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RESUMO

O amplo uso de antibidticos na medicina humana e animal, bem como o uso
desse farmaco como promotor de crescimento para animais de produgéo tem
resultado no aumento do numero de bactérias comensais e patogénicas
resistentes aos antimicrobianos, o que vem se tornando um dos maiores
problemas de saude publica atualmente. Sendo assim, acredita-se que o
conhecimento do perfil das populagbes microbianas do trato digestivo de
peixes, bem como o monitoramento de genes de resisténcia a antibioticos
contidos nestas populacdes podem servir como subsidio para a utilizacdo da
microflora gastrointestinal de peixes como bioindicadores da carga de utilizacao
de antibidticos pela populacdo em uma dada regido. Para isso, foram
realizadas coletas de peixes e agua em quatro locais com diferentes niveis de
acdo antrépica. A partir do intestino dos animais coletados, procedeu-se o
isolamento e a identificacdo bacteriana com auxilio de kits comerciais, bem
como identificagdo genotipica através de sequenciamento do DNA bacteriano
através do gene RNAr 16S. Em seguida, as col6nias identificadas por Kkits
comerciais foram submetidas ao teste de resisténcia aos antibidticos, pela
técnica de Kirby-bauer, onde foram testados 10 antibidticos. Com as coletas
realizadas foi possivel a captura de 36 animais, sendo eles jundias, carpas e
acaras. A partir do intestino destes peixes e das amostras de agua, foram
isoladas 320 colonias bacterianas, das quais 130 puderam ser identificadas.
Destas, as familias bacterianas isoladas com maior frequéncia foram
Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae. Ja com a realizacdo da identificacao
pelo sequenciamento do gene RNAr, 16S foi possivel a identificacdo de 253
colonias bacterianas, sendo que a maioria dos isolados sé&o pertencentes as
familias Aeromonadaceae e Enterobacteriaceae. Quanto ao teste de
resisténcia aos antibidticos, o antibiético que apresentou maior nimero de
cepas resistentes foi a ampicilina, enquanto o cefepime ndo apresentou
nenhuma cepa resistente. Ja a familia bacteriana que apresentou maior
frequéncia de resisténcia foi a Pleisiomonadaceae. Referente ao ponto de
coleta, os locais que apresentaram maior frequéncia de resisténcia foram o
LAPEP e o rio Barigui, demonstrando que o nivel de poluicdo pode estar
relacionado ao nivel de resisténcia apresentado, e 0 peixe que parece ser o
melhor para ser utilizado como bioindicador € o jundid, o que pode ser atribuido
ao seu habito alimentar. Além disso, com os resultados obtidos na identificacédo
bacteriana, percebe-se que a técnica mais eficaz foi a genotipica, comprovando
que as metodologias moleculares estdo revolucionando os conhecimentos até
entdo tidos de microbiologia, pois muitos microrganismos que ndo podem ser
cultivados em laboratorio, podem ser identificados através dessas técnicas.

Palavras-chaves: Peixe, bioindicador, resisténcia a antimicrobianos.



ABSTRACT

The widespread use of antibiotics in human and veterinary medicine, as well as
the use of this drug as a growth promoter for livestock has resulted in increased
numbers of commensal and pathogenic bacteria resistant to antimicrobials,
which has become one of the biggest problems public health today. Thus, it is
believed that knowledge of the profile of microbial populations in the digestive
tract of fish, as well as the monitoring of the antibiotic resistance genes
contained in these populations may serve as a support for the use of fish
gastrointestinal microflora as bioindicators load use of antibiotics by the
population in a given region. For this, samples were taken from fish and water
at four sites with different levels of human action. From the intestine of animals
collected, proceeded to the isolation and identification of bacteria with the aid of
commercial kits, as well as genotypic identification by sequencing of bacterial
DNA by 16S rRNA gene. Then the colonies were identified by commercial kits
to test for antibiotic resistance, by the Kirby-Bauer technique, in which 10
antibiotics were tested. With the collections was made possible the capture of
36 animals, namely silver catfish, carp and acara. From the intestine of the fish
and the water samples, 320 bacterial colonies were isolated, 130 of which were
identified. Of these, the bacterial families were most frequently isolated was
Aeromonadaceae and Enterobacteriaceae. Now with the completion of the
identification by sequencing gene 16S rRNA, was possible the identification of
253 bacterial colonies, and most isolates are belonging families
Aeromonadaceae and Enterobacteriaceae. How to test antibiotic resistance,
antibiotic with the highest number of resistant strains was ampicillin, cefepime
while showed no resistant strain. Already a bacterial family that showed a
higher frequency of resistance was Pleisiomonadaceae. Referring to the
collection point, the locations with the highest frequency of resistance were
LAPEP and river Barigui, demonstrating that the level of pollution can be related
to the level of resistance displayed, and the fish that seems to be the best to be
used as bioindicator is catfish, which can be attributed to their eating habits.
Moreover, the results obtained with the bacterial identification, it is clear that the
most effective technique was the genotype, confirming that molecular methods
are revolutionizing knowledge hitherto taken microbiology because many
microorganisms cannot be grown in the laboratory, can be identified by these
techniques

Keywords: Fish, bioindicator, antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

A introducdo dos antibidticos no tratamento de enfermidades ocorreu
logo apos a Segunda Guerra Mundial e tem contribuido drasticamente para a
diminuicAo de mortes causadas por doencas infecciosas. Entretanto, os
antibioticos estdo perdendo o status de “droga milagrosa” em funcédo do
aumento de ocorréncia de resisténcia das bactérias a estes compostos.

O amplo uso de antibidticos na medicina humana e animal, bem como o
uso desse farmaco como promotor de crescimento para animais de producao,
tem resultado no aumento do nimero de bactérias comensais e patogénicas
resistentes aos antimicrobianos, o que vem se tornando um dos maiores
problemas de saude publica atualmente.

O uso indiscriminado de antibiéticos tem levado ao aparecimento de
bactérias resistentes no trato digestério de humanos. Tais bactérias, uma vez
no ambiente, podem atingir populacées de peixes e passar a fazer parte da
microbiota desses animais.

Além disso, estudos apontam que em corpos d’agua proximos a
hospitais, bem como em ambientes de producao aquicola, um maior nimero de
bactérias resistentes a antibiéticos é encontrado. Isso se deve ao fato desses
compostos ndo serem completamente metabolizados no organismo de quem
deles faz uso. Dados indicam que cerca de 70% de seus compostos sao
liberados de forma ativa no meio ambiente.

Desde o inicio dos anos 60 a humanidade tem consciéncia do potencial
de risco e efeitos adversos de produtos quimicos, € 0 seu risco para 0
ambiente aquatico e terrestre em particular. Por algumas razfes, tais como,
serem encontrados em praticamente todos os ambientes aquaticos e por
desempenharem um importante papel ecolégico nas teias alimentares
aguaticas, os peixes tem atraido consideravel atencdo em estudos biologicos, e
passaram a ser utilizados como biomarcadores.

A associacdo entre a ocorréncia de resisténcia a antibidticos em
bactérias isoladas de intestino de peixes coletados em locais com diferentes
niveis de acao antropica deve permitir a utilizacdo do perfil dessas populacdes

como um bioindicador.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi estudar o perfil das espécies
bacterianas do trato digestorio de peixes de agua doce e o nivel de ocorréncia
de resisténcia aos antibiéticos desses microrganismos, utilizando-se animais

provenientes de areas com diferentes niveis de acao antrépica.

2.2 Objetivos especificos

¢ Identificar as espécies bacterianas do trato digestério de jundia, carpa
comum e acard, de diferentes procedéncias;

e Avaliar o perfil microbiano do intestino de peixes em comparacdo com a
agua de cultivo;

e Avaliar a eficacia de técnicas fenotipicas de identificacdo bacteriana
guando comparadas com técnicas moleculares, particularmente com o
sequenciamento do gene de RNA ribossomal 16S (RNAr 16S);

e Avaliar o perfil de resisténcia a antibidticos dessas bactérias;

e Associar a ocorréncia de resisténcia a antibidticos em bactérias com o
nivel de acdo antrépica dos pontos onde estas bactérias foram isoladas
para utilizar como bioindicador da utilizacdo de antibiéticos pela

populacao desta regido.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERIZACAO BACTERIANA

A diversidade microbiana existe, em diferentes niveis, dentro de
espécies, comunidades e ecossistemas. Entretanto, até poucas décadas, a
compreensao desta diversidade era limitada devido a pequena quantidade de
espécies de microrganismos passiveis de cultivo, representando menos de 1%
do total dos existentes no planeta (YANG, YAO & WANG, 2004).

O trato gastrintestinal (TGI) de um animal consiste de um ecossistema
microbiano muito complexo e dindmico que € muito importante para a nutricdo,
fisiologia e patologia do hospedeiro (RASTALL, 2004).

A primeira observacdo sobre a ocorréncia de microrganismos
gastrintestinais em um hospedeiro animal foi feita por Lewenhock em 1674
(DOBELL, 1932). Entretanto, um estudo abrangente de bactérias intestinais foi
iniciado apds a descoberta de Escherichia no trato gastrintestinal de humanos,
abrindo as portas para o estudo da microbiota gastrintestinal em outras
espécies (NAYAK, 2010).

Nos dultimos 20 anos, a distribuicdo e ocorréncia da microbiota
gastrintestinal tém sido muito estudada com distintas finalidades em diferentes
espécies animais (NAYAK, 2010), e, com o auxilio da evolucao de ferramentas
moleculares e de biotecnologia, este complexo ecossistema estd comecando a
ser desvendado em muitas espécies (RASTALL, 2004).

Entretanto, de acordo com Nayak (2010), até os anos de 1970 nao
existia um relatério concreto sobre a existéncia de uma microbiota indigena
estdvel em animais aquaticos, porém, nas Uultimas décadas pesquisas
substanciais foram realizadas para caracterizar a microbiota gastrintestinal em
diversas espécies de peixes. Mas, apesar de a presenca dessa microbiota ser
reconhecida, pouco se sabe sobre o estabelecimento, a diversidade e a
importancia dessas comunidades bacterianas na nutricdo e na saude dos
peixes.

A colonizacdo microbiana, seu estabelecimento, composicdo e
diversidade no trato gastrintestinal de peixes € um processo complexo e,

acredita-se ser um reflexo da composicdo microbiana da 4gua de criacéo, da
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dieta e do ambiente onde o animal vive (RING@ et al., 2006; FJELLHEIM et al.,
2007).

A populacdo microbiana do TGI pode variar entre diferentes
hospedeiros, porém normalmente apresentam 0S mesmo representantes
encontrados no habitat e na dieta do hospedeiro. Alteracdes na composicao da
populacdo microbiana ndo afeta significantemente na contagem total de
bactérias aerObias ou anaerObias facultativas, porém, a distribuicdo de
espécies pode ser alterada. A populacdo microbiana tem grande influéncia no
organismo do animal, sendo as suas principais funcdes: a contribuicdo
nutricional, resisténcia a colonizagdo por microrganismos patogénicos e
imunomodulagéo dos hospedeiros (MACFARLAND, 2000).

A microbiota de peixes consiste, principalmente, de microrganismos
aerobicos e anaerodbios facultativos, bem como de anaerdbios obrigatérios,
especialmente Cetobacterium somerae, Bacteroidaceae, e Clostridium
(CAHILL, 1990).

A predominancia de anaerdbios no TGI de peixes foi bem descrito nas
espécies de kingio (Carassius auratus), truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) e
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) (SAKATA, OKABAYASHI & KAKIMOTO,
1980; SUGITA et al., 1989; SPANGGAARD et al., 2000). Ja outros estudos
demonstraram igual numero de bactérias anaerobias (Bacteroides e
Fusobacterium) e bactérias aerdbias (Aeromonas e Pseudomonas) no TGl de
carpa capim (WU et al, 2012).

Estudos mostram ainda que, em peixes de agua doce, Aeromonas,
Pseudomonas e Bacteroides sdo os maiores colonizadores do TGI, seguidos
de Pleisiomonas, Enterobacteriaceae, Micrococcus, Acinetobacter, Clostridium,
e espécies de Fusarium (TRUST et al., 1979). Em contraste, peixes marinhos
sdo colonizados predominantemente por espécies de Vibrio, Pseudomonas,
Achromobacter, Corynebacterium, Alteromonas, Flavobacterium e Micrococcus
(CAHILL, 1990; VERNER-JEFFREYS et al., 2003).

Austin (2002), em uma revisao sobre a microbiota bacteriana de peixes,
considera que existe um grande numero de taxons associados ao trato
digestivo de peixes de agua doce, tais como Acinetobacter, Enterobacter,

Escherichia, Klebsiella, Proteus, Serratia, Aeromonas, Alcalligenes, Eikenella,
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Bacteroides, Citrobacter freundii, Hafnia alvei, Cytophaga, Flexibacter, Bacillus,
Listeria, Propionibacterium, Staphylococcus, Moraxella e Pseudomonas.

Estudos como o de Hovda e colaboradores (2007), Kim e colaboradores
(2007) e Navarrete e colaboradores (2010) demonstraram que bactérias gram
negativas como Aeromonas, Acinetobacter, Bacteroides, Citrobacter,
Flavobacterium e Pseudomonas sdo as mais comumente encontradas no
intestino de peixes de ambiente de criagao.

Molinari e colaboradores (2003), em um estudo sobre a microbiota
intestinal da tilapia do Nilo enumeram as bactérias Aeromonas hydrophila,
Aeromonas veronii, Burkholderia cepacia, Chromobacterium violaceum,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Flavimonas oryzihabitans e Plesiomonas
shigelloides como sendo as mais frequentemente encontradas no intestino e no

estomago desse peixe.

3.1.1 Métodos de identificacdo bacteriana

Acredita-se que apenas 0,001 a 0,1% dos microrganismos que ocorrem
naturalmente no meio ambiente podem ser cultivadas em laboratério. O
numero de bactérias ambientais conhecidas e cultivaveis soma apenas 5-10%
do numero total que é estimado estar presente em aguas residuais e em
plantas de tratamento de agua (HIRAISHI, 1998). De acordo com Zellers
(1996), quando se tratando de solo, apenas 1% das bactérias presentes podem
ser cultivadas e identificadas por métodos microbiolégicos classicos. Dessa
forma, a expectativa quanto a espécies com novas fun¢des ou novos produtos
ainda é grande (CRUZ, 2001).

Nas ultimas décadas, novas técnicas foram desenvolvidas para melhorar
esse cenario. Métodos dependentes de biomarcadores, como a
guimiotaxonomia, ou métodos genéticos sdo amplamente utilizados
(KUMMERER, 2004).

A classificacdo de organismos tem sido baseada tradicionalmente em
similaridades morfoldgicas, de desenvolvimento e caracteristicas nutricionais.

Porém, a identificagdo baseada apenas nesses critérios ndo € a mais
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adequada, pois nota-se que microrganismos podem ser, nesses aspectos,
muito semelhantes uns dos outros e diferirem muito em questdes filogenéticas.
Portanto, uma aplicagdo mais abrangente para a descricdo de microrganismos,
como a utilizacdo de metodos moleculares, se torna desejavel (LANE et al.,
1985).

Além disso, de acordo com Nayak (2010), estudos mais antigos sobre a
composicdo do trato intestinal (Tl) de peixes apresentam resultados n&o
confiaveis, pois a maioria deles foi realizada a partir de homogeneizados de
conteudo intestinal e/ou fecal, utilizando métodos fenotipicos de identificacdo a
partir de meios de cultura seletivos ou néo, seguido de identificacdo pelas
caracteristicas morfolégicas e bioquimicas. Esses métodos sdo demorados,
além de nao terem muita precisdo e sensibilidade. Portanto, estes resultados
frequentemente levam a um quadro incerto da composi¢do da microbiota total
do TGI de peixes, pois acabam selecionando algumas espécies e nao possuem
a capacidade de identificar microrganismos anaerdbios ou que ndo tenham a
capacidade de crescer em meios de cultura, por exemplo.

