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Resumo

Foram feitos ensaios de susceptibilidade a antibidticos em 48 cepas
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de VVibrioisoladas do cultivo do Litgpenaens vannamei no Ceara. Para os
testes de difusio foram utilizados 11 antibidticos. A espécie que
apresentou maior percentagem de resisténcia aos antimicrobianos foi
1 cholerae, onde 33,33% das 12 cepas testadas mostraram-se resistentes
a sulfazotrim, 25% a ampicilina e 33,33% a ceftriaxona.

A rapida expansiao do cultivo de
peneideos esta sendo ameacgada por doengas
provocadas por espécies de Vibrio, que
afetam a sua sobrevivéncia e crescimento.
Estes microrganismos oportunistas fazem
parte da microbiota normal dos peneideos,
provocando doencas quando condicoes
ambientais desfavoraveis se estabelecem nos
sistemas.! De acordo com Gamez et al.%, as
espécies do género V7brio associadas a
infec¢Oes em camardo tém a propriedade
de interferir nos estagios de seu
desenvolvimento, provocando mortalidade
de até 100% apds 24 horas do aparecimento
da infeccio.

O emprego de antibidticos no
tratamento de patologias bacterianas na
aquicultura mostra-se limitado devido a sua
relativa eficacia e possivel desenvolvimento
de cepas resistentes, alterando a microbiota
das areas afetadas. Abraham’relata a
resisténcia multipla de 17 harveyi, isolado do
cultivo de larvas de peneideo, a
cloranfenicol, eritromicina, neomicina,
estreptomicina, sulfaziadina e trimetropim.
De acordo com Moriarty?, na Asia e
América Latina, as fazendas de camarao
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utilizam antibi6ticos em larga escala, incluindo
fluoroquinolonas como a sarafloxacina,
norfloxacina e enrofloxacina, sendo dificil
se determinar o uso total anual, mas estima-
se 0 uso de aproximadamente 1.000 a 2.000
T/ano. Este uso selecionard bactérias
resistentes nos dejetos da fazenda que, por
sua vez poderd contaminar as aguas costeiras,
e influenciando a saude humana.

O aumento da ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana em bactérias
provenientes de ambientes de producio
animal e as possiveis implicagdes para saude
publica tém levado a uma intensiva
fiscalizacio do uso de antimicrobianos.” A
contaminacao dos alimentos de origem
animal durante o abate e processamento ¢é
considerada a principal via para o
carreamento de bactérias resistentes aos
antibiéticos para os seres humanos.>

Os antibiéticos tém desempenhado
um importante papel no combate de
doengas humanas e de animais aquaticos
cultivados. Entretanto, o seu uso
indiscriminado pode provocar transferéncia
da resisténcia a droga a patégenos humanos,
modificacao na microbiota de consumidores



devido aos antibioticos presentes no alimento
e toxicidade de alguns deles aos
manuseadores de animais.”

Hofer et al.? afirmam que a resisténcia
multipla aos antimicrobianos em 1. cholerae
nio é um fato inusitado. Em estudo sobre a
resisténcia multipla deste microrganismo
isolado em pacientes com gastroenterite no
Ceara - Brasil, os mesmos autores isolaram
amostras de [7brio de 7.058 pacientes com
suspeita de sindrome coleriforme, no
periodo de 1991 a 1993. Das cepas isoladas,
duas apresentaram caracteristicas de multipla
resisténcia aos antimicrobianos tetraciclina,
ampicilina, eritromicina e sulfametoxazol-
trimetoprima.

O presente estudo teve como
objetivo avaliar a susceptibilidade a
antibioticos de estirpes de [ibrio isoladas de
amostras de agua de captacdo, agua do
viveiro e camario de uma fazenda de
camarao marinho Litopenacus vannamei no
litoral oeste do Estado do Ceara.

As colonias de ibrio spp foram
isoladas de amostras de agua de captagio,
agua do viveiro e camardo de uma fazenda
de camario marinho localizada no estuirio
do rio Coreau, litoral oeste do Estado do
Ceara, no periodo de maio a novembro de
2005. As metodologias de isolamento e
identificagdo de estirpes de [zbrio seguiram
de acordo com Downes e Ito’. As colonias
foram submetidas a coloragdo de Gram e
aos testes de motilidade, oxidase, produc¢ao
de indol, Vogues-Proskauer, tolerancia ao
NaCl 0%, 3%, 6%, 8% e 10% em agua
peptonada a 1%, fermentagio de
carboidratos (lactose, sacarose, glicose,
arabinose e manose), descarboxila¢io de
aminoacidos (lisina e ornitina), hidrélise da
arginina, produgio de gas a partir de glicose,
hidrélise do o-nitrofenil a-D-
galactopiranosideo (ONPG) e triagem em
agar triplice agtcar ferro (TSI).

