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RESUMO 

Neste trabalho foi registrada a primeira ocorrência de infecção por Citrobacter freundii, 

Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis associadas a surtos de doenças 

em bagres Sul Americanos. Além do isolamento das bactérias, também foi realizada a 

caracterização bioquímica e o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados. 

Para o isolamento, foram utilizados bagres provenientes de surtos em diferentes 

fazendas-berçário no Estado do Mato Grosso do Sul e também de criações em 

laboratório. Os peixes com sinais clínicos de bacteriose foram submetidos à necropsia e 

biópsia de rim e encéfalo para isolamento bacteriano em meios de cultura apropriados. 

Os isolados obtidos foram submetidos à coloração de Gram, teste da oxidase, catalase, 

produção de hemólise e identificação presuntiva através de kits comerciais API 20E ou 

API 20 Strep. A análise de susceptibilidade a 15 antimicrobianos foi realizada pelo 

método da difusão em disco com o Agar Muller Hinton. Foram obtidos dois isolados de 

C. freundii proveniente de cachara, que apresentaram multiresistência a 66,7 % dos 

antimicrobianos testados. Nos ensaios de infecção experimental, a doença foi 

reproduzida com sucesso, caracterizada como septicemia hemorrágica, com enterite 

acentuada e com reisolamento de C. freundii dos tecidos acometidos. Outros 57 isolados 

obtidos do rim e do encéfalo da cachara foram caracterizadas como cocos gram 

positivos associadas a meningoencefalite, identificadas como Lactococcus lactis subsp. 

lactis e Enterococcus faecalis. Todos os isolados apresentaram multiresistência aos 

antimicrobianos testados. A bactéria L. lactis subsp. lactis foi sensível somente a 

ampicilina e penicilina. Todas nossos isolados de E. faecalis foram sensíveis a 

sulfazotrim e a amoxilina e ao ácido clavulânico. 

Palavras-chave: Gastrenterite bacteriana, meningoencefalite infecciosa, multi 

resistência a antimicrobianos, Pseudoplatystoma spp.  
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ABSTRACT 

The first occurrence of infection by Citrobacter freundii, Lactococcus lactis subsp. 

lactis and Enterococcus faecalis associated with outbreaks of diseases in South 

American catfish was recorded in this study. The isolates were biochemically 

characterized and the profile antimicrobial susceptibility performed. For isolation, 

fingerlings of catfish from sequential outbreaks at different farms nursery in the state of 

Mato Grosso do Sul and also creations in the laboratory were used. Fingerlings with 

clinical signs of bacterial infection were necropsied and biopsy of the kidney and brain 

obtained for bacterial isolation in appropriate culture media. The isolates were subjected 

to Gram staining, oxidase and catalase test, hemolysis production and presumptive 

identification using commercial kits API 20E and API 20 Strep. The analysis of 

susceptibility to 15 antimicrobials was performed by the disc diffusion method with the 

Muller Hinton Agar. Were obtained two isolates of C. freundii from cachara, which 

showed multiresistance to 66.7% of the antimicrobials tested. In experimental 

challenge, the disease was successfully reproduced, characterized as hemorrhagic 

septicemia, with severe enteritis, and reisolation of C. freundii from infected tissue was 

obtained. Another 57 isolates obtained from kidney and brain of catfish were 

characterized as gram-positive cocci associated with meningoencephalitis, identified as 

Lactococcus lactis subsp. lactis and Enterococcus faecalis. All isolates showed 

multidrug resistance to antimicrobials. The bacteria L. lactis subsp. lactis was only 

sensitive to ampicillin and penicillin. All our isolates of E. faecalis were sensitive to 

sulfazotrim and amoxilin and to clavulanic acid. 

Key words: Bacterial gastroenteritis, infectious meningoencephalitis, multiresistance to 

antimicrobials, Pseudoplatystoma spp. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A produção de bagres nativos é uma atividade em expansão no Brasil, cuja  

produção concentra-se na região Centro-Oeste, sendo explorados inúmeros cruzamentos 

entre diferentes espécies provenientes de duas principais bacias hidrográficas, a bacia do 

Prata que inclui a região do Pantanal e a bacia Amazônica. Entre os peixes utilizados 

nestes cruzamentos artificiais encontram-se, principalmente, peixes carnívoros 

pertencentes ao gênero Pseudoplatystoma, que reúne espécies de grande importância 

econômica como P. corruscans, P. tigrinum (sensu lato) e P. fasciatum (sensu lato) 

(Carvalho-Costa et al., 2011).  

O Estado do Mato Grosso do Sul se destaca na produção do surubim híbrido (P. 

corruscans ♂ x P. reticulatum ♀), enquanto que os Estados do Mato Grosso e Goiás do 

híbrido pintado da Amazônia (Leiarius marmoratus ♂ x Pseudoplatystoma spp. ♀). No 

entanto, a produção de peixes híbridos com habilidade reprodutiva, como o surubim 

híbrido, pode causar impactos irreparáveis aos estoques naturais quando estes escapam 

das fazendas de criação e ganham o ambiente natural, como demonstrado recentemente 

(Prado et al., 2012). 

Uma alternativa para minimizar este problema e assegurar a conservação das 

espécies puras, é a adequação de sua criação aliadas a fatores que tornem sua produção 

competitiva à criação de híbridos. O cachara pantaneiro (Pseudoplatystoma reticulatum 

Eigenmann & Eigenmann 1889) possui grande similaridade genética com o cachara 

amazônico (P. fasciatum Linnaeus 1766), o que torna a validade da espécie duvidosa 

(Carvalho-Costa et al., 2011), mas até o momento é considerada uma espécie válida 

conforme o FishBase (http://www.fishbase.org/summary/Pseudoplatystoma-

reticulatum.html). Este bagre carnívoro sul americano possui grande potencial para a 

exploração em escala industrial, na qual sua reprodução está consolidada (Leonardo et 



15 

 

al., 2004; Batlouni et al., 2006) e estão disponíveis estratégias para o treinamento 

alimentar nas fases iniciais (Inoue et al., 2009). 

Embora os bagres nativos estejam entre os principais peixes produzidos no 

Centro Oeste do Brasil (Brasil, 2012), pouco se conhece sobre os aspectos sanitários 

desses animais. Vários parasitos têm sido descritos nesses peixes provenientes de 

ambiente natural (Machado et al., 1995; Campos et al. 2008; 2009; Naldoni et al., 2011; 

Adriano et al., 2012). Em condições de criação, estes estudos são mais recentes e 

apontam a problemática da infestação parasitária do hospedeiro com comprometimento 

de seu rendimento produtivo (Pinto, 2008; Naldoni et al., 2009; Pinto et al., 2009; Pádua 

et al., 2012; 2013). No entanto, as infecções bacterianas estão entre as principais causas 

de mortalidade, com perdas de até 80% em fazendas produtoras de surubim (Campos, 

2004). Entre as bactérias envolvidas nos surtos de doenças com mortalidade em 

surubins, foram descritas a Plesiomonas shigelloides e Staphylococcus sp. (Costa, 

2003), Pseudomonas sp. (Tavares-Dias et al., 2009), Lactococcus garvieae e 

Streptococcus sp. (Evans et al., 2009), Anaplasmataceae-like (Ishikawa et al., 2011) e 

Aeromonas hydrophila (Silva et al., 2012). No entanto, pouco se conhece sobre os 

aspectos patológicos envolvidos na infecção ocasionada por esses agentes e seu real 

impacto na produção. 