Nos dias atuais, técnicas moleculares estdo sendo utilizadas para o
estudo destes sistemas complexos, isoladamente ou em conjunto com técnicas
convencionais, para caracterizar tanto a microbiota cultivhvel como a néo-
cultivavel no TGI de peixes (HUBER et al., 2004; LIU et al., 2008).

Os métodos genotipicos de taxonomia, direcionados para moléculas de
DNA ou RNA, sdo uma consequéncia do progresso tecnologico experimentado
pela biologia molecular e atualmente dominam o0s estudos taxonOmicos
(VANDAMME et al.,, 1996). Muitas das técnicas moleculares utilizadas
atualmente para tipagem contam com a separac¢dao eletroforética de fragmentos
de DNA de diferentes tamanhos (OLIVE & BEAN, 1999).

A andlise de genomas completos por padrdo de bandas do DNA tem
sido facilitada pela descoberta de elementos repetitivos, incluindo DNAs
polimorficos amplificados aleatoriamente (RAPD), consenso intergénico
repetitivo de enterobactérias (ERIC), analise de sitios de enzimas de restricao
(RFLP), entre outros (GURTLER & MAYALL, 2001). A eletroforese em gel com
gradiente de desnaturacdo (DGGE) de amplicons de DNA ribossomal 16S, tem
sido utilizada para caracterizar ecossistemas complexos. Segundo essa

7

técnica, o DNA total do habitat de interesse € extraido e uma regido
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hipervariada do RNA ribossomal (RNAr) 16S é amplificada pela reacdo em
cadeia da polimerase (PEDROSO, 2005).

Todas estas técnicas reconhecem sitios aleatérios no genoma que néo
podem ser previstos sem 0 sequenciamento total do genoma. Estas técnicas
normalmente utilizam a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para amplificar
os fragmentos em analise e o resultado é apresentado na forma de um padréo

de bandas em um gel eletroforético.

3.1.2 Identificacao bacteriana através do gene RNAr 16S

O desenvolvimento de métodos moleculares independentes de cultivo
tem faciltado a determinacdo da diversidade bacteriana, uma vez que
fornecem uma perspectiva mais real da complexidade dentro de sistemas
ambientais.

O uso das sequéncias da subunidade menor (16S) de &cido ribonucléico
ribossomal (RNAr) para a identificacdo e taxonomia de microrganismos veio
revolucionar os estudos nessas areas. Essa sequéncia esta universalmente
presente em bactérias e archeas, uma vez que codifica 0 RNAr da subunidade
menor do ribossomo desses microrganismos e € utilizada em estudos de
diversidade pela caracteristica de estabilidade e por sofrer pouca influéncia de
transferéncias horizontais (PISA, 2006). O gene RNAr 16S possui
aproximadamente 1600 nucleotideos e gera grande quantidade de informacdes
Uteis para inferéncias filogenéticas (YOUNG, 1992).

Os resultados obtidos com técnicas moleculares como o gene RNAr 16S
tém a vantagem de serem independentes das condi¢cdes de crescimento e
meio de cultura utilizados. Em termos evolucionarios, mutacdes no gene de
RNAr 16S se acumularam em taxas lentas mas constantes através de milhdes
de anos (WOESE, 1987), e essas mutacOes sao geralmente localizadas em
regides divergentes bem definidas, chamadas de regibes varidveis e
hipervariaveis. Esse padréo de conservagéo/variabilidade das sequéncias é
explorado para se determinar a identidade de um microrganismo de uma

amostra qualquer e pode também levar a identificacdo de microrganismos



25

jamais antes identificados. Pelo sequenciamento das regibes variaveis e
hipervaridveis do gene de RNAr 16S e comparacdo das sequéncias obtidas
com o banco de dados de sequéncias conhecidas de 16S, a identificacao de
um microrganismo pode ser obtida de maneira rapida e precisa.

Além disso, de acordo com Olsen (1986) e Woese (1987), as principais
caracteristicas que tornam a sequéncia do RNAr um excelente marcador
filogenético sdo: a) moléculas universais, ocorrendo em todos 0s organismos, e
diferentes posicOes em sua sequéncia evoluem a diferentes taxas, permitindo
medir relacbes filogenéticas em quase todos o0s niveis, entre organismos
proximos e distantes; b) sdo elementos chave da maquinaria da sintese de
proteinas e sdo funcional e evolutivamente homologos em todos os
organismos; c) sdo moléculas ancias e extremamente conservadas em toda a
sua estrutura; d) as sequéncias de nucleotideos também sdo conservadas.
Alguns sdo conservados entre organismos evolutivamente distantes, enquanto
outros variam. As sequéncias e o0s elementos de estrutura secundaria
conservados permitem o alinhamento de sequéncias variaveis, permitindo que
somente nucleotideos homodlogos sejam empregados em andlises
filogenéticas; e) fornecem informacdo de sequéncia suficiente para permitir
comparacdes estatisticas significativas; f) aparentemente os genes para 0S
rRNAs nédo sofrem interferéncia de transferéncias laterais ou horizontais.

A estas caracteristicas intrinsecas a molécula, pode-se acrescentar
ainda o fato da rapida expansdo dos bancos de dados que é da ordem de
milhares de sequéncias e engloba representativamente os diversos ramos
taxonébmicos dos microrganismos. Outra vantagem para a utilizacdo de
informacdes sobre as sequéncias de RNAr é a sua disponibilizacdo em bases
de dados (RDP, Gen-Bank, EMBL), na maioria dos casos, gratuitamente,
permitindo a comparacdo de novas sequéncias obtidas com as presentes
nessas bases de dados (JUNIOR et al, 2002)..

Portanto, nota-se que a informacdo genotipica € mais acessivel e
confidvel, precisamente interpretada e mais informativa de relacdes
evolucionarias. Os elementos de uma sequéncia de nucleotideos ou
aminoacidos sdo restritos em numeros e bem definidos (quantificados)

substituindo julgamentos subjetivos por julgamentos mais objetivos.
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Atualmente, novos marcadores estdo sendo propostos como alternativa
ao gene RNAr 16S, entretanto, desde o inicio dos trabalhos de Woese e
colaboradores com esse gene até os dias atuais, as informacdes sobre esta
molécula, principalmente sua sequéncia, tem-se acumulado dramaticamente.
Isso se deve, em parte, ao desenvolvimento de métodos rapidos e simples para
0 sequenciamento do rRNA usando transcriptase reversa (LANE et al., 1985) e
mais tarde, o uso da reagao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacédo
e sequenciamento seletivo dos genes que codificam para o0s rRNAs,
principalmente o 16S (MEDLIN et al., 1988; BOTTGER, 1989; EMBLEY, 1991).

Como consequéncia, mesmo 0s marcadores que teoricamente contém
maior quantidade de informacdes filogenéticas ainda levardo certo tempo para
atingirem um volume de informacdo que permitira usa-los em preferéncia ao
16S, jA que cada vez mais créditos sdo depositados nesta molécula para
exercer este papel (LUDWIG & SCHLEIFER, 1999).

3.2 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS

Os antibidticos sdo produtos quimicos de origem natural ou artificial e
podem ser divididos em diferentes classes de acordo com 0s mecanismos de
acdo, tais como quinolonas, tetraciclinas, macrolideos, sulfonamidas e [-
lactamicos. E um agente quimioterapéutico que inibe ou suprime o crescimento
de microrganismos, tais como bactérias, fungos ou protozoarios (KUMMERER,
2009).

A introducdo dos antibidticos logo depois da Segunda Guerra Mundial
resultou numa diminuicdo drastica do numero de mortes devido a infeccbes
bacterianas. Entretanto, atualmente os antibiéticos tém perdido o seu status de
“‘drogas milagrosas”, em funcdo do crescente aumento da resisténcia
bacteriana a antibiéticos (BUD, 2007; SCHIZRRING & KROGFELT, 2011).

Com a descoberta das penicilinas e sua utilizacdo no tratamento de
infeccOes, acreditou-se que as doencas infecciosas deixariam de ser um
problema na pratica médica. Porém, pouco tempo apOs 0 inicio da sua
utilizacdo, em 1946, cerca de 5% das cepas de Staphylococcus aureus

isoladas de pacientes eram resistentes a penicilina. Em 1949 este numero
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subiu para 29% das cepas de Staphylococcus aureus isoladas de hospitais, e
em 1950 cerca de 80% ja eram classificadas como resistentes em hospitais
americanos (BAUER, PERRY & KIRBY, 1960).

A resisténcia bacteriana aos antibioticos pode ser tanto natural quanto
adquirida. No caso de resisténcia natural ou intrinseca, a bactéria é resistente a
uma determinada classe de antibidticos, pois conta com uma estrutura genética
desprovida do alvo de acao ou do sistema de transporte para uma determinada
classe de antimicrobianos. Ja a resisténcia adquirida pode ocorrer tanto como
resultado de uma mutacdo no DNA do genoma do microrganismo, ou pelo
intercAmbio genético entre estirpes em que elementos do DNA como
plasmideos, transposons, integrons, que desenvolvam resisténcia s&o
transferidos entre os microrganismos (TAVARES, 2006).

Os antibiéticos agem como indutores para a expressdao de genes
bacterianos que codificam mecanismos de resisténcia as drogas (BUTAYE et
al., 2003). Assim, na presenca de genes de resisténcia, a selecdo de uma
populacdo de microrganismos resistentes pode ser uma consequéncia de
pressdo de selecdo devido ao uso de antibidticos. O poder de selecdo €
proporcional ao tempo de exposicdo das bactérias aos antibidticos (ALLI
ABADI & LESS, 2000).

O fato desses organismos serem capazes de causar infeccdes graves e
poderem adquirir resisténcia a antimicrobianos torna as opcdes de tratamento
limitadas. Além disso, este aumento na prevaléncia de patdgenos resistentes
as drogas esta ocorrendo num momento em que a descoberta e o
desenvolvimento de novos agentes anti-infecciosos esta diminuindo
(SPELLBERG, 2008).

A ampla utilizagdo de antibiéticos na medicina humana e animal, bem
como na producgdo animal, tem resultado no aumento do nimero de bactérias
comensais e patogénicas resistentes a agentes antimicrobianos, o que vem se
tornando um dos principais problemas de satde publica (SRUM & ABEE-
LUND, 2002; RIVERA-TAPIA, 2003).

Mecanismos de sobrevivéncia bacteriana a antibioticos incluem a
aguisicdo de genes de resisténcia a antibidticos de outras bactérias ou de
fagos (transferéncia horizontal de genes ou transducdo), mutacdes em genes

especificos, e alteracdo da superficie bacteriana. Assim, o uso continuo e o
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acumulo de antibidticos no meio ambiente tem resultado no aumento de
bactérias resistentes aos antibiéticos, ndo s6 na Europa, mas também em nivel
mundial (SCHIJZRRING & KROGFELT, 2011).

3.2.1 Uso indiscriminado dos antibi6ticos

O consumo de antibidticos per capita, bem como os tipos de antibiéticos
utilizados varia entre os paises. Taxas de prescricdo, bem como o consumo
sem receita também variam conforme a localidade (MOLSTAD et al., 2002).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), cerca de 50%
de todos os antimicrobianos produzidos nos Estados Unidos sdo administrados
em animais, sendo a maior parte utilizado para usos subterapéuticos (WHO,
2001). O consumo anual de antibidticos, a nivel global, tem sido estimado,
entre 100.000 a 200.000 toneladas (KUMMERER, 2003).

Simdes e Farache (1988), ao analisar o consumo de medicamentos no
estado de S&o Paulo observaram que 12% dos medicamentos consumidos
resultaram de uma prescricdo médica anterior. O farmacéutico e/ou balconista
de farmacia contribuiu com 10%; a automedicacao atribuida a orientacdo de
pessoas do seu relacionamento contribuiu com 9,1% e a prépria escolha com
10,7%. Berquo et al., (2004), entrevistaram 6.145 individuos de todas as idades
residentes na zona urbana de Pelotas, Rio Grande do Sul e observaram que as
drogas antimicrobianas mais utilizadas foram as penicilinas (41%), as sulfas
(17%) e as tetraciclinas (8%). JA em hospitais brasileiros (de até 300 leitos),
prestadores de servicos para o Sistema Unico de Saude, dados do Ministério
da Saude sobre o uso de antimicrobianos, mostram as cefalosporinas como o
grupo de antimicrobianos mais prescritos (31,1%), seguido por penicilinas
(25,4%), aminoglicosideos (18,5%), cloranfenicol (6,9%), sulfonamidas (4,8%),
metronidazol (3%), quinolonas (2,6%) e glicopeptideos (2%) (DEPIZZOL,
2006).

O uso de antibioticos pelos pacientes parece ser influenciado pela escolha

da prescricdo, pelo sistema de saude, pela economia, pelo nivel de
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conhecimento, pelo comportamento do paciente e pelas expectativas do
médico e do paciente (McNULTY & FRANCIS, 2010).

Em um artigo publicado na Inglaterra, em 1998, os autores mostram
dados relativos ao uso de antibioticos no mundo. Este artigo demonstra que, de
todas as drogas utilizadas, 50% se destinam a uso humano e 50% ao
agroveterinario. Da fracdo de drogas usada em humanos, 20% sdo em
hospitais e 80% pela comunidade. Desse montante, calcula-se que de 20% a
50% nao haja necessidade de uso. Para o uso veterinario, os dados sdo mais
alarmantes, pois cerca de 20% s&o usados terapeuticamente e até 80% para
uso profilatico e promocéo de crescimento (WISE et al., 1998).

Em estudo sobre a prevaléncia de automedicacéo na Europa concluiu-se
gque esta pratica € maior na Europa Oriental e do Sul que no Norte e Europa
Ocidental. Da mesma forma, os paises do Norte bem como a Holanda
apresentam a menor frequéncia de consumo de antibiéticos e o menor nivel de
bactérias resistentes (GOOSSENS et al., 2005; GRIGORYAN et al., 2006).

De acordo com Kiimmerer (2003) o uso de antibiéticos pela populacdo em
geral relatado no Reino Unido é de 95%, nos Estados Unidos de 75%. Na
Alemanha aproximadamente 75% do total s&o utilizados pela comunidade e
apenas 25% nos hospitais.

Em alguns paises em desenvolvimento, os antibiéticos podem ser
adquiridos em doses Unicas, o que aumenta o risco do tratamento ser
encerrado antes do sucesso clinico. Em outros, os antibioticos podem ser
comprados sem a prescricdo, o que contribuird também para a taxa de
automedicacdo e tratamentos incompletos (SCHIJZJRRING & KROGFELT,
2011).

3.2.2 Antibiéticos no meio ambiente

Acredita-se que 70% dos antibiéticos utilizados sao liberados sem serem
metabolizados no organismo do paciente, principalmente em ambientes
aguaticos atraves do esgoto. Além disso, medicamentos néo utilizados também
sao rotineiramente descartados no esgoto. Consequentemente, os efluentes

hospitalares sdo comprovadamente compostos por residuos de antibioticos,
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além desses residuos também ja terem sido detectados em esgotos
domésticos (KUMMERER, 2004).

E sabido que antibioticos em concentra¢des sub-inibidoras podem ter um
impacto sobre as funcdes celulares e alterar a expressédo genética de fatores
de viruléncia ou a transferéncia da resisténcia aos antibidticos (SALYERS et
al., 1995; OHLSEN et al., 1998).

Do total de 412 toneladas de antibidticos utilizadas na Alemanha em 1998,
levando em conta a taxa de metabolizacdo descrita acima, calcula-se que 305
toneladas foram emitidas para as aguas residuais, excretadas inalteradamente
no ambiente, ou seja, na forma de compostos ainda ativos dos quais 92
toneladas foram provenientes de hospitais (KUMMERER & HENNINGER,
2003; KUMMERER, 2009).

