 2008; FOTI et
al., 2009). Nao foram encontrados relatos na
literatura de suscetibilidade a antibidticos em
amostras de Burkholderia pseudomallei isoladas de
peixes. Com relacdo a Escherichia  coli,
diferentemente do resultado encontrado no
presente trabalho, BARBOSA et al., (2014)
verificaram resisténcia para isolados de pele
para oito dos nove antibidticos testados. Das
cinco amostras de Aeromonas hydrophila, duas
delas foram resistentes a ampicilina. A
resisténcia a este antimicrobiano também foi
reportada por OROZOVA et al., (2010) em um
estudo avaliando isolados de Aeromonas sp. na
agua para consumo e em amostras de peixes de
criagOes de paises da Europa.

Com excecao da ampicilina, a sensibilidade
para os demais antibiéticos testados neste
estudo foi superior a 90%, sendo que para 10 dos
antimicrobianos chegou a 100%. Este resultado
ndo era esperado, haja vista que o uso de
antibiéticos vem crescendo consideravelmente
na aquicultura, levando a niveis cada vez
maiores de resisténcia. Uma possivel explicacdo
para os resultados de
encontrados é o fato de que os exemplares

suscetibilidade

mantidos em tanques no laboratério ndo foram
expostos a terapia antimicrobiana, favorecendo a
sensibilidade dos micro-organismos daquele
ecossistema. Porém, segundo HEUER et al,
(2009) a resisténcia a ampicilina é um achado de
grande importancia, haja vista que este farmaco
é muito utilizado na medicina humana. Sendo os
organismos isolados neste estudo causadores de
zoonoses ou produtores de substancias téxicas, a
baixa sensibilidade a ampicilina passa a ter
ainda maior relevancia no ambito da satde

publica.

CONCLUSOES

Observou-se que o parasitismo de Rhamdia
quelen, por Ichthyophthirius multifiliis pode servir
como porta de entrada para micro-organismos
patogénicos, entre eles Aeromonas hydrophila,
Morganella morganii, Escherichia coli e Burkholderia
pseudomallei. Estes agentes podem comprometer
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os indices zootécnicos dos animais de produgao,
causando prejuizos econémicos e sociais a
piscicultura. Da mesma forma, esses dados tem
impacto para a satide humana uma vez que os
apresentaram
resisténcia ou suscetibilidade intermediaria a

micro-organismos  isolados
antibiéticos amplamente utilizados na medicina
humana.
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