A consolidação da produção industrial de bagres carnívoros no Brasil depende, 

entre outros fatores, da produção constante de alevinos saudáveis para suprir a demanda 

de animais para engorda. Para isso, é fundamental o conhecimento das enfermidades 

que acometem estes peixes em criação e estabelecer medidas profiláticas direcionadas 

para estas doenças. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Doenças bacterianas na aquicultura mundial 

 

Inúmeros agentes bacterianos são responsáveis por doenças hiperagudas, agudas 

ou crônicas, sistêmicas ou localizadas, em crustáceos, peixes, anfíbios e répteis em 

criação por todo o mundo. A infecção bacteriana provoca perdas na produção com a 

ocorrência de mortalidade dos peixes ou devido ao aspecto repugnante que causa aos 

animais acometidos, comprometendo sua comercialização. Ainda, várias bactérias 

patogênicas aos animais aquáticos criados em água doce ou salgada podem atuar como 

agentes zoonóticos (Miller e Neely, 2005; Wang et al., 2009; Ishikawa et al., 2011; Kim 

et al., 2012), com impacto na saúde pública. Dessa forma, torna-se essencial o 

conhecimento dos agentes bacterianos que acometem os organismos aquáticos, bem 

como sua relação com os hospedeiros e ambiente para que sejam elaboradas estratégias 

eficazes na contenção de sua dispersão e circulação. 

Atualmente, várias espécies bactérias são consideradas patógenos emergentes na 

aquicultura mundial. Cocos gram positivos, como o Streptococcus agalactiae, 

Streptococcus iniae, Streptococcus dysgalactiae e Lactococcus garvieae estão entre as 

principais bactérias causadoras de meningoencefalite bacteriana em várias espécies de 

peixes na aquicultura continental e na maricultura (Abdelsalam et al., 2010; Bowater et 

al., 2012; Figueiredo et al., 2012a; Geng et al., 2012; Ricci et al., 2012), sendo 

reconhecidos como patógenos de inúmeros animais há décadas. No entanto, 

recentemente foram inclusos na lista de patógenos de peixes outros cocos gram 

positivos, como o Streptococcus ictaluri (Shewmaker et al., 2007), Weissella sp. 

(Figueiredo et al., 2012b), Aerococcus viridans (Ke et al., 2012) e Lactococcus lactis 

subsp. lactis (Chen et al., 2012). 
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Entre as bactérias gram negativas, o grupo das Aeromonas móveis, Edwardsiella 

tarda, Vibrio spp. e Pseudomonas spp. são os principais agentes causadores das doenças 

ulcerativas hemorrágicas e gastroenterite hemorrágica bacteriana (Burr et al., 2012; 

Yang et al., 2012; López et al., 2012; Sankar et al., 2012); enquanto Flavobacterium 

columnare, Flavobacterium psychrophilum, Flavobacterium johnsoniae, 

Flavobacterium branchiophilum e Flavobacterium aquatile causam a doença 

ulcerativo-necrotizante não hemorrágica sobre o corpo e brânquias dos peixes em todo o 

mundo (Elkamel e Mohamed, 2012). 

Algumas espécies de bactérias causam doenças sistêmicas granulomatosa-

crônicas em peixes, acometendo, principalmente, peixes adultos em fase final de 

engorda ou reprodutores. Entre elas, encontram-se os bacilos álcool-ácido resistentes 

tais como o Mycobacterium marinum, Mycobacterium gordonae e Mycobacterium 

fortuitum (Novotny et al., 2010), além de Nocardia seriolae, Nocardia asteroides, 

Nocardia salmonicida e Nocardia crassostreae (Labrie et al., 2008), que são 

amplamente reconhecidos como patógenos de peixes, sendo as micobactérias patógenos 

de alto potencial zoonótico. A nocardiose em peixes, atualmente, é considerada uma 

doença emergente em países asiáticos, sendo N. seriolae a espécie com maior incidência 

(Labrie et al., 2008). A partir de pesquisas recentes sobre a resposta vacinal cruzada foi 

descoberto que a vacina viva atenuada contra Mycobacterium bovis Bacillus Calmette e 

Guérin (BCG), amplamente utilizada em mamíferos, proporciona proteção efetiva 

contra N. seriolae em linguado japonês Paralichthys olivaceus (Kato, et al., 2012), o 

que facilita o processo de imunoprofilaxia contra este patógeno. 

Por outro lado, bactérias coco-bacilares gram negativas pertencentes ao gênero 

Francisella também são conhecidas por causar doença granulomatosa crônica em peixes 

de água doce e salgada (Birkbeck et al., 2011). Uma única espécie tem sido reconhecida 
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como patógeno de peixes, sendo dividida em duas subespécies: Francisella noatunensis 

subsp. noatunensis e Francisella noatunensis subsp. orientalis (Ottem et al., 2009). O 

potencial zoonótico das espécies que acometem peixes não tem sido descrito na 

literatura, o que leva a acreditar que, dificilmente, esses patógenos possuem a habilidade 

de serem transmitidos aos humanos e atuar como zoonoses com impacto na saúde 

pública (Colquhoun e Duodu, 2011). 

 

2.2. Doenças bacterianas em peixes criados no Brasil  

 

As infecções bacterianas que acometem os peixes no Brasil têm sido pouco 

estudadas, especialmente pelo fato da piscicultura ser uma atividade recente, e sua 

intensificação ter ocorrido a partir dos anos 90. Os primeiros surtos de bacterioses no 

Brasil, com a identificação do agente envolvido, foram realizados por Shama et al. 

(2000) em jundiá Rhamdia quelen criados no estado do Rio Grande do Sul. Desde 

então, os estudos sobre as bactérias que acometem a piscicultura foram intensificados. 

Apesar do maior número de estudos sobre diagnósticos de agentes causadores das 

bacterioses, ainda poucas alternativas estão disponíveis para o manejo controle de 

infecções bacterianas em peixes no Brasil. 

Entre os agentes com maior impacto na tilapicultura brasileira, estão os cocos 

gram positivos causadores de meningoencefalite. As espécies Streptococcus agalactiae, 

S. dysgalactiae e S. iniae foram identificados em diferentes regiões (Figueiredo et al., 

2006; 2012a; Netto et al., 2011). Lactococcus garvieae também foi registrado em surtos 

acometendo tilápia (Evans et al., 2009). Essas bacterioses, usualmente, causam 

septicemia e meningoencefalite, com a ocorrência de panoftalmite, exoftalmia, efusão 

celomática, hepato e esplenomegalia, com variadas alterações histopatológicas 

(Salvador et al., 2005; Inocente-Filho et al., 2009; Pretto-Giordano et al., 2010).  
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A ocorrência de cocos gram positivos em peixes nativos criados no Brasil foi 

notificada somente em surubim Pseudoplatystoma corruscans (Evans et al., 2009), não 

sendo registrada em outras espécies. Recentemente, foi registrada a ocorrência de 

Weissella sp., que também pertence ao grupos dos cocos gram positivos, causando 

surtos em truticulturas brasileiras (Figueiredo et al., 2012b). 