FreqUéncias elevadas de resisténcia aos antibiéticos tém sido relatadas
em bactérias isoladas de areas onde os antibidticos foram amplamente
utilizados pelos seres humanos, bem como ambientes terrestres e aquaticos
sujeitos a criacdo intensiva de animais (LEE et al., 1993; DePAOLA et al.,
1995).

O antibiotico ciprofloxacina foi encontrado em concentracdes entre 0,7
mg/L e 124,5 mg/L em efluentes hospitalares (HARTMANN et al., 1999). A
ampicilina foi encontrada em concentracdes entre 20 e 80 mg/L no efluente de
um grande hospital alemdo (KUMMERER, 2001). As concentracdes de
antibiéticos medidas nos efluentes do hospital sdo da mesma ordem de
grandeza da concentracao inibitéria minima de bactérias patogénicas sensiveis
(KUMMERER & HENNINGER, 2003).

A diluicdo de efluentes do esgoto hospitalar diminuira a concentracdo de
antibiéticos apenas moderadamente, pois aguas residuais municipais nao
hospitalares também contém substancias antibiéticas e desinfetantes. Estudos
realizados na Alemanha e nos Estados Unidos revelam a presenca de 15
diferentes tipos de antibidticos em excesso em corregos que recebem efluentes
urbanos e industriais e/ou escoamento das praticas agricolas (TERNES et al.,
2002;. KOLPIN et al., 2001). Entretanto, € provavel que essa diversidade seja
ainda maior considerando-se que muitos antibioticos ndo foram investigados e
que os métodos de preparacdo da amostra, extracdo e andlise ainda estdo em
desenvolvimento (COSTANZO; MURBY; BATES, 2005).
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Antibidticos tém sido detectados na faixa de mg/L em esgotos municipais,
no efluente de estacbes de tratamento de esgoto (ETEsS), em aguas de
superficie e em solos (ZUCCATO et al., 2000; KOLPIN et al., 2001). O trabalho
de revisdo de Kummerer (2003), lista como as quinolonas, a ciprofloxacina, as
sulfonamidas, a eritromicina, entre outros, como 0s mais encontrados.

Portanto, estudos indicam que a biodegradacgao
de antibidticos em estacdes de tratamento de esgoto e outros compartimentos
ambientais ndo pode ser uma opcao para a remocao confiavel de substancias

antibiodticas.

3.2.3 Resisténcia bacteriana em ambientes naturais

Devido ao fato de os antibidticos serem amplamente utilizados na
terapéutica humana e animal, como promotores de crescimento para 0S
animais, e também pelo fato de que a maioria desses antibiéticos é excretada
inalteradamente no ambiente, a preocupacado sobre o potencial impacto desses
residuos tem aumentado. Portanto, a principal fonte de antibiéticos no meio
ambiente tem influéncia antrépica, a partir da descarga do esgoto no ambiente,
pelo uso de fezes de animais como fertilizantes e também pela pratica da
aquicultura (KUMMERER, 2009), como é demonstrado no trabalho de Yang e
Carlson (2003), que fazem uma correlagcdo positiva entre as atividades
humanas e a presenca de antibiéticos em ambientes naturais.

Além disso, em aguas de superficie € dificil encontrar uma area onde os
antibioticos ndo podem ser detectados, exceto em locais sem qualquer acéo
antrépica, como rios e cOrregos de regides montanhosas, antes de
atravessarem areas urbanas e agricolas (YANG & CARLSON, 2003). Alguns
antibioticos podem ser encontrados até mesmo em aguas subterrdneas com
mais de 10 metros de profundidade (BATT et al., 2006).

Além da poluicdo quimica causada por esses produtos, 0 uso destes
também pode acelerar o desenvolvimento de genes de resisténcia a
antibidticos (ARGs) em bactérias com potencial risco para a saude dos seres

humanos e animais (KEMPER 2008). Estas bactérias podem ser transmitidas a
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partir do ambiente para humanos através do contato direto ou indireto
(IVERSEN et al., 2004, KIM et al., 2005;, RODRIGUEZ et al., 2006).

De acordo com Baquero e colaboradores (2008) bactérias patogénicas e
potencialmente patogénicas sdo constantemente liberadas no meio aquatico
atraves de diferentes fontes. Muitos desses microrganismos sao portadores de
genes de resisténcia, que podem ser integrados em plasmideos ou
transposons e trocados com bactérias naturais do ambiente.

O aumento da ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em bactérias
provenientes de ambientes de producdo animal e as possiveis implicacdes
para saude publica tém levado a uma intensiva fiscalizacdo do uso de
antimicrobianos em alguns paises (LIMA et al., 2006). O ambiente aquicola é
importante meio para a selecdo de espécies bacterianas resistentes a varios
antimicrobianos, em virtude da sua utilizacdo no tratamento e profilaxia de
doencas bacterianas, muitas vezes de forma indiscriminada.

O uso de uma ampla variedade de antibidticos em larga escala, incluindo
antibioticos nédo-biodegradaveis Uteis na medicina humana, exerce uma
pressdo seletiva no ambiente aquatico, pois permanece nesse ambiente por
longos periodos. Este processo resulta no aparecimento de bactérias
resistentes aos antibidéticos no ambiente aquatico, com 0 aumento da
resisténcia em patdégenos de peixes, bem como na transferéncia de
determinantes de resisténcia para bactérias do solo e patégenos humanos e
animais, e em alteracdes na flora bacteriana tanto dos sedimentos como da
coluna de agua (CABELLO, 2006).

H&4 um grande numero de estudos que indicam que a microbiota
bacteriana em locais circundantes a ambientes utilizados na producdo aquicola
contém um maior ndmero de bactérias resistentes aos antibidticos. Os
determinantes de resisténcia aos antibiéticos que emergem e sado selecionados
nos ambientes aquaticos podem ser transmitidos por transferéncia horizontal
de genes as bactérias do ambiente terrestre, incluindo patégenos humanos e
animais (HEUER et al., 2009)

A transferéncia genética de resisténcia ocorre frequentemente no trato
gastrintestinal de humanos e animais que contém, muitas vezes, bactérias sob
pressdo seletiva devido a exposicdo continua a niveis terapéuticos ou sub-
terapéuticos de antimicrobianos (LIMA et al., 2006; SANTOS, 2009).
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A transferéncia da resisténcia de bactérias encontradas no ambiente para
as bactérias dos seres humanos pode ocorrer atraveés do contato direto com os
organismos aquaticos, através da agua potavel ou através da manipulacéo
e/ou consumo de produtos aquicolas (HEINITZ et al., 2000).

A transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibioticos no trato
digestivo foi inicialmente comprovada em humanos, envolvendo resisténcia a
tetraciclina em Bacteroides spp. (SHOEMAKER et al.,, 2001). Os autores
compararam a incidéncia de gene de resisténcia em isolados de Bacteroides
coletados e mantidos em bancos desde antes de 1980, com isolados coletados
nos anos 1990. O aumento da ocorréncia do gene de resisténcia saltou de 23%
em amostras dos anos 70, para mais de 80% nas amostras dos anos 90. Tais
resultados suportam a hipotese de que elevada transferéncia de genes ocorre
entre bactérias do c6lon humano, tanto dentro do género Bacteroides quanto
entre estes e outras bactérias gram-negativas.

Wiggins et al. (1999) utilizaram a resisténcia a antibiotico para identificar
fontes ndo pontuais de poluicdo fecal ao analisarem isolados de estreptocos
fecais de criacBes de bovinos leiteiros, bovinos de corte, frangos, perus, esgoto
doméstico e de cursos d’agua supostamente ndo contaminados. Foi possivel
correlacionar o padrao de resisténcia dos isolados com a classificagdo da fonte
de poluicéo fecal com coeficientes entre 96 e 100%.

Koike et al. (2007), realizaram com sucesso a monitoragcao e rastreamento
das fontes de gene de resisténcia ao antibiético tetraciclina a partir de lagoas
de estabilizacdo de criacdo de suinos e agua de lencol freatico adjacente.
Andlise comparativa da sequéncia do gene tetW revelou que o gene presente
nas aguas de lencol freatico sob impacto das lagoas possuia 99,8% de
identidade com aquele encontrada nas lagoas.

Giraud et al. (2006), estudando lago de aquicultura marinha contendo
peixe robalo (Dicentrarchus labrax), ostras (Crassotrea gigas) e mexilhdes de
Manila (Ruditapes philippinarum), e utilizando dieta do robalo contendo o
antibiético acido oxolinico, um quinolénico de primeira geragdo, monitorou o
aumento da resisténcia ao antibiotico por Vibrio spp. Os resultados mostraram
que selecdo no sentido de aumentar a resisténcia ao acido oxolinico foi
observada no intestino do peixe, mas ndao nos bivalves ou no sedimento do

lago.
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O emergente crescimento de ARGs no ambiente aquatico esta se
tornando uma preocupacao em todo o mundo. De acordo com Zhang et al.
(2009), em uma revisdo que compila publicacbes recentes de informagdes
sobre tipos, distribuicdo e transferéncia horizontal de ARGs em diversos
ambientes aquaticos, demonstra que centenas de ARGs que codificam a
resisténcia a uma ampla gama de antibidticos foram encontrados em
microrganismos distribuidos ndo s6 em efluentes hospitalares e efluentes da
producdo animal, mas também na de esgoto, tratamento de aguas residuais,

em agua de superficie, agua subterranea, e até mesmo em agua potavel.

3.2.4 Impacto sobre a saude publica

A resisténcia a antibiéticos entre as bactérias tornou-se uma ameaca a
saude publica mundial. Apesar das intervengdes com objetivo de prevenir o
surgimento e propagacao de bactérias resistentes a antimicrobianos, as taxas
continuam a subir rapidamente. A disseminag¢do generalizada de genes de
resisténcia aos antibidticos é resultado da ma administracdo e do uso
excessivo de antibiéticos, combinados com a capacidade bacteriana de
transferir genes de resisténcia através de plasmideos e transposons, bem
como a presenca destes microrganismos em locais com grande potencial de
exposicdo a antibidticos, tais como hospitais (SMETS & BARKAY, 2005)

Agéncias reguladoras podem definir orientagcdes e medidas para uso de
antibioticos de forma adequada. Por exemplo, alguns paises perceberam que
as propagandas contra o uso inadequado de antibiéticos em campanhas
nacionais podem reduzir a quantidade total utilizada, devido a sensibilizacéo e
informacéo adequada do publico (GOOSSENS et al., 2006)

O impacto econbmico da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos
também é relevante. Infec¢cbes causadas por bactérias resistentes estdo
associadas com taxas de mortalidade mais elevadas, maior tempo de
permanéncia nos hospitais e maiores custos hospitalares, quando comparadas
com as infecgbes causadas por bactérias mais sensiveis aos antibiéticos
(SHALES et al., 1997).
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Nas Uultimas décadas, varios agentes patogénicos resistentes a
antimicrobianos foram identificados como causa de infeccdes graves em
pacientes hospitalizados. Esses organismos s&o tipicamente resistentes a
multiplas classes de agentes antimicrobianos, e, por isso, chamados de
multiresistentes. De fato, algumas cepas se tornaram resistentes a
praticamente todos os agentes antimicrobianos comumente disponiveis. Um
caso notorio € o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que é
resistente ndo apenas a esta classe de antibioticos, mas geralmente também
aos aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, cloranfenicol e lincosamidas
(AMORIM et al., 2009).

Em 1998, nos Estados Unidos foi estimado que o gasto anual em
hospitais devido a problemas com a resisténcia da bactéria Staphylococcus
aureus foi de 122 milhdes dolares, enquanto a com infec¢des hospitalares foi
de 4,5 bilhdes ddélares (INSTITUTE OF MEDICINE, 1998). Um levantamento
mostrou que houve 18.650 mortes de pacientes contaminados com S. aureus
resistentes a meticilina nos Estados Unidos em 2005, ultrapassando o nimero
total de mortes devido ao HIV/AIDS no mesmo ano (CASSEL & MEKALANOS,
2001; KLEVENS et al., 2007). Além disso, estima-se que mais de 70% das
bactérias encontradas em ambientes hospitalares nos Estados Unidos sejam
resistentes a pelo menos um antibiético (MURTHY, 2001).

A resisténcia das bactérias aos antimicrobianos de primeira escolha tem
aumentado consideravelmente. Sdo exemplos Klebsiella spp. e Escherichia coli
produtoras de [-lactamases de espectro estendido ou que apresentam
resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo; Staphylococcus aureus

BN

resistentes a meticilina; Enterococcus spp. resistentes a vancomicina;
Acinetobacter spp. sensivel somente a carbapenémicos (HARBARTH, 2001,
SEGAL-MAURER et al, 1996); Pseudomonas spp. resistentes a
aminoglicosideos, carbapenémicos ou cefalosporinas (HARBARTH, 2001); e
Enterobacter spp. resistentes a B-lactamases de espectro estendido (CONLY,
2002).

Entretanto, a prevaléncia de microrganismos multirresistentes varia de
acordo com o local de estudo, com taxas entre 58% e 71% de Pseudomonas

aeuriginosa resistentes a ciprofloxacina, 43% a 59% de Staphylococcus aureus
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meticilina resistentes e de 7% a 63% das amostras de Escherichia coli
resistentes a gentamicina (WATTAL et al., 2005; AUBERT, 2005).

Sendo assim, 0 uso prudente de antibiéticos em todas as areas parece
ser a chave para enfrentar com éxito a resisténcia no meio ambiente. A
utilizacao racional de antibiéticos e desinfetantes na saude animal e humana e
na agricultura devera reduzir significativamente o risco para o publico em geral
e para o meio ambiente (KUMMERER, 2004).
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4 METODOLOGIA
4.1 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.1.1 Amostras coletadas

As espécies de peixes utilizadas neste estudo foram o jundia (Rhamdia
sp.), a carpa comum (Cyprinus carpio) e o acara (Geophagus brasiliensis). O
jundia e a carpa sdo amplamente utilizados na piscicultura, sendo o jundid e o

acara peixes de ocorréncia frequente nos rios da regido estudada (Figura 1).

Figura 1. Espécimes capturados e utilizados neste estudo. a) Carpa comum; b) Jundia; c)
Acard.
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4.1.2 Localizagéo dos pontos de coleta das amostras

Os animais foram capturados em quatro locais (Figura 2): Laboratorio de
Pesquisa e Piscicultura da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(LAPEP/PUCPR) (25°34’55”S e 49°13'19”W), sendo este considerado como
local de producéo intensiva, e em mais trés locais com diferentes niveis de
acao antropica, pertencentes a bacia hidrografica do Rio Iguacgu, tais como o
Rio Barigui (25°25'33.99”S e 49°1827.00°W) e Irai (25°26'35.00”S e
49°03’'37.00”W), considerados locais com elevado grau de adensamento
populacional e acdo antropica, e Rio Pequeno (25°25°33.99”S e 49°12’
29.99”W) como ponto com pouco adensamento populacional e baixa acao

antropica.
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Figura 2. Localizacdo dos pontos de coletas dos peixes deste estudo. Os pontos de coleta
estdo indicados nas figuras: a) LAPEP; b) Rio Barigui; ¢) Rio Irai; d) Rio Pequeno. Fonte:
Google Earth, 2011.

Os animais foram capturados com o auxilio de rede de arrasto ou
anzéis, sacrificados por eutanasia utilizando superdosagem do anestésico
benzocaina 10% que foi adicionado a agua (etil-aminobenzoato), em seguida
colocados em caixa térmica contendo gelo e, imediatamente transportados ao
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada a Agropecuaria da Pontificia
Universidade Catdlica do Parana, onde foram realizadas as analises
laboratoriais. Além disso, amostras de agua de todos os pontos foram
coletadas para analises microbiolédgicas, nas 9 coletas realizadas.