Foram realizados ensaios de
susceptibilidade a antibioticos de 48 estirpes
de 1ibrio, sendo 14 isoladas das amostras
de dgua de captacio, 16 isoladas dos viveiros
e 18 isoladas de amostras de camario. Das
48 colonias isoladas foram identificadas as
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seguintes espécies . cholerae (12), V. fluvialis
(6), Vibrio spp (6), V. harveyi (5), 1.
parabaemolyticus (4), V. mimicus (5), V.
cncinnatiensis (2), 1. damsela (2), 1. costicola (2),
V. splendidus (1), V. furnissi (1), V. carchariae(1),
V. anguillarum (1) e V. fisheri (1). Para a
realizacdo dos testes de susceptibilidade a
concentra¢ao de cada estirpe foi previamente
ajustada a 1,5 x 10% células por mililitro. O
ajuste de concentracao foi realizado a partir
da suspensiao de cada estirpe em solugao
salina a 0,85% até ajuste da turvagio a escala
McFarland 0,5. As suspensdes ajustadas
foram avaliadas quanto a sensibilidade aos
antibiéticos pela metodologia de difusao em
agar'’. Foram utilizados discos (Cecon)
contendo Acido Nalidixico (NA) 30ug,
Tetraciclina (TET) 30ug, Cloranfenicol
(CLO) 30pg, Imipenem (IPM) 10ug,
Cefoxetina (CFO) 30ug, Gentamicina
(GEN) 10pg, Ciprofloxacin (CIP) 5pg,
Nitrofurantoina (NIT) 300ug, Ceftriaxona
(CRO) 30pg, Ampicilina (AMP) 30ug e
Sulfazotrim (SUT) 25ug. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pelo diametro do
halo de inibi¢io em milimetro.

As espécies que apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos foram: 1.
cholerae, onde 33,33% mostram-se resistentes
a SUT, 25% com resisténciaa AMP e 33,33%
a CRO. Das cepas de V. fluvialis, 16,7%
apresentaram resisténcia a SUT e 33,33% a
AMP. Das cepas de 1Vibrio spp, 16,7%
revelaram resisténcia a SUT, 16,7% a CRO.
Das estirpes de - harveys, 20% apresentaram
resisténcia a SUT. A resisténcia a AMP foi
observada em 1. mimicus, 1. parabaenolyticus,
V. cincinnatiensis e 1. costicola na ordem de 50,
75, 50 e 50%, respectivamente. Uma cepa
de U7 splendidus apresentou-se resistente
ao NA.

A presenca de estirpes de [ibrio
resistentes a antibioticos na aqiiicultura vem
sendo relatada. Moriarty'', nas Filipinas em
1996 estudou amostras de I7brio isoladas de
camario e verificou que todas as amostras
apresentaram resisténcia aos antibiéticos,
incluindo cloranfenicol, furazolidonas,
oxitetraciclinas e estreptomicinas. Alvarez et
al.”revelaram dados semelhantes aos obtidos
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no presente estudo. Os autores observaram
elevada sensibilidade das estirpes de [zbrio
a acido oxolinico, cloranfenicol, eritromicina
e gentamicina. No presente estudo os vibrios
isolados mostram-se sensiveis a GEN e
CLO. Os autores detectaram resisténcia ao
acido nalidixico, estreptomicina, canamicina,
novobiocina, penicilina, polimixina B,
tetraciclina, trimetoprim/sulfametoxazol e a
derivados de sulfa. Neste estudo observou-
se resisténcia a0 NA em uma estirpe de 1/
splendidus e nao foi encontrada resisténcia a
TET. Entretanto, 20% das estirpes de [
harveyi desenvolveram comportamento
intermediario frente ao NA.

Os isolados de Iibrio spp das
amostras de agua e camardo mostraram-se
resistentes a SUT e CRO, com
comportamento intermediario frente a
AMP. Esses dados nao podem ser
comparados aos obtidos por Saavedra et
al.”, uma vez que os autores revelaram que
40% das estirpes de [zbrio spp isoladas de
robalo apresentaram resisténcia a AMP.

A sensibilidade das cepas de 1 cholerae
ao CLO observada no presente estudo ¢é
comparavel aos resultados obtidos por
Sathiyamurthy, Purushothaman e Ramaiyan'.
Os autores estudaram a resisténcia a
antibiéticos de 770 estirpes de 1. cholerae nao
O1 isoladas de amostras de dgua estuarias,
sedimento, plancton e alimentos de origem
marinha no sudeste da India. Observaram
sensibilidade de todas as estirpes a cefalotin
(30 mcg), clorafenicol (30 mcg), e
polimixina-B (300 mcg). Entretanto, as cepas
isoladas do ambiente e dos alimentos
mostraram-se resistentes a oxitetraciclina,
estreptomicina, sulfadiazina e tetraciclina.

Molitotis et al.”” estudaram 199 cepas
de V. parahaemolyticns isoladas de amostras
de 4gua e de alimentos de origem marinha
da Bafa de Jakarta, na Indonésia. Detectaram
maior porcentagem de resisténcia quando
comparado aos dados obtidos na presente
pesquisa, mostrando resisténcia a ampicilina
(67,3%), gentamicina (2%), tetraciclina (5,7%)
e acido nalidixico (3%).