Entre as bactérias gram negativas causadoras de surtos no Brasil, encontra-se a 

Edwardsiella tarda como agente da septicemia hemorrágica em tilápias (Muratori et al., 

2001), com ocorrência de ulceração hemorrágica sobre a cabeça dos animais (Albinati 

et al., 2006). No entanto, Aeromonas hydrophila também tem sido descrita em infecções 

sistêmicas em tilápia e pacu (Belém-Costa e Cyrino, 2006) e surubim híbrido (Silva et 

al., 2012), sendo neste ultimo ainda descrita a infecção por Plesiomonas shigelloides 

(Costa, 2003) e Pseudomonas sp. (Tavares-Dias et al., 2009), que apresentam 

manifestações clínicas similares à edwardsielose. A necrose ulcerativa de pele e 

brânquia causada pela Flavobacterium columnare tem sido registrada em peixes 

exóticos (Figueiredo et al., 2005) e nativos (Pilarski et al., 2008; Sebastião et al., 2010) 

criados em diferentes regiões no Brasil, que por sua vez impacta, principalmente, larvas 

e alevinos (Pilarski et al., 2011).  

 

2.3. Métodos de diagnósticos e identificação bacteriana 

 

Para diagnóstico das doenças bacterianas em peixes devem ser observadas as 

alterações comportamentais dos animais acometidos, sinais clínicos, taxa de 

mortalidade e associar ao isolamento bacteriano pelos métodos microbiológicos 

tradicionais, levando em consideração as peculiaridades de cada agente etiológico e 

características da doença. No entanto, algumas bactérias que infectam peixes são 

fastidiosas, o que dificulta os processos de isolamento e cultivo laboratorial (Pilarski et 
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al., 2008) e outras não são passíveis de isolamento e cultivo pelos métodos usuais 

(Ishikawa et al., 2011; Toenshoff et al., 2012). 

Para a identificação genérica e específica das bacterioses de importância clínica, 

são utilizadas as características morfológicas, cinética de multiplicação em meio de 

cultura associadas às provas bioquímicas baseadas na metabolização de substratos. No 

entanto, estes critérios são ineficientes para designação segura da grande maioria dos 

microrganismos de interesse clínico (Sebastião, F.A., comunicação pessoal). Dessa 

forma, os métodos mais acurados para identificação específica de bactérias são baseados 

em análises de sequenciamento da subunidade ribosomal 16S RNAr (Janda e Abbott, 

2007). Este fragmento codificante-estrutural do DNA genômico possui tamanho médio 

de 1500 pb, sendo conservado entre as bactérias, o que permite avaliações 

evolucionárias acuradas entre os microorganismos a partir do sequenciamento de 

segmentos internos hipervariáveis (Clarridge, 2004). 

Outra ferramenta complementar no diagnóstico das bacterioses em peixes são as 

análises histopatológicas. Por meio desta técnica, a etiologia pode ser estabelecida a 

partir de reconhecimento das alterações teciduais encontradas, associadas a técnicas de 

imuno-histoquímica que permitem a marcação de bactérias (Romano et al., 2012). Em 

contrapartida, bactérias não cultiváveis como a Anaplasmataceae-like são 

diagnosticadas presuntivamente a partir de extensões sanguíneas (Ishikawa et al., 2011), 

enquanto bactérias como Chlamydia-like causadoras da epiteliociste em peixes são 

diagnosticadas somente por meio de análises histopatológicas (Nowak e LaPatra, 2006) 

ou ainda associadas com hibridização in situ (Toenshoff et al., 2012).  
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2.4. Métodos de controle e profilaxia 

 

Atualmente os principais métodos de controle das doenças bacterianas em peixes 

no Brasil são baseados no uso de antimicrobianos ou imunoprofilaxia por meio da 

vacinação. Em busca realizada no Compêndio de Produtos Veterinários – SINDAN – 

pode-se verificar o registro de três moléculas de antimicrobianos com uso autorizado no 

Brasil, sendo elas: duas moléculas de florfenicol, oxitetraciclina e neomicina; embora 

este último seja destinado ao tratamento de doenças bacterianas em peixes ornamentais. 

O uso de vacinas na piscicultura brasileira é uma prática recente, havendo apenas um 

único produto comercial destinado para prevenção da estreptococose causada por S. 

agalactiae em tilápias (Aquavac
®
 Strep, MSD). 

Em países economicamente forte, com atividade aquícola tradicional, o uso de 

antimicrobianos é alvo de controle rigoroso e restritivo. Nestas ocasiões, a prevenção 

das infecções bacterianas ocorre principalmente pelo uso de vacinas polivalentes e da 

adoção de boas práticas de manejo associadas às medidas de biosseguridade 

(Sommerset et al., 2005; Burridge et al., 2010). No entanto, especialmente em países 

emergentes, como o Brasil, ocorre o uso indiscriminado e sem critérios de grandes 

quantidades de antibióticos (Cabello, 2006), que pode resultar na seleção de bactérias 

resistentes no ambiente próximo às criações (Chelossi et al., 2003) e nos peixes da 

piscicultura (Akinbowale et al., 2006), que por sua vez representa riscos à saúde pública 

com a circulação de plasmídeos que carreiam genes de resistência entre diferentes 

bactérias (Cabello, 2006). 

Dessa forma, a melhor opção frente ao uso indiscriminado de antimicrobianos é 

a implementação de programas de vacinação, a exemplo da indústria do salmão chileno 

(Bravo e Midtlyng, 2007). Com isso, pode-se obter uma produção estável e segura, sem 

causar potenciais riscos ao meio ambiente e à saúde pública.  
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CAPÍTULO I 

 

 

Infecção por Citrobacter freundii em cachara, Pseudoplatystoma reticulatum: 

isolamento, caracterização e patologia 

 

RESUMO 

 

Neste estudo descrevemos o primeiro registro de infecção causada por Citrobacter 

freundii em cachara, com a caracterização bioquímica, perfil de susceptibilidade aos 

antimicrobianos dos isolados e aspectos patológicos da doença. Juvenis de cachara 

moribundos, exibindo sinais clínicos não específicos foram utilizados para diagnóstico 

parasitológico e bacteriológico. Não foram diagnosticadas infestações parasitárias nos 

animais analisados, no entanto foram obtidos dois isolados provenientes do rim e 

encéfalo dos peixes, caracterizados como bastonetes gram negativos, catalase positiva e 

oxidase negativa. Os isolados foram submetidos à identificação presuntiva através do kit 

comercial API 20E. A análise de susceptibilidade a 15 antimicrobianos foi realizada 

pelo método de difusão de discos com Agar Muller Hinton. Ensaios de infecção 

experimental foram realizados para cumprir o postulado de Koch. Nossos isolados 

apresentaram perfil bioquímico correspondente a Citrobacter freundii. Foi observada 

multi resistência dos isolados a 66,7 % das moléculas de antibióticos testadas. Nos 

ensaios de infecção experimental a doença foi reproduzida com sucesso, sendo 

caracterizada como septicemia hemorrágica, com enterite acentuada, na qual C. freundii 

foi reisolado dos tecidos acometidos. 