Para a realizacdo da coleta de amostras de agua, foram utilizados
frascos de vidro de 100 mL estéreis. Foram coletados 100 mL de agua nhuma
profundidade de aproximadamente 15 cm da superficie dos tanques e dos rios
e, em seguida, o frasco foi tampado, armazenado em caixa térmica com gelo e
transportado até o laboratorio, onde foram realizadas as analises.

Foram realizadas nove coletas de animais e agua, sendo estas
compreendidas entre os meses de fevereiro de 2009 e dezembro de 2010.

Nessas coletas foram capturados 19 jundids, 12 carpas e 04 acards,
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totalizando 35 animais, dos quais 23 provenientes do LAPEP e quatro de cada

um dos rios analisados.

4.2 ISOLAMENTO DE BACTERIAS

Apds as amostras chegarem ao laboratorio, foram verificadas algumas
caracteristicas morfométricas dos animais, como peso, comprimento total (CT),
comprimento padrdo (CP), tamanho do intestino (TI) (Figura 3), utilizando um

ictibmetro (Aquatic Eco-systems, inc., modelo régua de 60 cm).

Figura 3. Espécime de carpa comum em ictibmetro para medicdo do comprimento total,
comprimento padrdo e tamanho do intestino.

Os peixes foram abertos longitudinalmente na porcdo ventral e os
orgados internos retirados com auxilio de material cirdrgico estéril (Figura 4),

conforme descrito por Molinari et al (2003).

Figura 4. Abertura ventral de um espécime de jundid para a coleta do intestino.

Para a coleta do conteldo gastrintestinal, o intestino foi aberto com
bisturi, o contetdo da luz intestinal foi coletado com espatula e transferido para
tubos de centrifuga tipo Falcon contendo 9 mL de solucdo salina fosfatada
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(PBS) estéril na presenca de bolas de vidro de 4 mm de diametro, e, em
seguida, homogeneizado por 3 a 5 min. Todos os procedimentos acima foram
realizados assepticamente (MOLINARI et al, 2003).

Os conteudos intestinais obtidos ap0s a homogeneizacao, e a agua de
cultivo foram diluidos até a concentracdo de 10° em 9 mL de solucéo salina
(NaCl) estéril 0,9%. Em seguida, aliquotas de 100 pl das diferentes diluicdes
foram semeadas em placas de Petri contendo 4gar MacConkey (Himedia-
India), como meio de cultura seletivo para bactérias gram-negativas, e agar
sangue (Himedia-India), em duplicata, e incubadas a 28 °C por 48 h (MURRAY
et al., 1995).

Além disso, 1 mL dos contetdos obtidos de cada animal e 1 mL da &gua
de cultivo foi transferido para tubo contendo 5 mL de agua peptonada alcalina,
meio de enriquecimento para Vibrio spp., e incubado por 24 h a 28°C
(PEREIRA et al.,, 2007). Ap6s esse periodo, 100 pl dessa solucdo foram
semeados em meio de cultivo 4gar TCBS (Himedia-India), meio seletivo para o
isolamento de Vibrio spp, € novamente incubados por 24 h a 28 °C (Figura 5).

Figura 5. Placa de petri com o0 meio de cultura MacConkey mostrando crescimento bacteriano
apos 48h de incubagédo a 28 °C.

AC

Apés a incubacdo, as colbonias bacterianas foram triadas por
caracteristicas fenotipicas como: morfologia, cor, aspecto e tamanho das
colénias, e submetidas ao teste de coloracdo de Gram. As colbnias gram
negativas foram repicadas para uma nova placa contendo agar MacConkey
(MURRAY et al., 1995), o qual foi incubado nas mesmas condi¢bes descritas
anteriormente, e, em seguida armazenadas em geladeira, para a posterior

identificacéo por testes bioquimicos.
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4.3 IDENTIFICACAO POR TESTES BIOQUIMICOS

A identificag@o bacteriana por caracteristicas do metabolismo bacteriano
(provas bioquimicas) foi realizada por meio da utilizacdo de dois kits comerciais
de identificacdo, seguindo as instrucdes do fabricante. As cepas armazenadas
em geladeira foram, inicialmente, reativadas, sendo repicadas para o meio de
cultura Caldo Infusdo de Cérebro e Coracao (BHI, Himedia-india), e incubadas
por 24 h a 28 °C. Apés o periodo de incubacdo, 100 pl de cada amostra foi
inoculado em placa de Petri contendo agar MacConkey, espalhada sobre a
superficie do meio e novamente incubada a 28 °C por 24 h. Ao final do periodo
de incubacgao, uma colbnia bem isolada de cada uma das amostras foi repicada
para o kit de identificacdo, de acordo com as instru¢cdes do fabricante, e
novamente incubada.

O kit de identificacdo da empresa Laborclin chamado Bactray é dividido
em trés conjuntos de provas bioquimicas distintas. O kit baseia-se na
realizacdo de 20 provas bioquimicas para isolados oxidase negativos e nove
provas para os isolados oxidase positivos. O sistema 1 e 2 sdo utilizados para
isolados oxidase negativos. A avaliacdo desse sistema ocorre através dos
testes de orto-nitrofenol (ONPG), arginina di-hidrolase (ADH), lisina
descarboxilase (LDC), ornitina descarboxilase (ODC), producdo de acido
sulftrico (H,S), uréia (URE), Voges-Proskauer (VP), L-fenilalanina (PD), indol
(IND) e citrato (CIT) e a avaliacdo do sistema 2 ocorre através dos testes de
malonato (MAL), rhamnose (RHA), adonitol (ADO), salicina (SAL), arabinose
(ARA), inositol (INO), sorbitol (SOR), sacarose (SAC), manitol (MAN) e rafinose
(RAF). Ja o sistema 3 é utilizado para isolados oxidase positivos, onde a
avaliacdo ocorre através dos testes de cetrimida (CET), acetamida (ACE),
malonato (MAL), citrato (CIT), maltose (MLT), esculina (ESC), L-arginina
(ARG), uréia (URE) e indol (IND).

O kit de identificacdo para enterobactérias da Newprov (Pinhais — PR)
consiste em cinco tubos contendo meio de EPM, caldo de lisina, meio de Mio,
Agar citrato de Simmons e caldo rhamnose, nos quais sdo utilizados as
seguintes provas bioquimicas: desaminacao do L-triptofano (LTD), producéo de
gas sulfidrico (H,S), fermentacéo da glicose (GLI), produgéo de gas a partir da

glicose (GAS), descarboxilagdo da L-lisina (LIS), producdo de indol (IND),
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descarboxilagdo da ornitina (ORN), motilidade (MOT), utilizacdo de citrato
como Unica fonte de carbono (CIT), fermentacdo da rhamnose (RHA).

Para ambos os kits, a interpretacéo do resultado visual das reagdes foi
realizada conforme instrucdo dos fabricantes, permitindo a identificacdo
fenotipica dos isolados.

Apbs a identificacdo bacteriana, os isolados foram repicados para meio
BHI (Himedia-India) e incubados por 24 h a 28 °C. Apos esse periodo, 250 pl
do meio de cultivo com o crescimento bacteriano foi adicionado a mesma
quantidade de glicerol 50%, homogeneizado e armazenado em freezer -80 °C
para utilizacdo em analises futuras. O restante foi mantido em geladeira para
posterior crescimento em meio de cultura sélido com a finalidade de utilizar

colénias bacterianas isoladas para a extracdo de DNA.

4.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

4.4.1 Extracdo de DNA de colbdnias isoladas

Para a extracdo de DNA das col6nias isoladas, foi utilizada a técnica de
extracao por fervura (AGERSBORG, REIDUM, MARTINEZ, 1997)

Inicialmente fez-se uma suspensédo da coldnia bacteriana a ser utilizada
em 500 ul de agua ultra pura estéril. Em seguida, a solucdo obtida foi
homogeneizada e transferida para banho-maria por 15 min a 100 °C. Apds
esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 10 min e o
sobrenadante foi coletado.

Posteriormente, a verificacdo da eficacia da extracdo foi realizada por
eletroforese em gel de agarose 1% preparado em tampéao TBE (40 mM Tris, 40
mM Acido boérico, 1 mM EDTA pH 8,0), corado com brometo de etideo 0,5
ng/mL e fotografado com sistema digital KODAK EDAS 290. As amostras
foram armazenadas em freezer -20 °C até a sua utilizacdo para amplificacao do
gene RNAr 16S.
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4.4.2 Amplificacdo do gene RNAr 16S

O gene RNAr 16S foi amplificado pelo método da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando 0S primers F-968-GC (5'-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGAACGCGA
AGAACCTTAC-3’) e o R-1401 (5-CGGTGTGTACAAGACCC-3’), conforme
descrito por Nubel et al. (1996), com o objetivo de amplificar uma sequéncia de
aproximadamente 433 pares de bases (pb).

Foi feita a amplificacdo do DNA por PCR touchdown com 10 ciclos com
temperatura de hibridacdo de 68 °C e decréscimo de um grau por ciclo, até
atingir 58 °C. ApG6s uma desnaturacao inicial a 94 °C durante 3 min foram
realizados mais 30 ciclos de amplificacdo, incluindo desnaturacdo a 94 °C por
20 s, hibridacao a 58 °C por 20 s e extensédo a 72 °C por 30 s, seguidos de uma
extensao final durante 7 min a 72 °C. O volume final de cada reacéo foi de 25
pl, como descrito na tabela 1.

Tabela 1. Componentes da reacdo de PCR para amplificacdo do gene RNAr 16S e suas
concentracbes

Componentes Volume na Concentragéo Concentragéo final
reacao
Tampéo PCR 2,5 ul 10x 1x
MgCl, 1,0 pl 50 mM 2 mM
dNTP 4,0 pl 1,25 mM/pl 0,2 mM
Iniciador direto 1,25 ul 10 pmol/ul 0,5 pmol
Iniciador inverso 1,25 ul 10 pmol/ul 0,5 pmol
Taq polimerase 0,2 ul 5U 0,04 U
DNA 2,0u Variavel Variavel
Agua ultra pura 12,8 ul - -
Total 25 ul - -

O preparo das misturas para reagdo da PCR foi feito em fluxo laminar
apos irradiacdo de 15 min com luz ultravioleta sobre os tubos, ponteiras e
pipetas previamente autoclavados.

Em cada reacdo de PCR, além das amostras utilizadas, também foi feito
um controle negativo no qual o DNA era substituido por agua ultra pura, e um
controle positivo, com DNA de E. coli ATCC 25922.

Os produtos de amplificacao (5 pl) foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5% preparados em tampao TBE, corados e fotografados para
identificacdo e comparacdo das bandas amplificadas, utilizado um padréo de
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peso molecular, variando de 50 pb a 1350 pb (50 pb DNA Ladder Uniscience).

O restante do produto de PCR das amostras foi purificado por
precipitagdo com acetato de aménia 7,5 M de acordo com protocolo descrito
por Somerville et al. (1989) modificado, e armazenado em freezer -20 °C até
sua utilizacao.

Para a purificagao, foi adicionado 2/3 do volume do produto de PCR de
acetato de aménio 7,5 M e 2x o volume do produto de PCR de etanol absoluto.
Posteriormente, essa solucdo foi homogeneizada por inversdo e incubada em
temperatura ambiente por 20 min. Posteriormente, a solucéo foi centrifugada a
13000 rpm por 15 min e descartado o sobrenadante. O precipitado foi lavado
com 200 pl de alcool 70%, agitando levemente. A amostra foi novamente
centrifugada a 13000 rpm por 5 min, eliminado o sobrenadante e esperou-se
secagem em temperatura ambiente.

Apbs seco o precipitado, o DNA foi ressuspenso em 20 pl de agua ultra
pura estéril e foi verificada presenca de DNA em gel 1,5% corado com brometo

de etideo 0,5 pg/mL.

4.4.3 Sequenciamento dos amplicons

ApGs a purificagdo, foi feita a reagdo de sequenciamento utilizando os
mesmos primers € 0 mesmo programa descrito anteriormente, porém com a
concentracdo dos iniciadores de 5 pmol/pl.

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 5 ul do produto
amplificado e purificado; 4 ul de reativo Dyenamic ET Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit da GE Life Science (composto por enzima, dNTPs, ddNTPs
marcados com fluorescéncia e tampdes) e 1 ul de iniciador direto ou reverso,
totalizando um volume final de 10 pl.

Apoés a reacao de sequenciamento, o produto obtido foi purificado por
precipitacdo com acetato de amoénia 7,5 M, e, em seguida, as amostras foram
ressuspensas em 10 ul de “loading buffer for MegaBACE”, para posterior

analise em sequenciador automatico MegaBace 1000.
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Os parametros de injecdo dos fragmentos de PCR no sequenciador
foram de 3 kV por 80 s, e os parametros durante a corrida foram de 9 kV por
120 min a 25 °C.

4.4.4 Analise das sequéncias

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciador foram analisados com o
uso do software Chromas lite 201 (Technelysium Pty Ltd), e suas sequéncias
comparadas com sequéncias depositadas nas bases de dados RDP
(http://rdp.cme.msu.edu) e BLAST do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.5 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIBIOTICOS

O teste de susceptibilidade a antibiéticos foi realizado pela técnica de
difusdo em agar (Kirby-Bauer) para os isolados bacterianos previamente
identificados pelos kits.

A escolha dos antimicrobianos foi baseada nos antibiéticos preditores
das classes utilizadas na medicina humana e animal no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias gram-negativas.

Os antibidticos testados e suas respectivas quantidades foram:
ampicilina (AMP; 10ug), gentamicina (GEN; 10ug), ertapenem (ETP; 10ug),
acido nalidixico (NAL; 30ug), sulfametazol/trimetropim (SUT; 25ug), cefalotina
(CFL; 30ug), cefoxitina (CFO; 30ug), ceftriaxona (CRO; 30ug), cefepime (COM;
30uQ) e tetraciclina (TET; 30ug).

Os procedimentos foram realizados de acordo com as normas do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 2006, documento M2-A9.
Inicialmente, as colbnias a serem analisadas foram reativadas. Para tal, foram
semeadas em caldo BHI e incubadas por 24 h a 28 °C. Apés o crescimento,
100 pl de cada amostra foram semeados em agar MacConkey e novamente
incubados por 24 h a 28 °C.

Em seguida, 3 a 5 coldnias provenientes do MacConkey de morfologia

semelhantes foram suspensas em solucdo salina 0,9% estéril com auxilio de
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alca bacteriolégica até atingir a concentracdo final de 0,5 da escala de
MacFarland correspondente a aproximadamente 1,5 x 10° UFC/mL.

O ind6culo foi semeado em placa contendo uma camada de 3 mm a 4
mm de agar Muller Hinton (Himedia-India) preparado de acordo com o manual
do fabricante. Em seguida, discos impregnados com os antimicrobianos foram
distribuidos equidistantes na placa e estas foram incubadas a 37 °C por 24 h.
ApOs incubacéo, iniciou-se a leitura dos halos de inibicAo com auxilio de
paquimetro digital.

O controle de qualidade do método foi realizado utilizando-se as cepas
de referéncia E. coli ATCC 25922, Pseudomonas aeuriginosa ATCC 27853 e
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603. A interpretacdo dos dados foi realizada
comparando os halos de inibicdo obtidos com os de referéncia do manual do
CLSI 2010, documento M100-S20, para a classificagdo do microrganismo em
sensivel (S) ou resistente (R) quanto a frequéncia de resisténcia para cada
antimicrobiano testado.