Observou-se também neste estudo a
resisténcia multipla em 5 cepas de 1. cholerae
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nao tipado, com 2 (16,6%) cepas resistentes
a AMP e CRO, 2 (16,6%) resistentes a SUT
e CRO, e 1 (8,3%) com multirresisténcia a
AMP, CRO e SUT. Um isolado de V7brio
spp apresentou resisténcia multipla a SUT e
CRO.

Para Campos'®, o monitoramento da
resisténcia antimicrobiana em . cholerae faz-
se necessaria em funcdo da ocorréncia de
amostras multirresistentes, contendo
plasmidios R e integrons codificando varios
genes de resisténcia. Vieira et al.'” detectaram
resisténcia multipla a antibi6ticos em estirpes
de V. alginolyticus e Vibrio spp isoladas de
larvicultura de camarao marinho. A estirpe
de 1. alginolyticus apresentou resisténcia a
sulfonamidas e penicilina, e a de 17brio spp
mostrou-se resistente a eritromicina,
tetraciclina, ciproflaxacina, penicilina e
sulfonamidas.

As cepas de [77brio multiressistentes
aos antibioticos, observadas no presente
estudo, podem ser indicativas do uso desses
antimicrobianos como controle e prevengao
de enfermidades no cultivo dos peneideos.
A resisténcia maltipla a antibidticos € alta em
ambientes onde hd uso dessas drogas.”'
Apesar de ter sido detectada multipla
resisténcia no presente estudo, nao se pode
afirmar que esse fenomeno € decorrente do
uso indiscriminado de antibi6ticos na fazenda
pesquisada. Nesse sentido, Lima et al.” em
pesquisa sobre a resisténcia a antimicrobianos
de bactérias oriundas de ambiente de cria¢do
de tilapias (Oreochromis niloticus), relataram a
presenca de bactérias resistentes a todos os
antimicrobianos testados tanto no ambiente
de criagdo como nos filés de tilapias, apesar
de ndo haver uso dessas drogas na
piscicultura estudada. Segundo os autores,
estes resultados sugerem que a resisténcia a
antimicrobianos pode ser promovida e
mantida por outros fatores que o uso de
antimicrobianos no meio aquicola.

A resisténcia a antibidticos em
microrganismos pode ser produzida por
caracteristicas inerentes as células, sendo
geralmente determinada por genes
cromossomicos. Por outro lado, algumas
estirpes podem sofrer mutagdes, receber



plasmideos ou transposons e, desse modo,
adquirir uma resisténcia que caracterizard a
linhagens deles originadas."

De acordo com Sotomayor e
Balcazar®, a tendéncia atual € restringir ou
reduzir o uso de antibioticos devido ao
desenvolvimento de resisténcia bacteriana,
problemas ecolbgicos, restrigées a
importagOes pela presenca de residuos nos
tecidos de camario e possiveis danos a satde
publica. Em resposta a esse problema, o uso
de cepas probidticas na aqtiicultura vem sendo
estudado. Gullian e Rodriguez” em estudo
sobre as qualidades imunoestimulantes de
novas bactérias probidticas associadas ao
cultivo do L. vannameiz, demonstraram que
algumas bactérias benéficas da microflora
do hepatopancreas sio competidoras em
potencial de cepas patogénicas. Os resultados
indicaram diminui¢io da instalagao do
patégeno no hepatopancreas, indicando que
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a natureza probiotica baseia-se na diminuigao
da instalacdo do patégeno dentro do
hospedeiro, diminuindo dessa forma o risco
de enfermidade. Vieira et al.'” afirmam, por
outro lado, que o uso de probidticos é util
na prevencdo de vibrioses, com potencial
substituir os antibidticos, de nao poluir o
ambiente, nao selecionar cepas resistentes e
melhorar o crescimento de pos-larvas.

A presenca de cepas de [Vzbrio em
amostras de agua e de camaro resistentes a
ampicilina, sulfazotrim e ceftriaxona sugere
que tanto os camardes, como a area de
cultivo estudada, podem constituir fonte de
bactérias resistentes. Por outro lado, como
nao foram feitos estudos de caracterizacdo
da resisténcia cromossomica ou plasmidial,
nio se pode afirmar que a resisténcia
observada nas bactérias do presente estudo
seja transferida para a microbiota autoctone
filogeneticamente distinta.

In vitro antimicrobial susceptibility of Vibrio spp isolated from shrimp
(Litopenaeus vannamei) and water from ponds of a shrimp farm in Ceara

Abstract

Suscetibility assays were performed for 48 177bro strains isolated from
pond-reared Litopenaeus vannamei in Ceara, Brazil. The diffusion assays

Key words:
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tested 11 antibiotics. The most resistant species was I cholerae: of 12
strains tested, one third was resistant to sulfamethoxazole-
trimethoprim, one fourth to ampicillin and one third to ceftriaxone.
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