 

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, enterite hemorrágica, multi resistência aos 

antimicrobianos.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Citrobacter freundii membros da família Enterobacteriaceae, compreendem 

bastonetes gram negativos, catalase positiva e oxidase negativa. Este agente infeccioso é 

reconhecido como patógeno oportunista de importância médica e veterinária (Toranzo 

et al., 1994; Chuang et al., 2006), responsável por causar distúrbios hemorrágicos 

sistêmicos e gastrenterite em animais (Austin et al., 1992), inclusive em humanos 

(Prager et al., 1995). No entanto, manifestações clínicas diferentes a estas foram 

descritas em paciente que relatou a ocorrência de lesão ao manipular tilápia, ocorrendo 

evolução da infecção para fasceíte necrotizante e osteomielite (Chuang et al., 2006). 

A distribuição dessa bacteriose em peixes pelo mundo é ampla, sendo registrada 

em países da Europa (Austin et al., 1992; Jeremic et al., 2003), Ásia meridional 

(Karunasagar et al., 1992), Ásia oriental (Sato et al., 1982; Baeck et al., 2009; Lü et al., 

2011) e América do norte (Nawaz et al., 2008). A infecção por C. freundii, geralmente, 

está relacionada com períodos de altas temperaturas da água, associada com baixa 

qualidade ambiental e fatores estressantes que comprometem as condições de defesa 

orgânica dos animais (Austin et al., 1992; Karunasagar et al., 1992; Baeck et al., 2009). 

A doença pode se manifestar de forma aguda, com ocorrência de mortalidade rápida e 

acentuada (Baeck et al., 2009) ou de forma crônica, com mortalidade baixa e 

progressiva (Austin et al., 1992).  

A produção de bagres nativos sul americanos é uma atividade em expansão no 

Brasil central. Entre as espécies criadas, os peixes pertencentes ao gênero 

Pseudoplatystoma estão entre os mais produzidos (Brasil, 2012). No entanto, os 

aspectos sanitários da produção desses animais são pouco conhecidos, e as infecções 

bacterianas são responsáveis por perdas apreciáveis em pisciculturas (Campos, 2004). 

Atualmente, estão disponíveis poucos registros com a caracterização dos agentes 
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bacterianos que impactam a produção de surubins. Relatos encontrados referem-se à 

ocorrência de Plesiomonas shigelloides e Staphylococcus sp. (Costa, 2003), 

Pseudomonas sp. (Tavares-Dias et al., 2009), Lactococcus garvieae e Streptococcus sp. 

(Evans et al., 2009), Anaplasmataceae-like (Ishikawa et al., 2011) e Aeromonas 

hydrophila (Silva et al., 2012). No entanto, esses relatos foram em pintado 

(Pseudoplatystoma corruscans) ou surubim híbrido (Pseudoplatystoma corruscans x 

Pseudoplatystoma reticulatum), não havendo registros em cachara (Pseudoplatystoma 

reticulatum). 

Neste estudo registramos a primeira ocorrência de infecção por Citrobacter 

freundii em cachara, incluindo a caracterização bioquímica, perfil de susceptibilidade 

aos antimicrobianos e aspectos patológicos da doença. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Peixes 

 

Juvenis de cachara (n = 200) aparentemente saudáveis, com comprimento médio 

de 20 cm foram adquiridos de piscicultura comercial localizada no município de 

Terenos, Mato Grosso do Sul. Os peixes foram transportados até o Laboratório de 

Piscicultura da Embrapa Agropecuária Oeste, localizada no município de Dourados, 

Mato Grosso do Sul, onde foram aclimatados em tanques circulares de fibra de vidro 

com capacidade de 1.000 L, abastecidos com fluxo contínuo de água proveniente de 

poço artesiano (10 L min
-1

) e arraçoados com dieta extrusada comercial (45% PB). 

 

2.2. Mortalidade e detecção do agente etiológico 

 

Durante o período de aclimatação, alguns animais apresentaram sinais clínicos 

anormais e algumas mortalidades foram registradas. Para diagnóstico da causa mortis, 
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oito animais moribundos foram utilizados. Foram realizadas raspagens de pele, 

nadadeiras e brânquias para pesquisa de ectoparasitos. Em seguida, os peixes foram 

eutanasiados por aprofundamento do plano anestésico utilizando óleo de cravo (100 mg 

L
-1

), lavados externamente com água e detergente neutro, desinfetados com solução de 

álcool-iodado e submetidos a biópsia renal e cerebral para cultivo bacteriano utilizando 

meio de cultura para organismos fastidiosos, conforme descrito por Pilarski et al. 

(2008). 

 

2.3. Identificação bacteriana 

 

Os isolados obtidos foram submetidos a coloração de Gram, teste de oxidase, 

catalase e identificação bioquímica utilizando kits comerciais API 20E (BioMérieux
®
, 

França), na qual foram seguidas as orientações do fabricante.  

 

2.4. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A análise de susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados isoladas foi 

realizada pelo método de difusão de disco em Agar Muller Hinton (NCCLS, 2004). 

Foram utilizados suportes polidiscos contendo 15 antimicrobianos (DME, Brasil), 

compreendendo aos seguintes fármacos: Ampicilina (AMP), Gentamicina (GEN), 

Cefalotina (CFL), Ciprofloxacina (CIP), Sulfazotrim (SUT), 

Amoxilina/ÁcidoClavulânico (AMC), Ceftriaxona (CRO), Tetraciclina (TET), 

Penicilina (PEN), Oxacilina (OXA), Eritromicina (ERI), Vancomicina (VAN), 

Clindamicina (CLI), Rifampicina (RIF) e Cloranfenicol (CLO). A sensibilidade e 

resistência das bactérias isoladas e zona de diâmetro interpretativo foram determinadas 

de acordo com as instruções do fabricante. 
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2.5. Infecção experimental 

 

Para cumprir o postulado de Koch, 14 cacharas, com peso médio de 1.050,0 g e 

51,8 cm, aparentemente saudáveis e sem sinais clínicos de doenças foram submetidas à 

infecção experimental com um isolado de Citrobacter freundii. Os animais foram 

distribuídos em dois tanques circulares de fibra de vidro com capacidade de 1.000 L, 

abastecidos com fluxo contínuo de água proveniente de poço artesiano (10 L min
-1

) e 

arraçoados com dieta extrusada comercial (35% PB). 

A temperatura da água e o nível de oxigênio dissolvido foram medidos 

diariamente utilizando aparelho multiparâmetro digital (YSI
®
 55, Incorporated, Yellow 

Spring, EUA). Os valores médios ± desvio padrão destes parâmetros foram: oxigênio 

dissolvido 5,1 ± 0,3 mg L
-1

 e temperatura 25,2 ± 0,3 °C, permanecendo dentro da faixa 

de conforto para a espécie. Diariamente, foi realizada a limpeza dos tanques por meio de 

sifonagem, para a retirada de eventuais resíduos orgânicos (fezes e sobras de ração). 

O isolado de C. freundii foi inoculado em caldo BHI e incubado a 25ºC durante 

24 h. Em seguida, a suspensão bacteriana foi centrifugada (3000 g durante 10 min), 

lavadas três vezes com tampão fosfato estéril (PBS) e ressuspendidas na mesma 

solução. Sete animais foram anestesiados em solução de óleo de cravo (75 mg L
-1

) e 

inoculados intraperitonealmente com 0,7 mL da solução bacteriana contendo 1,0 x10
8
 

UFC/mL
-1

, sendo que os demais animais foram anestesiados e inoculados 

intraperitonealmente com 0,7 mL de PBS (controle). Após o desafio, os animais foram 

monitorados cinco vezes ao dia quanto à presença de sinais clínicos e/ou mortalidade 

por um período de 15 dias. Em caso de óbito, os peixes eram submetidos às análises 

microbiológicas do encéfalo, cavidade celomática e rim para reisolamento bacteriano. 