Para a andlise dos resultados da frequéncia de resisténcia bacteriana
aos antibioticos, cepas que possuem resisténcia natural ou intrinseca foram
desconsideradas, de acordo com dados de Livermore e colaboradores (2001),
sendo elas Aeromonas hidrophyla intrinsecamente resistente a ampicilina;
Citrobacter freundii intrinsecamente resistente a cefalotina e cefoxitina; Serratia
spp. intrinsecamente resistente a cefalotina; Enterobacter spp. intrinsecamente
resistente a  cefalotina e cefoxitina; Pseudomonas sp. intrinsecamente
resistentes a B-lactamicos e tetraciclina.

Para cada isolado identificado, foi calculado o indice de multipla
resisténcia aos antimicrobianos (MAR). O indice de mudltipla resisténcia,

[{peel)

quando aplicado a um unico isolado, € definido como a/b, onde “a” representa o
namero de antibiéticos para qual o isolado foi resistente, e “b” representa o
namero de antibidticos para o qual o isolado foi exposto. Quando o MAR for
maior que 0,2, considera-se que este isolado é originado de local com alto risco
de contaminacdo humana ou de criagbes comerciais, tais como suinos, aves e
gados leiteiros. Isolados com indices de MAR igual ou inferior a 0,2 sao
considerados com origem em locais onde os antibidticos raramente ou nunca

foram utilizados (KRUMPERMAN, 1983).
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos dados foi realizada, predominantemente, de modo
descritivo com apresentacao de graficos e tabelas.

Para a andlise estatistica dos dados de frequéncia de resisténcia
bacteriana aos antibioticos, foram feitas comparagdes entre os locais de coleta.
Para isso foi utilizado o teste de Qui-Quadrado, com correcao de Yates ou teste
exato de Fisher quando necessario, e o nivel de significancia adotado foi 0,05.
Os dados foram analisados com o programa computacional Statgraphics 4.1.

As comparagOes realizadas quanto a frequéncia de resisténcia aos
antimicrobianos foram: frequéncia de resisténcia entre todos os pontos de
coleta considerando todos os antibiéticos testados; frequéncia de resisténcia
entre isolados bacterianos obtidos a partir das coletas de jundia e agua
(LAPEP, Rio Barigui e Rio Pequeno); frequéncia de resisténcia entre isolados
de carpas versus jundid obtidos do LAPEP; e frequéncia de resisténcia levando
em consideracdo todos os pontos de coleta para cada um dos antibioticos

testados.

5 RESULTADOS

5.1 ISOLAMENTO, IDENTIFICACAO E EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

Considerando-se 0s quatro pontos de coleta dos animais, foram isoladas
320 coldnias bacterianas. Deste total, 130 (40,6%) puderam ser identificadas
por métodos fenotipicos (confiabilidade superior a 80%), e para as 190
restantes (59,4%), ndo foi possivel a atribuicdo confiavel de identidade, pois a
confiabilidade dos dados foi inferior a 80%, de acordo com recomendacdes do
fabricante.

Das 320 colbnias isoladas, 197 foram provenientes do LAPEP, 40 do Rio
Barigui, 40 do Rio Irai e 43 do Rio Pequeno. Dos 23 animais e das amostras de
agua do LAPEP foram identificadas 80 colbnias, dos demais pontos de coleta

foram identificadas 50 col6nias bacterianas. O percentual de col6nias isoladas
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dos diferentes pontos de coleta variou de 27,5% no Rio Irai a 47.5% do Rio
Barigui.

O numero de colbnias isoladas dos respectivos sitios de coleta (peixe ou
agua) estdo demonstrados na Figura 6. Dessas colbnias, as oriundas do acara
apresentaram maior proporcdo de identificacdo (77,4%), seguidas da carpa
(62,8%), do jundia (57,4%) e da agua (51,4%).

Figura 6. Porcentagem de bactérias isoladas e identificadas por testes bioquimicos para cada
peixe ou amostra de agua coletada.

50% -

45% -
8 40% -
[
g 35% -
@
B 30% -
.g 0/ -
> 25%
S 20% -
(3]
© 15% -
0
o 10% -
=

0% - )

Acara Agua Carpa Jundia
Procedéncia

A Figura 7 representa o numero de isolados bacterianos obtidos para
cada uma das familias bacterianas isoladas. As familias bacterianas mais
representadas foram a Enterobacteriaceae, com 47% das cepas identificadas,
seguido da Aeromonadaceae, com 24,6% e da Neisseriaceae, com 11,5%.
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Figura 7. Namero de cepas bacterianas identificadas bioquimicamente para cada uma das
familias isoladas.
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Legenda: Os valores sobre as barras representam o nimero de bactérias identificadas para
cada uma das familias bacterianas encontradas. Entero: Enterobacteriaceae; Aero:
Aeromonadaceae; Neisse: Neisseiraceae; Burkhol:Burkholderiaceae; Pseudo:
Pseudomonadaceae; Vibrio: Vibrionaceae; Flavo: Flavobacteriaceae; Pleisio:
Pleisiomonadaceae; Sphingo: Sphingomonadaceae; Alca: Alcaligenaceae.

Das bactérias identificadas bioquimicamente, 36,6% das espécies foram
isoladas somente das amostras de agua, sendo elas: Bergeyella zoohelcum;
Bordetella bronchiseptica; Citrobacter amalonaticus; Klebsiella ozeanae;
Klebsiella pneumoniae Providencia stuartii; Salmonella enteritidis biotipo
paratyphi A; Shigella sonnei; Sphingomonas paucimobilis; Morganella morganii
e Rahnella aquatilis.

Da mesma forma, 40% das espécies identificadas bioguimicamente
puderam ser isoladas somente do intestino dos peixes, sendo elas: Citrobacter
freundii, Klebsiella oxytoca; Kluyvera kriocrescens; Pleisiomonas shigelloides;
Proteus vulgaris; Providencia alcalifaciens; Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas stutzeri; Salmonella choleraesuis; Salmonella grupo 3 A;
Serratia liquefaciens e Vibrio parahaemolyticus.

23,4% das espécies identificadas bioquimicamente puderam ser
encontrados tanto na agua quanto no intestino dos peixes, sendo eles:
Aeromonas hydrophila; Burkholderia cepacia; Burkholderia pseudomallei;
Chromobacterium violaceum; Enterobacter agglomerans; Escherichia coli e
Hafnia alvei.

A Figura 8 apresenta as oito espécies bacterianas encontradas com

maior frequéncia nas coletas realizadas.
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Figura 8. Distribuicdo das 08 (oito) espécies bacterianas mais abundantes identificadas, no
total das amostras, em relacé@o a todos os pontos de coleta, levando em consideragéo isolados
de agua e dos peixes.

w \ibrio parahaamolyticus
B Burkholderia pssudomallel
® Burkholderia cepacia
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B Enferobacter agglomerans
B Chromobacterium violaceum
B deromonas hydrophila
Rio
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Barigui Pequeno

As espécies bacterianas identificadas com maior frequéncia foram: A.
hydrophila com 24,6%, Chromobacterium violaceum com 11,5%, Enterobacter
agglomerans com 10,7%, Escherichia coli com 8,4%, e Hafnia alvei

representando 7,6% do total das col6nias identificadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Bactérias caracterizadas pelos kits de identificagdo e quantidade por local
amostrado, levando em consideracdo amostras da agua e dos peixes.

LAPEP Rio Rio Rio TOTAL %
Barigui Irai Pegueno

Aeromonas hydrophila 15 0 3 14 32 24,6
Bergeyella zoohelcum 1 0 0 0 1 0,7
Bordetella bronchiseptica 1 0 0 0 1 0,7
Burkholderia cepacia 5 0 0 0 5 3,8
Burkholderia pseudomallei 4 0 0 1 5 3,8
Chromobacterium violaceum 15 0 0 0 15 11,5
Citrobacter freundii 2 1 0 0 3 2,3
Citrobacter amalonaticus 1 0 0 0 1 0,7
Enterobacter agglomerans 1 8 5 0 14 10,7
Escherichia coli 2 4 3 2 11 8,4
Hafnia alvei 8 2 0 0 10 7,6
Klebsiella oxytoca 1 0 0 0 1 0,7
Klebsiella ozeanae 1 2 0 0 3 2,3
Klebsiella pneumoniae 1 0 0 0 1 0,7
Kluyvera kriocrescens 3 0 0 0 3 2,3
Morganella morganii 0 0 0 1 1 0,7
Pleisiomonas shigelloides 1 0 0 0 1 0,7
Proteus vulgaris 1 0 0 0 1 0,7
Providencia alcalifaciens 2 0 0 0 2 1,5
Providencia stuartii 0 0 0 1 1 0,7
Pseudomonas aeruginosa 3 0 0 0 3 2,3
Pseudomonas stutzeri 1 0 0 0 1 0,7
Rahnella aquatilis 1 0 0 0 1 0,7
Salmonella choleraesuis 3 0 0 0 3 2,3
Salmonella enteritidis biotipo

paratyphi A 0 1 0 0 1 0,7
Salmonella grupo 3a 1 0 0 0 1 0,7
Serratia liquefaciens 2 0 0 0 2 1,5
Shigella sonnei 0 1 0 0 1 0,7
Sphingomonas paucimobilis 0 0 0 1 1 0,7
Vibrio parahaemolyticus 4 0 0 0 4 3,0
Identificadas 80 19 11 20 130 40,7
N&o identificadas 117 21 29 23 190 59,3

O DNA das 320 colbnias bacterianas foi extraido e armazenado em
freezer -80 °C fazendo parte de um banco de DNA que sera utilizado em

estudos futuros.

5.2 AMPLIFICACAO PARCIAL DO GENE RNAr 16S

As 320 colbnias bacterianas isoladas foram submetidas com sucesso a
amplificagdo por PCR de um fragmento de 433 pb do gene RNAr 16S,
utilizando-se os primers F-968-GC e R-1401 (Figura 9).
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Figura 9. Perfil eletroforético da amplificacdo do gene RNAr 16S de bactérias isoladas do
intestino de peixes de agua doce, em gel de agarose 1,5%.
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PPM: padrdo de peso molecular com escada de 100 pb. Amostras 1 a 16: produtos de
amplificagdo do gene RNAr 16S.

5.3 SEQUENCIAMENTO DOS AMPLICONS

Para a identificagdo molecular das bactérias por meio do gene RNAr
16S, o produto da amplificacdo por PCR foi submetido ao sequenciamento do
DNA para comparacdo com sequéncias depositadas em bases de dados
distintos, o BLAST e o RDP.

Das 320 cepas bacterianas submetidas ao sequenciamento, 253
puderam ser identificadas, sendo que as restantes apresentaram sequéncias
de ma qualidade que ndo puderam ser alinhadas com nenhuma das dispostas
nos bancos de dados utilizados.

Dentre as amostras que puderam ser identificadas com a utilizagéao
dessa técnica, incluem-se 122 que nao haviam sido identificadas com o auxilio
de kits de identificacdo, sendo que o comprimento médio das sequéncias de
DNA do gene 16S RNAr obtidas foram de 350 pb e apresentaram identidade
superior a 97% com as sequéncias depositadas nos bancos de dados.

Dos isolados que haviam sido identificados com kits, 42% foram
confirmadas pelo sequenciamento de seu DNA pertencentes ao género ou
espécie classificado anteriormente por caracteristicas fenotipicas e
bioquimicas, entretanto, houve discrepancia nos resultados de caracterizacao
obtidos por kits de identificacdo e de sequenciamento, quanto a

representatividade das familias encontradas (Figura 10). Pode-se observar que
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algumas familias identificadas com o auxilio de kits de identificacdo ndo foram

contempladas pelo sequenciamento do DNA.

Figura 10. Familias bacterianas identificadas por diferentes metodologias. a) familias
bacterianas identificadas com auxilio de kits comerciais; b) familias bacterianas identificadas
pelo sequenciamento do gene 16S RNAr.
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Legenda: Os valores sobre as barras representam o numero de bactérias identificadas para
cada uma das familias bacterianas encontradas. Entero: Enterobacteriaceae; Aero:
Aeromonadaceae; Neisse: Neisseiraceae; Burkhol:Burkholderiaceae; Pseudo:
Pseudomonadaceae; Vibrio: Vibrionaceae; Flavo: Flavobacteriaceae; Pleisio:
Pleisiomonadaceae; Sphingo: Sphingomonadaceae; Alca: Alcaligenaceae; Staphylo:
Staphylococcaceae; Moraxe: Moraxellaceae.

Com o sequenciamento parcial do gene RNAr 16S, puderam ser
identificadas cepas bacterianas de 07 (sete) familias diferentes. Destas, 50%
sdo  pertencentes a  Aeromonadacea, 41,5%  pertencentes a
Enterobacteriaceae, 2,5% a Pleisiomonadaceae, 2% a Pseudomonadacea,
1,5% a Neisseriaceae, 0,8% a Staphylococcaceae e 0,4% a Moraxellaceae.
(Figura 10b).

A figura 11 apresenta as principais bactérias que puderam ser
identificadas pelo sequenciamento do gene 16S RNAr. Pode-se observar que a
maioria das cepas bacterianas isoladas pertencem a espécie Aeromonas sp.,

seguido de Citrobacter sp., Escherichia coli, Enterobacter sp. e Hafnia alvei.
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Figura 11. Distribuicdo das espécies bacterianas identificadas pelo sequenciamento do gene
RNAr 16S dentre os 320 isolados analisados.
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5.4 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

Das 130 colonias bacterianas identificadas fenotipicamente, 127 foram
submetidos ao teste de resisténcia aos antimicrobianos, sendo que 31 foram
provenientes das amostras de agua e 96 do intestino dos peixes.

O antibiético que mais apresentou isolados resistentes foi a ampicilina
(82%), seguido da cefalotina (67%) e da cefoxitina (47%) enquanto que
cefepime ndo apresentou nenhuma cepa resistente. As percentagens de
resisténcia a cada um dos antibiéticos testados sdo apresentadas na Figura 12.

Figura 12. Percentagem de isolados resistentes para cada um dos antibidticos testados,
levando em consideracéo 127 isolados bacterianos identificados por testes bioguimicos.
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Legenda: Os valores sobre as barras representam a frequéncia de resisténcia observada para
cada um dos antibitticos testados. AMP: ampicilina; CFL: cefalotina; CFO: cefoxitina; ETP:
ertapenem; CRO: ceftriaxona; TET: tetraciclina; NAL: acido nalidixico; GEN: gentamicina, SUT:
sulfametazol/trimetropim; CPM: cefepime.
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A figura 13 apresenta a frequéncia de resisténcia aos antibibticos
testados, quando considerados todos os pontos de coleta. A maior ocorréncia
de resisténcia foi observada em condi¢des de cultura (LAPEP), e a menor no

curso d’agua com mais baixo grau de acao antropica (Rio Pequeno).

Figura 13. Frequéncia de resisténcia aos antibidticos apresentada pelas bactérias identificadas
bioquimicamente para cada um dos pontos de coleta amostrados.
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Legenda: AMP: ampicilina; NAL: acido nalidixico; CPM: cefepime; CFL: cefalotina; CFO:
cefoxitina; CRO:  ceftriaxona; ETP: ertapenem; GEN: gentamicina; SUT:
sulfametazol/trimetropim; TET: tetraciclina.

Quanto a frequéncia de ocorréncia de resisténcia por familia bacteriana
isolada, percebe-se que a familia Neisseriaceae foi a que apresentou maior
incidéncia de resisténcia (61%), seguida da familia Pleisiomonadaceae (50%).
A familia bacteriana que apresentou maior sensibilidade aos antibibticos

testados foi Aeromonadaceae (15%). (Figura 14).
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Figura 14. Incidéncia de resisténcia aos antibidticos levando em consideracao as familias
bacterianas isoladas.
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Legenda: os valores sobre as barras representam a frequéncia de ocorréncia de resisténcia
bacteriana para a respectiva familia bacteriana. Aero: Aeromonadaceae; Entero:
Enterobacteriaceae; Pleisio: Pleisiomonadaceae; Pseudo: Pseudomonadaceae; Neisse:
Neisseiraceae; Staphylo: Staphylococcaceae; Moraxe: Moraxellaceae.