Fragmentos do coração, fígado, baço, rim, encéfalo e brânquias foram coletados e 

fixados em solução formalina tamponada (10%). O material foi submetido às técnicas 
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histológicas usuais, com inclusão em parafina histológica e realizados cortes a 5µm que 

foram corados Hematoxilina e Eosina. As lâminas obtidas foram analisadas, 

fotomicrografias foram obtidas por meio do fotomicroscópio óptico Nikon E200
®

 

equipado com o sistema de captura de imagens Moticam 2300
®
. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Detecção do agente etiológico 

 

Os peixes moribundos analisados apresentaram sinais clínicos não específicos, 

tais como anorexia, escurecimento da pele e natação errática. Alguns animais exibiram 

lesões hemorrágicas cutâneas que, por vezes, evoluíram a úlceras. No exame 

parasitológico não foram diagnosticados ectoparasitos. Nas análises microbiológicas 

foram obtidos dois isolados de rim e encéfalo das cacharas, caracterizadas como 

bastonetes gram negativos, com morfologia de colônia convexa, medindo 2-4 mm de 

diâmetro e de coloração castanho-alaranjado. As análises bioquímicas dos isolados 

estão apresentadas na Tabela 1, na qual as características correspondem a 99,9% de 

identidade com Citrobacter freundii. 

 

3.2. Susceptibilidade aos antimicrobianos 

 

Os resultados das análises de susceptibilidade aos antimicrobianos estão 

apresentados na Tabela 2. Pode-se notar que os isolados de C. freundii apresentaram 

multirresistência aos antimicrobianos, sendo sensível apenas a 33,3% das moléculas 

avaliadas.  
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Tabela 1. Características bioquímicas de Citrobacter freundii isolado de cachara, 

Pseudoplatystoma reticulatum, um bagre sul americano. 

Reação Sigla Isolado 1 Isolado 2 

2-nitrophenyl-ßD-galactopyranoside ONPG + + 

L-arginine  ADH  + + 

L-lysine  LDC - - 

L-ornithine  ODC - - 

Trisodium citrate   CIT + + 

Sodium thiosulfate H2S + + 

Urea URE  - - 

L-tryptophane TDA  - - 

L-tryptophane IND  - - 

Sodium pyruvate  VP - - 

Gelatin GEL - + 

D-glucose GLU  + + 

D-mannitol MAN  + + 

Inositol INO  - - 

D-sorbitol SOR  + + 

L-rhamnose RHA  + + 

D-sucrose SAC  + + 

D-melibiose MEL  + + 

Amygdalin AMY  - + 

L-arabinose ARA  + + 

Oxidase OX - - 

Catalase CAT + + 
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Tabela 2. Análise de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Citrobacter freundii 

de cachara, Pseudoplatystoma reticulatum, um bagre sul americano. R: resistente; S: 

sensível; I: intermediário. 

Antimicrobianos (µg) C. freundii Antimicrobianos (µg) C. freundii 

Ampicilina (10) R Penicilina (10) R 

Gentamicina (10) S Oxacilina (01) R 

Cefalotina (30) R Eritromicina (15) R 

Ciprofloxacina (05) S Vancomicina (30) R 

Sulfazotrim (25) S Clindamicina (02) R 

Amo/ Ac. Clavulânico (20/10) R Rifampicina (05) R 

Ceftriaxona (30) R Cloranfenicol (30) S 

Tetraciclina (30) S - - 

 

3.4 Infecção experimental 

 

Os peixes infectados experimentalmente com isolado homólogo de C. freundii 

apresentaram os primeiros sinais clínicos 24 h após a inoculação da bactéria, 

apresentando escurecimento da pele e hiporexia. Foi registrada a mortalidade de 12,5 % 

dos peixes desafiados após 96 h do desafio, não ocorrendo mais mortalidades após este 

período. Entre as alterações patológicas externas foram observadas a presença de 

poucos pontos hemorrágicos do tipo petequial no abdômen e nadadeira caudal, com 

ocorrência de discreta corrosão de nadadeiras (Figura 1a,b) e pontos hemorrágicos 

multifocais sobre as brânquias (Figura 1f). Internamente, foram observados sinais de 

peritonite, com pontos hemorrágicos multifocais a coalescentes sobre o mesentério e 

peritônio (Figura 1c), intestino edemaciado e hemorrágico (Figura 1g), exibindo 

conteúdo com aspecto sanguinolento e com odor fétido (Figura 1h). Hemorragia difusa 
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foi observada no encéfalo (Figura 1d), bem como a ocorrência de hemopericárdio 

(Figura 1e). 

 

 

Figura 1. Alterações patológicas em cachara infectada experimentalmente com 

Citrobacter freundii após 96h da infecção. Hemorragia petequial no abdômen (a) e 

nadadeira caudal (b), discreta corrosão de nadadeira (b), peritonite com pontos 

hemorrágicos multifocais a coalescentes sobre o mesentério e peritônio (c), hemorragia 

difusa no encéfalo (d), hemopericárdio (e), hemorragia do tipo petequial sobre as 

brânquias (f), intestino edemaciado e hemorrágico (g) com conteúdo exibindo aspecto 

sanguinolento (h).  
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3.5.  Análises histopatológicas 

 

As principais alterações histopatológicas observadas foram nos rins e brânquias, 

sendo observada a ocorrência de hemorragia intersticial acentuada. Nos rins foram 

observadas ainda aumento do espaço de Bowman, degeneração e necrose tubular 

disseminada, com presença de substância acidófila no lúmen tubular, zonas necrose 

coagulativa e áreas de deposição de fibrina também foram encontradas. Nas brânquias, 

foram observadas áreas de degeneração hidrópica, com pontos focais de necrose 

coagulativa, presença de infiltrado inflamatório mononuclear, edema intersticial, 

ulceração, descamação celular e marcada presença de telangiectasias. No fígado houve 

degeneração hidrópica moderada, com necrose centro-lobular. No átrio foi observada a 

presença de focos inflamatórios, hemorragia e necrose coagulativa, enquanto no 

encéfalo, hemorragias e congestão foram as principais alterações patológicas 

observadas. 
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Figura 2. Secções histológicas do rim de cachara infectada experimentalmente com 

Citrobacter freundii após 96h da infecção. Degeneração, necrose coagulativa e 

hemorragia intersticial disseminada (a), com aumento do espaço de Bowman (a – seta 

no detalhe superior). Degeneração, necrose coagulativa e hemorragia (b), com detalhe 

dessas alterações no túbulo renal em corte transversal (c), exibindo ainda presença de 

substância acidófila no lúmen tubular em corte transversal (d). Coloração HE. 
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Figura 3. Secções histológicas do fígado, átrio e brânquias de cachara infectada 

experimentalmente com Citrobacter freundii após 96h da infecção. Fígado exibindo 

necrose centro-lobular (a). Átrio exibindo focos de inflamação mononuclear (b – 

asteriscos) e hemorragia (b – seta). Brânquia exibindo marcada presença de hemorragia 

intersticial, com telangiectasia (c - cabeça das setas), edema intersticial (c - asteriscos), 

degeneração (d – asterisco) e necrose coagulativa. Coloração HE. 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Citrobacter freundii é um patógeno oportunista com amplo espectro de 

hospedeiros susceptíveis, sendo registrada sua primeira ocorrência em bagres sul 

americanos neste estudo. Esta bacteriose é responsável por infecção sistêmica com 

pronunciada gastrenterite hemorrágica em sunfish Mola mola (Sato et al., 1982), truta 
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arco-íris Oncorhynchus mykiss (Austin et al., 1992), carpa comum Cyprinus carpio 

(Karunasagar et al., 1992), peixe doutor, Garra rufa obtusa (Baeck et al., 2009) e 

cachara, como descrito neste trabalho. Além de peixes, esta bactéria é responsável por 

causar doenças infecciosas em crustáceos (Shen et al., 2005), anfíbios (Mauel et al., 

2002), répteis (Novak e Seigel, 1986), aves (Toranzo et al., 1994) e mamíferos (Chuang 

et al., 2006), na qual suas principais manifestações clínicas estão relacionadas com 

distúrbios gastrintestinais. 

O perfil bioquímico dos isolados obtidos neste estudo foi similar aos descritos na 

literatura (Austin et al., 1992; Karunasagar et al., 1992; Jeremic et al., 2003), no entanto, 

algumas provas apresentaram variações nas reações, como na atividade de gelatinase e 

amygdaline. Isolados de truta arco-íris e ciprinídeos apresentaram variações na 

atividade de arginine dihydrolase, ornithine decarboxylase, fermentação da sucrose e 

fermentação da rhamnose (Austin et al., 1992; Karunasagar et al., 1992; Jeremic et al., 

2003). Toranzo et al. (1994) também observaram reações bioquímicas variáveis em 

isolados provenientes de diferentes fontes e hospedeiros, sendo comum a este grupo de 

bactérias. Apesar das variações encontradas, os testes bioquímicos presuntivos por meio 

do kit API 20E conferem resultados adequados para identificação bacteriana (Austin et 

al., 1992; Toranzo et al., 1994). 

A multirresistência aos antimicrobianos está entre os principais problemas para 

bactérias de importância médica, como C. freundii. Furushita et al. (2003) 

demonstraram que os genes de resistência a tetraciclina Tet
r
 identificados em bactérias 

isoladas de pisciculturas, entre elas Citrobacter sp., possuem a mesma origem de 

isolados clínicos. Toranzo et al. (1994), descreveram a ocorrência de isolados de C. 

freundii em peixes que apresentaram resistência a tetraciclina e oxitetraciclina, pois 

estes fármacos estão entre os principais antimicrobianos utilizados no tratamento de 
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infecções na aquicultura. Nawaz et al. (2008), investigaram a ocorrência de genes Tet
r
 

em isolados provenientes do intestino de bagres norte americanos de pisciculturas, 

sendo encontrada alta prevalência de bactérias resistentes. No entanto, neste estudo não 

foi observado resistência à tetraciclina, todavia, C. freundii foi resistente à maioria das 

moléculas analisadas. 

As alterações clínicas e patológicas observadas neste ensaio são similares às 

descrições encontradas em outros estudos (Austin et al., 1992; Karunasagar et al., 1992; 

Jeremic et al., 2003; Baeck et al., 2009). As principais manifestações clínicas envolvem 

um quadro de enterite hemorrágica, com ocorrência de hemorragia em outros órgãos. A 

ocorrência de hemorragia difusa no encéfalo e hemopericárdio ainda não haviam sido 

associadas à infecção por C. freundii, mas Aeromonas hydrophila causa lesões similares 

em surubim híbrido (Pseudoplatystoma corruscans x P. fasciatum) (Silva et al., 2012). 

Possivelmente toxinas bacterianas hemolíticas ocasionam lesão endotelial que 

propiciam a ocorrência desse distúrbio vascular. Atualmente sabe-se que os fatores de 

virulência dessa bactéria estão relacionados à aderência agregativa na mucosa 

gastrintestinal e citotoxidade (Bai et al., 2012). 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Este é o primeiro registro de Citrobacter freundii em cachara, Pseudoplatystoma 

reticulatum. A doença é caracterizada por septicemia hemorrágica, com enterite 

acentuada. Nossos isolados apresentaram multiresistência à maioria dos antimicrobianos 

avaliados, sendo, portanto, de relevante importância clínica e de maior risco ao circular 

entre diferentes hospedeiros. 
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CAPÍTULO II 

 

Infecção por Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis em bagres sul 

americanos: isolamento, caracterização bioquímica e antibiograma dos isolados 

 

RESUMO 

 

Neste estudo registramos a primeira ocorrência da infecção por Lactococcus 

lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis associadas a surtos de meningoencefalite 

infecciosa em bagres sul americanos, incluindo a caracterização bioquímica e perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados. Foram utilizados 132 bagres 

moribundos provenientes de surtos em diferentes fazendas-berçário. Os peixes foram 

submetidos à necropsia e biópsia de rim e encéfalo para o isolamento bacteriano. Os 

isolados obtidos foram submetidos à coloração de Gram, teste da oxidase, catalase, 

produção de hemólise e identificação presuntiva através de kit comercial API 20 Strep. 

A análise de susceptibilidade a 15 antimicrobianos foi realizada pelo método de difusão 

de disco em Agar Muller Hinton. Foram obtidos 57 isolados de rim e encéfalo, 

identificados como cocos gram positivos e que, após caracterização bioquímica, foram 

descritos como Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis. Todos os 

isolados obtidos apresentaram resistência a grande maioria dos antimicrobianos 

testados, sendo sensíveis somente a ampicilina e a penicilina (L. lactis subsp. Lactis), e 

a sulfazotrim e amoxilina/ácido clavulânico (E. faecalis). 

 

Palavras-chave: Meningoencefalite infecciosa, resistência a antimicrobianos, 

Pseudoplatystoma spp.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

Um grande número de cocos gram positivos são responsáveis por causarem 

surtos de doenças em animais aquáticos de produção em todo o mundo. Lactococcus 

garvieae, Streptococcus agalactiae, Streptococcus iniae e Streptococcus dysgalactiae 

são os principais agentes reconhecidos na etiologia de infecções sistêmicas e 

meningoencefalite infecciosa em peixes de vários países (Evans et al., 2009; Hernández 

et al., 2009; Netto et al., 2011; Baums et al., 2012; Geng et al., 2012). No entanto, novos 

agentes tem emergido e associados a surtos em diferentes locais, como a infecção por 

Streptococcus ictaluri (Shewmaker et al., 2007), Weissella sp. (Figueiredo et al., 

2012a), Aerococcus viridans (Ke et al., 2012) e Lactococcus lactis subsp. lactis (Chen 

et al., 2012). 

Entre os cocos gram positivos responsáveis por infecções em tilápia no Brasil 

destacam-se o S. agalactiae, S. iniae, S. dysgalactiae, Lactococcus garvieae e 

Enterococcus faecalis (Figueiredo et al., 2006; Evans et al., 2009; Netto et al., 2011; 

Figueiredo et al., 2012b), enquanto que em surubim foi descrita a ocorrência de L. 

garvieae e Streptococcus sp. (Evans et al., 2009) e em trutas arco-íris Weissella sp 

(Figueiredo et al., 2012a). No entanto, pouco se conhece sobre as infecções bacterianas 

que acometem os bagres nativos sul americanos, na qual os agentes descritos são em sua 

grande maioria, bactérias gram negativas (Costa, 2003; Tavares-Dias et al., 2009; 

Ishikawa et al., 2011; Silva et al., 2012). 