Ja o perfil de resisténcia bacteriana dos isolados nao identificados
fenotipicamente encontra-se nas figuras 15 e 16.

Na figura 15 esta representado o perfil de resisténcia aos antibitticos de
114 cepas bacterianas de peixes oriundos de uma piscicultura da regido
metropolitana de Curitiba, sendo que 58 cepas foram isoladas de jundia e 56
de carpa. Os resultados obtidos demonstram que as bactérias analisadas
apresentaram maior perfil de resisténcia aos antibiéticos ampicilina (78,9%),
cefalotina (79,8%) e cefoxitina (63,1%). Ja os antibidticos cefepime e
sulfametazol/trimetropim, apresentaram os menores indices de resisténcia,

sendo de 2,6% para ambos.
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Figura 15: Perfil de resisténcia aos antibioticos de 114 cepas bacterianas isoladas de peixes
do LAPEP.
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Legenda: AMP: ampicilina; NAL: Acido nalidixico, CPM: cefepime; CFL: cefalotina; CFO:
cefoxitina; CRO: ceftriaxona; IPM: imipenem; GEN: gentamicina; SUT:
sulfametazol/trimetropim; TET: tetraciclina.

Na figura 16 esta representado o perfil de resisténcia aos antibiéticos de
bactérias isoladas e nado identificadas dos rios Barigui, Irai e Pequeno, sendo
20 amostras provenientes do rio Barigui, 20 amostras do rio Irai e 25 amostras

do Rio Pequeno.

Figura 16: Perfil de resisténcia aos antibidticos de bactérias isoladas e nado identificadas
fenotipicamente provenientes dos rios Barigui, Irai e Pequeno.
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Legenda: AMP: ampicilina; NAL: Acido nalidixico; CPM: cefepime; CFL: cefalotina; CFO:
cefoxitina; CRO: ceftriaxona; IPM: imipenem; GEN: gentamicina; SUT:
sulfametazol/trimetropim; TET: tetraciclina.
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Os resultados obtidos demonstram um maior perfil de resisténcia aos
antibiéticos ampicilina, cefalotina e cefoxitina, sendo que o rio que apresentou
maior frequéncia de bactérias resistentes foi o Irai.

Quanto ao indice de mudltipla resisténcia aos antimicrobianos (MAR),
analisando os resultados dos isolados de todas as coletas, 58,7%
apresentaram MAR superior a 0,2 e 41,3% menor ou igual a 0,2, sendo que o
ponto de coleta com o maior nimero de isolados multirresistentes foi o LAPEP
(78%) e o menor foi 0 Rio Irai (10%).

Os indices de MAR por ponto de coleta e por procedéncia do isolamento

bacteriano estédo dispostos nas tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3. Namero de isolados para cada um dos indices de MAR obtidos, analisados por
pontos de coleta.

LOCAL/MAR o 01 02 03 04 05 06 0,7 % MAR

LAPEP 5 12 16 17 15 11 1 1 78
Rio Barigui 10 3 3 2 0 0 0 0 28
Rio Irai 3 6 1 0 0 0 0 0 10
Rio Pequeno 9 4 7 0 0 0 0 0 35
TOTAL 27 25 27 19 15 11 1 1 59

Comparando-se o indice de MAR entre os isolados obtidos do intestino
dos peixes e dos obtidos da agua, observa-se que 59,5% dos isolados do
intestino apresentaram MAR superior a 0,2. Quanto a agua, 58% apresentou
indice de multipla resisténcia superior a 0,2.

Tabela 4. Niumero de isolados para cada um dos indices de MAR obtidos, analisados por
procedéncia de isolamento

PROCEDENCIA/MAR o o1 02 03 04 05 06 0,7 % MAR

Agua 5 8 8 5 4 1 0 ©0 58
Acara 3 3 1 0 0O 0 o0 o 14
Carpa 4 5 7 5 2 6 0 0 69
Jundia 15 9 11 9 9 4 1 1 59
TOTAL 27 25 27 19 15 11 1 1 59

Os resultados obtidos com a realizagéo da andlise estatistica em relacéo
as comparacbes realizadas quanto a frequéncia de resisténcia aos

antimicrobianos estao representadas nas tabelas 5 a 8.
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Tabela 5. Valor de P das andlises para a resisténcia microbiana dos isolados de todos os
pontos de coleta, considerando os resultados obtidos para todos os antibiéticos conjuntamente.

LAPEP x LAPEP x LAPEP x Barigui x Barigui x Irai x
Barigui Irai Pequeno Irai Pequeno Pequeno
0 0 0 Ns ns Ns

Legenda: ns: nao-significativo

Tabela 6. Valor de P das andlises para a resisténcia microbiana dos isolados de jundia.

LAPEP x LAPEP x Barigui x

Barigui Pequeno Pequeno
AMP 0 0 ns
NAL ns Ns ns
CPM - - -
CFL 0 0,01 ns
CFO 0 0 ns
CRO ns Ns -
ETP 0,02 0 ns
GEN ns Ns ns
SUT 0,04 - ns
TET 0,05 Ns ns

Legenda: AMP: ampicilina; CFL: cefalotina; CFO:

ceftriaxona; TET: tetraciclina; NAL: acido

nalidixico;

sulfametazol/trimetropim; CPM: cefepime; ns: ndo-significativo.

GEN:

gentamicina,

cefoxitina; ETP: ertapenem; CRO:
SUT:

Tabela 7. Valor de P das andlises estatisticas para a resisténcia microbiana dos isolados de

todos os pontos de coleta.

LAPEP
X LAPEP LAPEPx Barigui Bariguix Irai x
Barigui x Irai  Pequeno X Irai  Pequeno Pequeno
AMP 0 0,04 0 ns ns Ns
NAL ns ns Ns ns ns ns
CPM - - - - - -
CFL 0 0,03 0 ns ns ns
CFO 0 0 0 ns ns ns
CRO ns ns 0,04 ns ns -
ETP ns ns Ns ns ns ns
GEN ns ns Ns - ns ns
SUT 0 - - ns ns -
TET ns ns Ns - ns ns

Legenda: AMP: ampicilina; CFL: cefalotina; CFO:

ceftriaxona; TET: tetraciclina; NAL: acido

sulfametazol/trimetropim; CPM: cefepime; ns: ndo-significtaivo.

nalidixico;

GEN:

cefoxitina; ETP:

ertapenem; CRO:

gentamicina,

SUT:
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Tabela 8. Valor de P das analises estatisticas para a resisténcia microbiana dos isolados de
jundia e carpa isolados do LAPEP.

Jundia x

Carpa

AMP Ns
NAL 0
CPM -
CFL 0,02
CFO 0
CRO Ns
ETP Ns
GEN Ns
SUT -
TET 0,03

Legenda: AMP: ampicilina; CFL: cefalotina; CFO: cefoxitina; ETP: ertapenem; CRO:
ceftriaxona; TET: tetraciclina; NAL: acido nalidixico, GEN: gentamicina, SUT:
sulfametazol/trimetropim; CPM: cefepime; ns: ndo-significtaivo.

Resultados obtidos com a realizacdo das andlises estatisticas
demonstraram diferenca significativa em relacdo a ocorréncia de resisténcia
bacteriana aos antibiéticos quando comparados os pontos de coleta LAPEP
versus Rio Barigui, LAPEP versus Rio Irai e LAPEP versus Rio Pequeno
levando em consideracdo todos os antibiéticos (Tabela 5). Houve também
diferenca significativa quanto a resisténcia aos antibidticos ampicilina,
cefalotina e cefoxitina; e os antibidticos ertapenem, gentamicina e
sulfametazol/trimetropim quando comparados os resultados de resisténcia
obtidos com bactérias isoladas do jundia provenientes do LAPEP, do Rio
Barigui e do Rio Pequeno (Tabela 6).

Quando comparados a frequéncia de resisténcia dos isolados de todos
0s pontos de coleta, os antibiéticos que apresentaram diferenca significativa
foram ampicilina, cefalotina, cefoxitina, ceftriaxona e sulfametazol/trimetropim
(Tabela 7).

Quando comparados a frequéncia de resisténcia obtidos com bactérias
isoladas de carpas e jundias do LAPEP, houve diferencga significativa referente

aos antibioticos acido nalidixico, cefalotina, cefoxitina e tetraciclina(Tabela 8).
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6 DISCUSSAO

Com as coletas realizadas, foi possivel a captura da carpa comum, do
jundia e do acara. A carpa comum € uma espécie de alta rusticidade, nativa da
Europa e sudeste da Asia, de facil manejo e crescimento rapido
(CASTAGNOLLI & CYRINO, 1986). E onivora, com tendéncia a herbivora,
tendo como alimentacdo natural o zooplancton e organismos bentonicos
(QUEROL et al., 2005). E muito difundida como peixe de criacdo em Varios
ambientes nos quais pode ser considerada espécie invasora.

Os exemplares de jundid puderam ser capturados no LAPEP e nos rios
Barigui e Pequeno, pois essa espécie € nativa da regido sul do Brasil por se
adaptar facilmente a climas frios, e, por esse motivo, € amplamente utilizada
nas criacdes piscicolas. Os adultos desta espécie sdo onivoros no ambiente
natural, tendo preferéncia por peixes, crustaceos, insetos, restos vegetais e
detritos orgéanicos, além de ser generalista com relacdo a escolha do alimento
(GUEDES, 1980). Aléem disso, sabe-se que essa espécie vive em lagos e
pocos fundos dos rios, preferindo os ambientes de aguas mais calmas com
fundo de areia e lama, junto as margens e vegetacdo onde ficam escondidos
entre pedras e troncos apodrecidos, de onde saem a noite, a procura de
alimento (GUEDES, 1980; MEURER & ZANIBONI FILHO, 1997).

Quanto ao acara, foi possivel sua captura apenas na represa do rio Irai,
pois essa espécie ocorre em ambientes de represa, |énticos e de inundacéo,
lagoas costeiras e riachos (MESCHIATTI, 1995; AGUIARO & CARAMACSHI,
1998; SABINO & CASTRO, 1990). O acard é um peixe de habitos onivoros,
comendo uma ampla variedade de alimentos no fundo. Essa espécie tem
preferéncia por ambientes de aguas paradas, mas € também comum nos rios,
especialmente nos remansos ou nas margens com vegetacdo abundante,
sendo parente da tilapia e do tucunaré. E de natureza plastica e flexivel, e por
esse motivo € uma das poucas espécies que se adaptam muito bem as
condicdes de reservatérios (VONO, 2000).

Sabe-se que o trato gastrintestinal de peixes € um complexo
ecossistema, que, por ser rico em nutrientes se mostra um excelente meio para
o desenvolvimento de microrganismos. Além de potenciais patégenos aos

peixes, componentes dessa microbiota podem apresentar-se como potenciais
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patdgenos aos humanos, pois muitos sdo descritos como patdégenos
emergentes de importancia crescente em alimentos. Sendo assim, é de grande
importancia conhecer e monitorar oS componentes da microbiota intestinal de
peixes, pois estudos nessa area sdo escassos, e, apesar de 0S peixes serem
uma fonte de proteina saudavel, também podem ser veiculos de transmissao
de doencas, ndo somente por sofrer deterioracao rapida, mas também devido a
diversos microrganismos patogénicos estarem presentes nesse alimento
(FRANCO & LANDGRAF, 2002).

Comparando-se metodologias tradicionais de identificacdo bacteriana
com metodologias molecular, percebe-se que as moleculares sdo mais
eficazes, pois 122 colbnias bacterianas que ndo puderam ser identificadas por
meétodos tradicionais o foram pelo sequenciamento, entretanto 42% das
bactérias identificadas com auxilio de kits comerciais foram confirmadas
pertencentes ao género a que haviam sido anteriormente classificadas, por
técnicas moleculares.

Quando utilizadas metodologias tradicionais de identificacdo bacteriana,
como caracteristicas morfolégicas, tintoriais e bioquimicas, e técnicas
moleculares, as bactérias identificadas com maior frequéncia foram
pertencentes as familias Enterobacteriaceae e Aeromonadaceae, sendo que
estas familias também s&o as encontradas com maior frequéncia em outros
estudos.

Esses dados sao confirmados por Huber et al. (2004), que ressalta que,
dentre os agentes bacterianos amplamente distribuidos no ambiente aquético,
destacam-se aqueles pertencentes as familias Aeromonadaceae cuja presenca
no ambiente pode ser reconhecida pela sua deteccdo na pele, branquias e
intestino, e, quando ocorre desequilibrio no sistema bactéria-hospedeiro-
ambiente, podem estar envolvidos como agentes etiol6gicos primarios, e
Enterobacteriaceae.

Molinari e colaboradores (2003) citam as bactérias Aeromonas
hydrophila, A. veronii, Burkholderia cepacia, C. violaceum, C. freundii, E.coli,
Flavimonas oryzihabitans e P. shigelloides como as mais comumente
encontradas no estdmago e no intestino da tilapia do Nilo. DePaola et al.
(1995) estudando o efeito do antibidtico oxitetraciclina em bactérias gram-

negativas isoladas do intestino e da agua de tanques de peixe gato, puderam
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isolar as bactérias P. shigelloides, A. hydrophila e C. freundii mais
frequentemente durante o outono e a primavera, e as bactérias E. coli, K.
pneumoniae e Enterobacter sp. foram isoladas principalmente na primavera.
Shama e colaboradores (2000), isolaram as bactérias P. shigelloides,
Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Vibrio sp., Edwardsiella tarda, Micrococcus sp., Staphylococcus sp., Yersinia
ruckeri, Enterobacter sp., Pasteurella sp.e Salmonella sp. colonizando lesdes
externas e rins de jundias cultivados em sistema semi-intensivo de producéo.
Dos 13 géneros bacterianos isolados, 11 sdo descritos como patogénicos para
peixes.

Dal Pupo (2006), analisando a diversidade bacteriana em diferentes
sistemas de cultivo de tilapia demonstrou que a diversidade de espécies foi
semelhante nos trés sistemas analisados, com predominancia de bactérias dos
géneros Aeromonas, Enterobacter e Pseudomonas.

Neste trabalho, bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae
foram as isoladas com maior frequéncia por caracteristicas fenotipicas,
correspondendo a 61 do total de 190 col6nias identificadas. Essa familia inclui
alguns dos patdgenos intestinais de maior importancia, reconhecidos por sua
elevada frequéncia como Salmonella, Yersinia, Shigella e alguns tipos
patogénicos de E. coli, bem como outras cuja frequéncia é reduzida, mas que
podem ser responsaveis por surtos diarréicos (MURRAY et al., 1998).

Das bactérias dessa familia, as pertencentes ao género Enterobacter
foram as identificadas com maior frequéncia, totalizando 14 isolados, seguidas
do género Escherichia com 11 isolados, Hafnia com 10 isolados, e Salmonella
com 5 isolados, como pode ser verificado na tabela 4.

Membros do género Enterobacter tém sido reconhecidos como
importantes patdégenos responséaveis pela incidéncia significativa de infec¢bes
hospitalares. Séo resistentes a muitos antibidticos e rapidamente desenvolvem
resisténcia a novos agentes. Causam doengas, particularmente, em pacientes
submetidos a antibioticoterapia e procedimentos invasivos. Essa espécie habita
o solo, aguas, vegetais e alimentos (FERNANDES; VAZ FERNANDES; FILHO
RIBEIRO, 2000).

Quanto ao género Escherichia, amostras de E. coli foram isoladas com

maior frequéncia nos Rio Barigui, seguido do Irai, o que confirma os resultados
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apresentados pelo IAP (2009) que indicam que indices de qualidade
microbiologica de dgua que se referem a caracteristicas microbiolégicas foram
violadas nestes dois rios devido a presenga deste microrganismo.