Bagres nativos pertencentes ao gênero Pseudoplatystoma estão entre os mais 

produzidos no Centro-Oeste do Brasil (Brasil, 2012). No entanto, o estudo sobre as 

doenças responsáveis por mortalidades na criação desses peixes é recente (Pinto et al., 

2008, 2009; Ishikawa et al., 2011, 2012; Silva et al., 2012; Pádua et al., 2012, 2013). 

Sabe-se que as doenças infecciosas são responsáveis por importantes prejuízos na 
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indústria (Campos, 2004), sendo necessária a adoção de medidas de controle e 

profilaxia baseadas nos patógenos que acometem esses peixes, associada aos 

conhecimentos sobre a biologia da espécie produzida (Ishikawa et al., 2012). 

Neste estudo registramos a primeira ocorrência de infecção por Lactococcus 

lactis subsp. lactis e Enterococcus faecalis associados a surtos de meningoencefalite 

infecciosa em bagres Sul Americanos, incluindo a caracterização bioquímica e perfil de 

susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1. Área de estudo e peixes 

 

Surtos sequenciais de mortalidade de alevinos e juvenis de bagres carnívoros 

proveniente de pisciculturas localizadas em Terenos e Dourados, Mato Grosso do Sul e 

Sorriso, Mato Grosso, foram investigados para isolamento bacteriano. Para o 

isolamento, foram selecionados animais moribundos com sinais clínicos variados nestas 

fazendas-berçário e também em juvenis de cachara moribundas criadas em condições 

laboratoriais na Embrapa Agropecuária Oeste, Dourados-MS. No total, foram 

amostrados 132 bagres silurídeos, sendo 35 cacharas (Pseudoplatystoma reticulatum) e 

97 surubim híbrido (Pseudoplatystoma corruscans x P. reticulatum). 

2.2. Detecção do agente etiológico 

 

Os peixes moribundos foram coletados nos diferentes locais, eutanasiados por 

aprofundamento do plano anestésico (óleo de cravo, 100 mg/L
-1

), embalados 

individualmente em sacos plásticos estéreis, refrigerados em gelo e transportados até o 

Laboratório de Piscicultura da Embrapa Agropecuária Oeste. No laboratório, os peixes 

foram lavados externamente com água e detergente neutro, realizada a assepsia com 

solução de álcool-iodado e submetidos à biópsia renal e cerebral para isolamento e 
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cultivo bacteriano utilizando meio de cultura para organismos fastidiosos, conforme 

descrito por Pilarski et al. (2008). As amostras foram incubadas a 25º C durante o 

período de até cinco dias, sendo posteriormente descartadas em caso de ausência de 

crescimento bacteriano até este período. 

2.3. Identificação bacteriana 

 

Os isolados, após crescimento em meio sólido, foram submetidos ao método de 

coloração de Gram, teste de oxidase, catalase, produção de hemólise em ágar sangue e 

identificação bioquímica utilizando kit comercial API 20 Strep (BioMérieux
®
, França), 

na qual foram seguidas as orientações do fabricante.  

2.4. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

A análise da susceptibilidade a antimicrobianos foi realizada pelo método de 

difusão de disco em Agar Muller Hinton (NCCLS, 2004). Foram utilizados suportes 

polidiscos contendo 15 antimicrobianos (DME, Brasil): Ampicilina (AMP), 

Gentamicina (GEN), Cefalotina (CFL), Ciprofloxacina (CIP), Sulfazotrim (SUT), 

Amoxilina/Ácido Clavulânico (AMC), Ceftriaxona (CRO), Tetraciclina (TET), 

Penicilina (PEN), Oxacilina (OXA), Eritromicina (ERI), Vancomicina (VAN), 

Clindamicina (CLI), Rifampicina (RIF) e Cloranfenicol (CLO). A sensibilidade e 

resistência das bactérias isoladas e a zona de diâmetro interpretativa foi determinada de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1. Detecção do agente etiológico 

 

Os peixes moribundos analisados apresentaram sinais clínicos variados, tais 

como natação em rodopio e escurecimento da pele. Alguns animais exibiram lesões 

hemorrágicas cutâneas, que por vezes evoluíram a ulceras. Ao proceder a necropsia para 
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as análises microbiológicas, foram observados sinais de meningoencefalite na maioria 

nos animais, com hemorragia difusa sobre o encéfalo e aspecto supurativo em alguns 

indivíduos.  

Nas análises microbiológicas foram obtidos 57 isolados de rim e encéfalo, 

constituídos por cocos gram positivos. As colônias variaram na morfologia e coloração, 

sendo circulares, convexas, mas algumas demoravam até 48 h para um crescimento 

satisfatório, com tamanho de 1-2 mm e coloração creme. Outras apresentavam 

crescimento rápido (24 h), alcançando tamanho de 3-4 mm e apresentaram coloração 

castanha. Os resultados das provas bioquímicas estão apresentados na Tabela 3, pelos 

resultados das provas bioquímicas as bactérias puderam ser classificadas como 

Lactococcus lactis subsp. lactis (52% dos isolados) e Enterococcus faecalis (28% dos 

isolados). Os demais isolados não obtiveram identificação conclusiva pelos métodos 

utilizados. 

3.2. Teste de susceptibilidade a antimicrobianos 

 

Os resultados das análises de susceptibilidade aos antimicrobianos estão 

apresentados na Tabela 4. Todos os isolados apresentaram multirresistência a maioria 

dos antimicrobianos testados. Os isolados de L. lactis subsp. lactis foram sensíveis 

somente a ampicilina e penicilina. Os isolados de E. faecalis foram sensíveis também ao 

sulfazotrim e amoxilina/ácido clavulânico. 
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Tabela 3. Características bioquímicas de Lactococcus lactis subsp. lactis e Enterococcus 

faecalis isolados de bagres carnívoros criados no Brasil central. 

Reação Sigla L. lactis sub. lactis E. faecalis 

Gram GR + + 

Hemólise HM γ β 

Oxidase OX - - 

Catalase CAT - - 

Piruvato de sódio VP + + 

Ácido hipúrico HIP - - 

Esculina citrato de ferro ESC + + 

ácido piroglutámico ß-naftilamida PYRA -/+ + 

6-bromo-2-naftil-αDgalactopiranosido α GAL - - 

ácido naftol-ASBI-glucuronato ßGUR - - 

2-naftil-ßD-galactopiranosido ßGAL - - 

2-naftil fosfato PAL - - 

L-leucina-ß-naftilam LAP -/+ + 

L-arginina ADH + + 

D-ribose RIB + + 

L-arabinose ARA +/- - 

D-manitol MAN + + 

D-sorbitol SOR -/+ + 

D-lactose LAC + + 

D-trealose TRE + + 

Inulina INU +/- - 

D-rafinose RAF - - 

Amido AMD + + 

Glicogênio GLYG - - 
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Tabela 4. Análise de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de Lactococcus lactis 

subsp. lactis e Enterococcus faecalis isolados de bagres carnívoros criados no Brasil 

central. R: resistente; S: sensível; I: intermediário. 

Antimicrobianos (µg) Lactococcus lactis subsp. lactis Enterococcus faecalis 

Ampicilina (10) S S 

Gentamicina (10) S/R R 

Cefalotina (30) I/S S/I 

Ciprofloxacina (05) I/R S/I 

Sulfazotrim (25) I/S S 

Amo/ Ác. Clavulânico (20/10) S/R S 

Ceftriaxona (30) I/R R 

Tetraciclina (30) R R 

Penicilina (10) S S 

Oxacilina (01) R R 

Eritromicina (15) S/I/R R 

Vancomicina (30) S/I I 

Clindamicina (02) S/R R 

Rifampicina (05) R I/R 

Cloranfenicol (30) S/I/R R 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

Vários cocos gram positivos são amplamente reconhecidos como patógenos de 

peixes, no entanto, a infecção por Lactococcus lactis e Enterococcus faecalis não são 

usuais. Essas bactérias habitam naturalmente a microbiota intestinal dos peixes 

(Petersen e Dalsgaard, 2003; Itoi et al., 2008) e são facilmente encontradas em vários 
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ambientes terrestre e aquático (Hammerum, 2012). No entanto, recentemente vários 

agentes bacterianos tem emergido e associados a importantes perdas na aquicultura 

mundial (Shewmaker et al., 2007; Chen et al., 2012; Figueiredo et al., 2012; Ke et al., 

2012). O primeiro registro de Lactococcus lactis subsp. lactis causando infecção em 

animais foi registrado num surto em aves (Goyache et al., 2001), sendo, posteriormente, 

ocorrências descritas também em bovinos (Wichtel et al. 2003), camarão (Wang et al., 

2008) e, recentemente, peixes (Chen et al., 2012). Em humanos L. lactis é responsável 

por endocardite (Clark e Burnie, 1991; Zechini et al., 2006), artrite séptica (Campbell et 

al., 1993), abscesso cerebelar (Akhaddar et al., 2002), abscesso hepático (Denholm et 

al., 2006) e bacteremia neonatal (Glikman et al., 2010). Portanto, atualmente trata-se de 

um patógeno emergente de importância médica e veterinária. 

A bactéria Enterococcus faecalis é amplamente reconhecida como patógeno 

oportunista de importância nosocomial (Hammerum, 2012). Este agente é responsável 

pela mastite bovina (Elhadidy e Elsayyad, 2012), septicemia, endocardite, peritonite e 

salpingite em aves (Olsen et al., 2012), além de infecções urinárias em pets (Pomba et 

al., 2010). Em humanos é responsável por endocardite, infecções do trato urinário, 

infecções dentária, bacteremia, abscesso cerebral, além de infecção de feridas 

(Hammerum, 2012; Mylona et al., 2012; Wang et al., 2012). Até o momento esta 

bactéria não é reconhecida como patógeno de peixes, no entanto, Evans et al. (2009) 

descreveu o isolamento de E. faecalis e Lactococcus garvieae em tilápia doente 

proveniente do Brasil, mas o potencial patogênico deste agente não foi confirmado. Os 

resultados deste estudo demonstraram que a E. faecalis pode atuar como um patógeno 

de importância para aquicultura, estando associado a casos de meningoencefalite em 

peixes criados na América do Sul. No entanto, são necessários ensaios de infecção 
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experimental para elucidar o potencial patogênico desta bactéria para organismos 

aquáticos cultivados. 

Nossos isolados apresentaram multirresistência a maioria dos antimicrobianos 

testados, sendo poucas moléculas efetivas contra a proliferação bacteriana. O perfil de 

susceptibilidade foi diferente entre as espécies identificadas, bem como entre os 

diferentes isolados pertencentes à mesma espécie. A resistência aos antimicrobianos é a 

principal implicação desses agentes. Vários estudos demonstraram que bactérias 

proveniente de diferentes hospedeiros/origem podem carrear genes de resistência e de 

virulência de mesma origem clínico-hospitalar (Aarestrup et al., 2000; Hammerum, 

2012; Liu et al., 2012), apresentando grande similaridade em análises de 

sequenciamento, o que suporta o potencial zoonótico desse agente infeccioso (Olsen et 

al., 2012). A tetraciclina está entre os principais antibióticos utilizados no controle de 

infecções bacterianas em peixes, por esse motivo é comum obter estirpes resistentes a 

esta molécula provenientes de piscicultura (Toranzo et al., 1994; Nawaz et al., 2008). 

No entanto, os isolados apresentaram resistência a antibióticos que não são utilizados na 

terapêutica de peixes, como a oxacilina, ceftriaxona e rifampicina. Essa evidência 

possivelmente deve estar relacionada com a obtenção de genes e plasmídeos que 

codificam a multirresistência presentes em bactérias que circulam entre diferentes 

hospedeiros e ambientes, como demonstrado por Liu et al. (2012). 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Este estudo apresenta o primeiro registro de ocorrência de Lactococcus lactis 

subsp. lactis e Enterococcus faecalis isolados de bagres carnívoros Sul Americanos, 

envolvidos em surtos de meningoencefalite bacteriana em diferentes fazendas-berçário. 

Todos nossos isolados apresentaram multi resistência aos antimicrobianos, sendo 
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sensíveis a poucas moléculas. Novos estudos são necessários para avaliar o potencial 

patogênico desses agentes etiológicos aos peixes em criação. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Este estudo foi mais uma etapa de trabalhos pioneiros iniciados por 

pesquisadores e alunos estagiários do Laboratório de Piscicultura da Embrapa 

Agropecuária Oeste. Entre as primeiras abordagens diagnósticas utilizadas foram 

pesquisas sobre a fauna parasitária de bagres nativos criados no Brasil central, que por 

sua vez resultaram publicações como as de Ishikawa et al. (2011, 2012) e Pádua et al. 

(2012, 2013). Com essa nova etapa de estudos envolvendo a microbiologia clínica, 

caracterizamos novos patógenos que foram responsáveis por causarem importantes 

perdas em fazendas-berçários. 

As informações epidemiológicas e caracterização de patógenos são os alicerces 

para estruturarem as medidas profiláticas para efetivar um programa sanitário de 

controle e erradicação de patógenos nas pisciculturas. Portanto, essas informações 

devem ser agrupadas em benefício de melhorias na sanidade de surubins em criação. 

Novos avanços são necessários, especialmente no desenvolvimento de vacinas contra 

essas bacterioses. 

Em adição, o processo de desenvolvimento e validação de vacinas demanda 

algum tempo. Portanto, os piscicultores precisam implantar medidas de profiláticas que 

impeçam a circulação desses patógenos dentro da fazenda-berçário, visto que todos 

nossos isolados são coliformes fecais facilmente encontrados na microbiota de animais 

homeotermos. Dessa forma, o processo de adubação dos viveiros para obtenção de 

plâncton para alimentação das larvas deve ser realizado com adubo químico, que é livre 

dessas bactérias, ou até mesmo adubo orgânico devidamente processado em sistemas de 

compostagem. Dessa forma, pode-se alcançar a inocuidade do produto para sua 

utilização sem representar sérios riscos sanitários aos peixes em criação.  
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