Bactérias desse género sdo normalmente encontradas habitando o
intestino de animais e de humanos, e a sua presenca ha agua e no intestino de
peixes pode ser explicada pela grande descarga de esgoto domeéstico “in
natura” nos cursos de agua onde foram identificadas. E. coli € um dos agentes
etiologicos mais frequentemente isolados em casos de diarreia no homem e em
diferentes espécies animais (HOLLAND, 1990; NATARO & KAPER, 1998). A
maioria das cepas de E. coli presentes no trato gastrintestinal sdo comensais
nao patogénicos. O habitat de E. coli € o trato gastrintestinal de humanos e
animais de sangue quente. Sua presenca em amostras de agua ou alimento €,
geralmente, considerada como indicador direto ou indireto de contaminacéo
fecal e da presenca de patégenos entéricos (GELDREICH, 1966).

Quanto ao género Hafnia, a maioria dos microbiologistas lista como
habitat do género os mamiferos, aves, répteis, peixes, solo, 4gua, esgoto e
alimentos. No entanto, existem poucos dados sobre esse tema. Fatores
relacionados ao hospedeiro e a geografia parecem influenciar sobre os nichos
de distribuicdo de H. alvei. Entretanto, o trato gastrintestinal de animais, em
especial de mamiferos, parece ser um habitat comum de Hafnia (OKADA &
GORDON, 2001).

Bactérias do género Salmonella puderam ser isoladas do rio Barigui,
considerado como extremamente poluido, e do LAPEP, visto que esta
piscicultura é abastecida pelas aguas do Arroio Aruja, o qual tem como
principal causa de poluicdo hidrica os efluentes urbanos gerados pelo uso
residencial, comercial, de servi¢os e de industrias (ROMANEL, 2010).

Registros em todo o mundo mostram a importancia do género
Salmonella como o maior causador de doencas bacterianas de origem
alimentar no homem, o qual se intensifica mediante a ingestdo de alimentos
contaminados. O isolamento de Salmonella em aguas poluidas tem sido
freqlientemente relatado, entretanto, o isolamento também ocorre em aguas
naturais ndo poluidas (ARVANITIDOU et al., 1995). Bactérias desse género
podem ser isoladas em esgoto, adgua de estuario e de &gua doce,

provavelmente, contaminadas com esgotos urbanos ou fezes (MINETTE,
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1986). De acordo com Linder (2002), o aumento da aquicultura e a presenca de
bactérias desse género em ambientes aquaticos, pode ser um fator de risco em
potencial para a populagéo.

Coliformes fecais encontrados em peixes demonstram a existéncia da
poluicdo ambiental por dejetos humanos, pois a maioria dessas bactérias nao
fazem parte da microbiota normal de peixes. Bacilos entéricos incluem E. coli,
Klebsiella sp., Citrobacter sp., Enterobacter sp., Serratia sp. e Edwardsiella sp.
(COHEN & SHUVAL, 1973).

Bactérias da familia das enterobactérias sdo importante causa de
infecgbes do trato urinario, de corrente sanguinea e de pneumonias em
infecgbes hospitalares, além de vérias infec¢Bes intra-abdominais. Dentre as
enterobactérias, a E. coli € o microrganismo mais frequente em infecctes
urinérias, Klebsiella sp. e Enterobacter sp. sdo importantes causas de
pneumonias e bactérias como as Salmonellas causam gastroenterites e
infeccbes invasivas em alguns pacientes (PATERSON, 2006). Klebsiella,
Enterobacter e Serratia sdo semelhantes em suas manifestacées clinicas e
epidemioldgicas (COSTA, 2011).

A familia Aeromonadaceae foi a segunda com maior numero de
isolados. O maior niumero de isolados de Aeromonas sp. ho LAPEP esta ligado
ao fato de que essa familia bacteriana é amplamente distribuida em ambientes
de criacdo de peixes e € uma das principais familias envolvidas em surtos de
doencas nessas criacoes, principalmente em ambientes de criagcdo intensiva,
que sdo mais propicios para o desenvolvimento de doencas quando nao
tomadas as medidas sanitarias basicas.

Como o presente estudo, outros autores também relatam a ampla
distribuicdo de Aeromonas sp. em ambientes aquaticos, principalmente em
agua doce, peixes e outras fontes (BREMER et al., 2003; HUBER et al., 2004;
ESPOSTO, 2007).

Bactérias pertencentes ao género Aeromonas sdo reconhecidas como
agentes patogénicos oportunistas aos peixes (AUSTIN, 1980). Fazem parte da
microbiota do intestino dos peixes, assim como de ambientes aquaticos. Sao
consideradas patdgenos oportunistas e responsabilizadas por surtos
epizodticos repentinos, devido a condi¢des ambientais desfavoraveis (NIETO et

al., 1984). Também sao encontradas em aguas salobras e salgadas (PLUMB,
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1984). Estdo presentes em grande quantidade em aguas com qualidade
alterada, especialmente com baixos niveis de oxigénio e altos niveis de matéria
organica (NEWMAN, 1993). Sendo assim, pode-se ressaltar a importancia de
conhecer e monitorar a microbiota intestinal de peixes, para controlar surtos de
infeccdo e aumentar a produtividades em sistemas de criacao.

Algumas cepas de Aeromonas hydrophila sdo capazes de causar
doencas em outros animais e humanos, quando ingeridas na alimentagéo ou
na agua (U.S. FDA, 1999; BISWAS et al., 2002). No Brasil, bactérias do género
Aeromonas tém sido descritas como patdégenos emergentes de importancia
crescente em alimentos (BOIJINK & BRANDAO, 2004).

A familia Neisseriaceae também foi amplamente identificada neste
estudo, representada unicamente pela bactéria Chromobacterium violaceum,
sendo que todos os isolados sdo provenientes de amostras coletadas no
LAPEP.

Chromobacterium violaceum é um grupo de microrganismos anaerébio
facultativo, movel, bacilo gram-negativo, habita solos e aguas em regides
tropicais e subtropicais. A maioria das espécies produz um pigmento violeta. E
valorizado pela capacidade de produzir compostos (inibidores de crescimento,
enzimas e bioplastico) de importancia biotecnoldgica. Apesar de raramente
infectar humanos, possui alta taxa de mortalidade (CHANG et al., 2007). Em
relacdo a peixes, ndo foi relatado como patdgeno.

Outras familias bacterianas com grande importancia tanto na piscicultura
quanto na saude humana sdo a Pseudomonadacea e a Burkholderiaceae.
Bactérias pertencentes ao género Pseudomonas foram isoladas apenas de
animais capturados no LAPEP. As Pseudomonas sdo agentes patogénicos
oportunistas que se encontram naturalmente na dgua e nos peixes, e que
provocam um estado septicémico hemorragico em condi¢cdes de estresse e
enfraquecimento dos hospedeiros. Em ambientes de criagcdo intensiva sao
amplamente distribuidas.

Pseudomonas aeuriginosa é uma bactéria ubiqua, com predilecdo por
ambientes Umidos, sendo encontradas no solo, agua e plantas. E pouco
frequente como constituinte da microbiota de individuos saudaveis, entretanto,
pacientes hospitalizados se colonizam facilmente com este microrganismo. O

trato gastrintestinal € o principal sitio de colonizagdo e reservatorio dessa
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bactéria, podendo ser encontrada também em outros locais umidos do corpo
(KISKA & GILLIAN, 2003). P. aeuriginosa também €& muito difundida
colonizando pacientes internados em unidades de terapia intensiva, além de
também ser causadora de infec¢Bes hospitalares em geral (COSTA, 2001).
Quanto as bactérias do género Burkholderia, habitam o solo, agua e
superficie de plantas ou raizes (TEBALDI, 2008). B. cepacia apresenta trés
principais problemas para a comunidade: multirresisténcia aos agentes
antimicrobianos; a transmissao de cepas epidémicas hospitalares de pessoa

para pessoa, ou através de contatos sociais; € a ' sindrome cepacia’, uma
pneumonia fulminante fatal, por vezes associada a septicemia, que ocorre em
aproximadamente 20% dos pacientes colonizados, incluindo aqueles com
doenca leve anteriormente (VANDAMME et al., 2000). Faz parte de um grupo
de agentes patogénicos de grande risco na fibrose cistica, associado a pior
prognostico e infeccdo cruzada entre os doentes. E uma bactéria
intrinsecamente resistente a multiplos antibiéticos, desinfetantes e anti-sépticos
(CORREIA, 2008).

Outra familia de grande importancia que teve bactérias isoladas neste
estudo é a Vibrionaceae, com um total de 4 colénias sendo que todas eram
provenientes do LAPEP. Bactérias pertencentes a esta familia séo tipicas de
ambientes marinhos e estuarinos, com necessidade de NaCl (2 a 3%) para o
crescimento. Como o ambiente marinho é seu nicho natural, os vibrios séo
facilmente isolados de peixes e crustaceos. A maioria das espécies € mesdfila
com tendéncia a proliferacdo em épocas mais quentes. Algumas espécies
desse género podem causar doencas em humanos, incluindo infeccdes em
feridas, septicemia e gastroenterites (COSTA, 2006). Dentre essas, inclui-se a
espécie emergente V. parahaemolyticus.

De acordo com as familias bacterianas mais frequentemente isoladas,
pode-se perceber que medidas urgentes de saneamento basico necessitam ser
tomadas, pois, a maioria das bactérias isoladas no presente trabalho faz parte
da familia Enterobacteriaceae, o que demonstra que 0s pontos de coleta estdo
recebendo descarga de esgoto domeéstico em seus leitos e, nos ultimos anos
tem sido bem descrito que os peixes de agua doce e salobra podem abrigar
bactérias patogénicas a humanos, em particular os coliformes (LEUNG,
HUANG & PACORBO, 1990; RAMOS & LYON, 2000), sendo que a
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contaminacdo de peixes a partir de bactérias entéricas de origem humana ou
animal pode ser responsavel por diversas infecces alimentares (GELDREICH
& CLARKE, 1966).

Dentre as diversas rotas de comunicacdo entre reservatorios de
resisténcia antimicrobianos em seres humanos e na producdo animal, o papel
da cadeia alimentar € bem determinado. Estudos recentes revelam que 0 uso
de antibioticos em todas as partes da cadeia de producdo de alimentos,
contribui para o aumento do nivel de resisténcia a antimicrobianos entre
bactérias patogénicas veiculadas por alimentos. Além disso, bactérias
relacionadas a alimentos constituem um grupo heterogéneo com hébitats
originais estendendo-se a todos os nichos onde alimentos para o consumo
humano s&@o produzidos ou manipulados (SORUM & ABEE-LUND, 2002;
WITTE, 2000).

A transmissao de enfermidades entéricas apds o consumo de alimentos
a base de pescados pode estar relacionada com a ingestdo de peixes
contaminados no ambiente hidrico. Muitos microrganismos patogénicos sao
transferidos ao homem através da via oral-fecal. Microrganismos
potencialmente patogénicos transmitidos dos animais para o homem tendo o
peixe como veiculos de transmissdo incluem: Aeromonas hydrophila,
Escherichia coli, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Pseudomonas
shigelloides, Salmonella sp., Shigella sp., Vibrio sp., e Yersinia sp. (LINDER,
2002).

Outro agravante nessa transmissao € que essas bactérias podem
carregar alguns genes de resisténcia aos antibioticos, o que dificulta muito o
tratamento de possiveis infec¢des, além do que, o aumento da resisténcia
entre as bactérias intestinais humanas é um perigo para a saude humana, pois
algumas bactérias normalmente presentes no trato intestinal do corpo humano
sdo capazes de causar risco a vida do mesmo, além de serem capazes de
transmitir essa resisténcia para bactérias ingeridas pelo hospedeiro, pois a
microbiota normal de peixes e do ambiente aquéatico podem ser importantes
reservatorios para os genes de resisténcia aos antibioticos.

No presente estudo, elevada frequéncia de resisténcia aos antibioticos
foram observados para os antibidticos ampicilina, cefalotina, cefoxitina e

ertapenem, enquanto que ao cefepime ndo houve nenhuma cepa resistente.
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Os resultados obtidos demonstram que as bactérias isoladas do LAPEP e do
Rio Barigui apresentam maior frequéncia de resisténcia que as isoladas de
locais menos poluidos, o que esta de acordo com os achados de Mc Nicol
(1980), que afirma que os niveis de poluicdo podem influenciar a composicéo
genética de bactérias resistentes e maior incidéncia de bactérias resistentes
aos antibidticos foi detectada a partir de ambientes aquéticos poluidos do que
em de locais menos poluidos.

Além disso, os niveis de poluicdo podem influenciar no numero de
plasmideos presentes nas bactérias, pois bactérias provenientes de locais
poluidos por produtos quimicos toxicos foram relatadas como tendo maior
incidéncia de plasmideos e uma maior resisténcia aos antimicrobianos do que
aguelas obtidas em locais limpos (BAYA et al., 1986).

Outro fator que pode ter influéncia significativa no resultado da
frequéncia de resisténcia é o produto quimico ou o ambiente fisico do encontro
de um patdgeno e um agente antimicrobiano, além do perfil das espécies
bacterianas isoladas da cada local amostrado. Ja no contexto de uma infeccéo,
a sensibilidade ou a resisténcia de uma cepa pode ser determinada em funcéo
da localizacdo do patdégeno e da distribuicéo tecidual do agente bacteriano.

Quando comparados a frequéncia de resisténcia de dois pontos de
coleta, os rios Barigui e Irai, percebe-se que as bactérias presentes nos peixes
e ha agua do rio Barigui sdo mais resistentes que as do Rio Irai, entretanto,
neste caso, o tipo de poluicédo langcado no rio deve ser levado em consideracao.
Além disso, a coleta de peixes e agua do rio Irai foi feita na saida de um
reservatorio de agua que é utilizado no abastecimento de 2,5 milhBes de
habitantes da Regido Metropolitana de Curitiba, logo, parte-se do pressuposto
de que esta agua tem condi¢cBes sanitarias minimas para 0 seu uso.

Resultados obtidos com a realizacdo das analises estatisticas
demonstraram diferenca significativa em relacdo a ocorréncia de resisténcia
bacteriana aos antibiéticos quando comparados os pontos de coleta LAPEP
versus Rio Barigui, LAPEP versus Rio Irai e LAPEP versus Rio Pequeno
levando em consideracdo todos os antibidticos. Houve também diferenca
significativa quanto a resisténcia aos antibidticos ampicilina, cefalotina e

cefoxitina; e os antibiéticos ertapenem, gentamicina e sulfametazol/trimetropim
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qgquando comparados os resultados de resisténcia obtidos com bactérias
isoladas do jundi& provenientes do LAPEP, do Rio Barigui e do Rio Pequeno.

Quando comparados estatisticamente os perfis de resisténcia obtidos
com bactérias isoladas de carpas e jundias do LAPEP, houve diferenca
significativa referente aos antibioticos acido nalidixico, cefalotina, cefoxitina e
tetraciclina.

Esses resultados indicam que pode haver diferengcas entre locais com
diferentes niveis de poluicdo e acdo antrOpica quanto ao perfil bacteriano de
resisténcia aos antibioticos, como ja foi descrito por alguns autores, entretanto
alguns fatores devem ser levados em consideragdo, como o perfil das espécies
bacterianas isoladas e o tipo de polui¢do langcada no ambiente natural.

Jacoby (2008), realizando um estudo em um hospital do Rio Grande do
Sul sobre a estimativa da frequéncia de multirresisténcia em Staphylococcus
aureus, Enterococcus sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas sp.,
Enterobacter sp., Citrobacter sp., Serratia sp., Proteus sp., Acinetobacter sp.,
Burkholderia cepacia e Stenotrophomonas maltophilia, principais bactérias
relacionadas a presenca de resisténcia aos antibiéticos em centros de terapia
intensiva, através da associacdo entre o consumo de antimicrobianos e a
prevaléncia de microrganismos multirresistentes, demonstrou correlacao
positiva entre o consumo de antimicrobianos na instituicdo em estudo e a
prevaléncia de microrganismos multirresistentes no centro de terapia intensiva.

Um estudo de Grimes e colaboradores (1988) demonstrou que bactérias
isoladas de ambientes contaminados possuem um maior numero de
plasmideos que as de areas ndo poluidas. Sengelov et al. (2003), informou que
o0 numero de microrganismos resistentes a tetraciclina correlaciona-se
positivamente com a disseminacdo de estrume de suinos que continham
tetraciclina, jA Salyers e Shoemaker (1995) relataram que a transferéncia de
genes de resisténcia a tetraciclina utilizando transposons conjugativos foi
facilitada pela presenca deste antibiotico entre grupos de Bacteroides.

Devido ao fato de o uso de antibiéticos em animais pode resultar em
bactérias resistentes (HOLMBERG, 1974) vérias tentativas foram feitas para
comparar os padrbes de resisténcia aos antibidticos em coliformes fecais com
as fontes dos isolados. Kruperman (1983) mostrou que o MAR de E. coli

isolados de animais selvagens era geralmente menor que os isolados de
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humanos e aves. Da mesma forma, Kaspar et al. (1990) demonstraram que o
indice de MAR de E. coli isoladas de zonas rurais era menor que 0s das
isoladas de areas urbanas.

O perfil de resisténcia aos antibidticos de Estreptococos e Enterococos
fecais também foram usados para tentar identificar fontes de poluicdo por
Kibbey et al. (1978) e Knudtson e Hartman (1993).

Além disso, estudos como o de Gaynes (1997) demonstram uma
diminuicdo da resisténcia com o0 uso restritivo de aminoglicosideos como a
gentamicina e a tobramicina, o que vem ao encontro de uma das proposi¢coes
deste trabalho de que o uso de antibidticos pela populacdo humana pode
influenciar no percentual de isolados bacterianos resistentes no ambiente.

Entretanto, s8o necessarios mais estudos para comprovar esses
resultados, pois estudos como o de Niemi e colaboradores (1983) nao
conseguiram demonstrar evidente ligacdo entre a fonte de coleta da amostra e
o nivel de contaminacdo. No estudo destes autores a resisténcia das bactérias
aos antibioticos variou de um ponto para outro, mas néo foi possivel a evidente
ligacdo entre fonte e nivel de contaminac&o, como ocorre no presente trabalho.

Quando analisado o perfil de resisténcia aos antibidticos entre as
familias bacterianas isoladas, percebe-se que as familias que apresentaram
maior frequéncia de resisténcia foram a Pleisiomonadaceae, que tem como
representante principal Pleisiomonas sighelloides e a que apresentou menor
frequéncia de resisténcia foi a Aeromonadaceae e a Enterobacteriaceae, que
tem como representantes as principais bactérias patogénicas ao homem e aos
peixes, tais como Escherichia coli, Salmonella sp., Aeromonas sp., entre
outras. Entretanto, deve-se ter cuidado ao se analisar estes resultados, pois o
namero de bactérias pertencentes a familia Pleisiomonadaceae foi baixa, o que
pode ter mascarado os resultados obtidos.

Apesar de toda a problemética ao redor da resisténcia aos antibiéticos e
também de esses microrganismos terem sido isolados de locais contaminados
com esgoto doméstico, bactérias de grande importancia na saude animal e
humana ainda apresentam baixo perfil de resisténcia quando comparadas com
bactérias de menor importancia para a saude publica.

Entretanto, este perfil de resisténcia deve ser constantemente

monitorado, pois a emergente resisténcia aos antibidéticos em
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Enterobacteriaceae é um problema significativo que requer atencao imediata,
pois a resisténcia relacionada com a produgdo B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) é um problema no tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, entretanto, outros
mecanismos de resisténcia também estdo surgindo, levando a resisténcia a
multiplas drogas. Cefalosporinas de 32 geracdo foram desenvolvidas para
superar este problema, porém estudos demonstram que, logo apds a
introducdo destes antimicrobianos no tratamento de enfermidades, algumas
bactérias como Klebsiella pneumoniae e Enterobacter sp. conseguiram
desenvolver mecanismos para sobreviver, e a cada dia que passa maiores
indices de resisténcia a este agente estdo sendo notificados em bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae em todo o mundo (PATERSON,
2006).

Genes que codificam resisténcia a ESBLs s&o frequentemente
encontrados nos mesmos plasmideos que contem genes que codificam a
resisténcia aos aminoglicosideos e sulfonamidas, e muitas espécies de
Enterobacteriaceae possuem alteracées que conferem alto nivel de resisténcia
a quinolonas. Isto significa que Enterobacteriaceae produtora de ESBL
provenientes de hospitais sdo comumente resistentes a multiplas drogas, o que
representa um desafio para o tratamento de infeccbes nosocomiais,
especialmente em pacientes criticamente enfermos (KOLLEF, 1999).

Quanto ao perfil de MAR obtidos no presente estudo, foi possivel
observar que os maiores indices foram encontrados nas bactérias isoladas do
LAPEP, um local de criac&o intensiva, como pode ser observado na tabela 3.

De acordo com o Comité de seguranca microbiolégica para alimentos de
Londres (1999), isso pode ser explicado pelo fato de que os peixes geralmente
contém agentes antimicrobianos, os quais sdo adicionados a racao para tratar
e/ou prevenir doencas. Além disso, residuos de agentes antimicrobianos, bem
como bactérias resistentes podem entrar nos viveiros através de esterco de
animais utilizado na alimentagéo de peixes e na adubacgéo da 4gua. Outro fator
que pode contribuir para a pressao seletiva a favor de bactérias resistentes
neste tipo de ambiente é o0 excesso de alimento nos viveiros e a alta densidade

de animais.
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Analisando todos os resultados de MAR obtidos, observa-se que a
grande maioria desses indices é superior a 0,2, 0 que é preocupante, pois, a
presenca de grande numero de bactérias multirresistentes no ambiente
aguatico geram implicacdes ecologicas e de saude publica e enfatiza a
necessidade de novos estudos, principalmente em relacdo aos determinantes
de resisténcia em diferentes espécies bacterianas, assim como sobre a
possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a patdgenos humanos
mediante o consumo de pescado.

Em um trabalho de Dal Pupo (2006), o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos de amostras oriundas de trés diferentes sistemas de cultivo foi
testado. Dentre as 43 espécies bacterianas identificadas, 95% apresentaram
indice MAR igual ou acima de 0,2, o que caracteriza multipla resisténcia. Os
antimicrobianos eritromicina, ampicilina e cefuroxima foram, respectivamente,
0S que apresentaram maiores numeros de espécies resistentes nos sistemas
analisados.

Dados semelhantes foram obtidos por Miranda & Zemelman (2002),
avaliando o perfil de resisténcia a antimicrobianos de bactérias oriundas de
fazendas de salm&o no Chile. No mesmo trabalho, os autores observaram
menores numeros de amostras resistentes para cloranfenicol e fluorfenicol.

Considerando como critério de multipla resisténcia MAR = 0,2, conclui-se
gue a microbiota isolada nos sistemas de cultivo de tilapia é tipicamente
multirresistente. Portanto, sugere-se que densidades populacionais elevadas
podem favorecer a disseminacdo de genes de resisténcia a antibiéticos entre
bactérias presentes nos sistemas de cultivo analisados (DAL PUPO, 2006).

Ha relatos de que a multipla resisténcia aos antimicrobianos € elevada
em ambientes onde ha utilizacdo constante de drogas e tem sido observada
em bactérias relacionadas ao ambiente aquatico (KRUMPERMAN, 1983;
MIRANDA & ZEMELMAN, 2002; HATHA et al., 2005).

Logo, a interpretacdo logica dos resultados obtidos de altos indices de
MAR é de que a grande maioria das cepas bacterianas isoladas de amostras
de agua e conteudo intestinal de peixes oriundos de locais com diferentes
niveis de poluicdo sdo originadas a partir de fontes de alto risco de
contaminacdo por fezes de aves, suinos, bovinos e humanos, onde o0s

antibiéticos sdo amplamente utilizados no tratamento e prevencdo de
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enfermidades, pois, de acordo com Lee et al. (1993); Ogan e Nwiika, (1993); e
DePaola et al. (1995), frequéncias elevadas de resisténcia aos antibidticos tém
sido relatadas em bactérias isoladas de &reas onde os antibidticos foram
amplamente utilizados pelos seres humanos, e em ambientes terrestres e
aguaticos sujeitos a producao intensiva de animais.

Além disso, pressdes seletivas locais podem influenciar na resisténcia
aos antibioticos. Chang e Bolton (1987) constataram que uma maior
porcentagem de isolados asiaticos de A. hydrophila foi resistente a tetraciclina
e rifampicina, que isolados australianos.

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia aos
antibiéticos, estudos tém estabelecido o importante papel que o uso abusivo de
antimicrobianos representa para a ocorréncia de microrganismos
multirresistentes no ambiente hospitalar (WHITE et al., 2000; GAYNES, 1997).
O extenso uso de antimicrobianos no ambiente hospitalar pode causar graves
consequéncias para 0s pacientes, para o ambiente e para a instituicdo
(EICKOFF, 1998), pois os hospitais sdo considerados pontos de disseminacao
de genes de resisténcia a antibidticos para o ambiente natural.

Meta andlise de nove estudos de infeccbes de corrente sanguinea por
Enterococcus resistentes a vancomicina, encontrou taxa de mortalidade de
30% maior em comparagdo com infecgcbes causadas por Enterococcus sp.
sensiveis a vancomicina (SALGADO & FARR, 2003). Resultados semelhantes
foram relatados para infecgcbes causadas por organismos gram-negativos
multirresistentes incluindo Pseudomonas sp., Acinetobacter sp., Enterobacter
sp. e organismos produtores de beta-lactamases de espectro estendido
(COSGROVE, 2006).

Além disso, estima-se que mais de 70% das bactérias encontradas em
ambientes hospitalares nos Estados Unidos seja resistente a pelo menos um
antibiotico (MURTHY, 2001). Pessoas infectadas com microrganismos
multirresistentes apresentam maior permanéncia no internamento hospitalar e
requerem tratamento com farmacos de segunda ou terceira escolha, os quais
podem ser mais caros e mais toxicos (CDC, 2007).

Entretanto, resultados obtidos no presente estudo foram deduzidos por
dados genéricos de poluicdo dos pontos de coleta, de acordo com um estudo

de IAP (2009), sendo assim, sdo necessarios estudos com maior detalhamento
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do niveis de poluicdo da agua, bem como da composicéo deste poluentes para
estabelecer uma relagdo concreta entre nivel de acéo antropica e resisténcia
bacteriana, de maneira definitiva.

Clark et al. (1973) e Angulo e Griffin (2000), consideram o potencial de
transporte de bactérias resistentes aos antibidticos como um mecanismo
alternativo, responséavel pela disseminacdo de determinantes de resisténcia
aos antibioticos do meio aquatico para o terrestre. A presenca de antibioticos
no ambiente aquatico pode resultar no aparecimento de resisténcia entre
agentes humanos que fazem parte da sua microbiota. Por exemplo, o V.
cholerae, causador da epidemia de célera na América Latina que ocorreu em
1992, parece ter adquirido resisténcia aos antibidticos ao entrar em contato
com bactérias resistentes selecionadas pelo elevado uso de antibidticos na
producdo de camarao no Equador (WEBER et al., 1994; ANGULO, 2000).

Analisando os resultados obtidos com o teste de resisténcia aos
antibiéticos, percebe-se a alta frequéncia de resisténcia apresentado pelas
bactérias. De acordo com Kapli (2005), varios fatores contribuem para o
surgimento de genes de resisténcia aos antibibticos, tais como: (i) falta de
educacdo, principalmente das populagbes mais pobres; (i) infeccbes
hospitalares; (iii) utilizacdo dos antibidticos na agricultura e na aquicultura; (iv)
fatores ambientais; (v) utilizacdo de antibioéticos em produtos de limpeza de uso
domeéstico.

O uso abusivo destas drogas esta associado a diversos problemas,
como a presenca de residuos ilegais na carne e transmissdo de bactérias
resistentes para o0 meio ambiente, animais e para o proprio homem, sendo risco
potencial para a saude publica. Sendo assim, percebe-se que maior atencao
deve ser dada pelas autoridades e pela populacdo em geral a disseminacao
dos genes de resisténcia aos antibidticos entre bactérias ambientais, pois
essas bactérias podem chegar aos humanos direta ou indiretamente, podendo
causar sérias infecgdes, e, consequentemente, trazer sérios problemas para o
sistema de saude publica, pois podem apresentar genes de resisténcia aos
antibiodticos o que pode dificultar o tratamento e levar ao obito.

Além disso, para dar suporte ao avancgo no setor aquicola, que esta em
amplo crescimento, sdo necessarios cada vez mais estudos de manejo

nutricional e nessa area, em particular, destaca-se o conhecimento da
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microbiota intestinal, cujo estado da arte ainda se encontra muito superficial,
quando comparado a de outras espécies, como Vvertebrados terrestres
(CAHILL, 1990).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

e Com a realizacdo das coletas foi possivel a captura de trés diferentes
espécies de peixes para a avaliagdo da composicdo da microbiota
intestinal, bem como a comparacdo do perfil de resisténcia aos
antibioticos das bactérias.

¢ Quanto ao perfil bacteriano encontrado no intestino de peixes de agua
doce, pode-se observar que a maior frequéncia de cepas bacterianas
identificadas pertence as familias Enterobacteriaceae e
Aeromonadaceae;

e Comparando-se o perfil bacteriano da agua de cultivo e do intestino dos
peixes, percebe-se que 23% das colbnias bacterianas puderam ser
encontradas em ambos o0s locais, sendo que todas elas s&o
representativas das familias identificadas com maior freqiéncia;

¢ Quanto a comparacao da eficiéncia de técnicas fenotipicas e genotipicas
para a identificacdo bacteriana, percebe-se que as técnicas moleculares
apresentam resultados mais rapidos e confiaveis, além de néo
necessitar o cultivo bacteriano, sendo mais indicadas em caso de
amostras ambientais;

e Quanto ao perfil de resisténcia aos antibioticos, percebe-se que a
ampicilina foi o antibiético que apresentou maior numero de cepas
resistentes, enquanto o cefepime néo apresentou resisténcia a nenhuma
amostra. Quando se tratando das familias bacterianas analisadas, a
familia Pleisiomonadaceae apresentou maior resisténcia, enquanto que
a Aeromonadaceae foi a que apresentou menor resisténcia;

e Quanto a pressdo de selecdo de microrganismos resistentes aos
antibioticos, os resultados obtidos apontam para o fato de que locais
mais poluidos tendem a apresentar bactérias mais resistentes, além de
que o tipo de poluicdo também parece ter influéncia no perfil de
resisténcia bacteriana. Novos estudos com monitoramento de longo
prazo da poluicdo dos pontos de coleta se fazem necessérios para a
confirmacgéo dessa hipotese.

e Serao feitas bibliotecas de clones de DNA para permitir a identificacédo

de bactérias que tiveram o seu DNA isolado direto do conteudo intestinal
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com a finalidade da determinacdo da diversidade microbiano existente
no intestino de peixes;

e Estudos como esse s@o necessarios para a determinacao da diversidade
microbiana existente no intestino de peixes, que ainda é pouco
conhecida, para fins terapéuticos e de producao, além da determinacdo
do perfil de resisténcia destas bactérias, pois sdo potenciais riscos para

a saude animal e humana.
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