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RESUMO 
 
 
A intensificação na criação de tilápia tem aumentado gradativamente o número de 

enfermidades bacterianas nos peixes, com destaque para o Streptococcus sp. e 

Aeromonas sp., que provocam um número elevado de morbidade e mortalidade 

nos peixes. Quando surtos de bacterioses ocorrem, um grande número de 

antimicrobianos é utilizado, muitas vezes de forma indiscriminada e sem critérios, 

causando danos à saúde dos peixes, meio ambiente e consumidor. O 

aparecimento de cepas bacterianas resistentes a uma ou mais drogas, incluindo à 

oxitetraciclina, já se tornou a maior ameaça à saúde pública da atualidade, e a 

Organização Mundial de Saúde, já há algum tempo, tenta regulamentar o uso não 

terapêutico destas substâncias. Assim, este estudo teve como objetivo elucidar o 

perfil de resistência da Aeromonas sp. e do Streptococcus sp. aos dois 

antimicrobianos legalizados para uso na piscicultura brasileira (florfenicol e 

oxitetraciclina) e detectar os genes envolvidos na resistência à tetraciclina. Para 

tanto, foram utilizadas 108 bactérias, isoladas de tilápia-do-Nilo com sinais 

clínicos característicos de aeromonose ou estreptococose, as quais foram 

submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e 

florfenicol, através da concentração mínima inibitória (MIC) pelo método da 

microdiluição e identificadas como cepas sensíveis ou resistentes. Também foi 

verificado a presença dos genes de resistência (tetA, tetE, tetL e tetM) à 

oxitetraciclina através da PCR. No resultado da MIC para os antimicrobianos 

analisados, pode-se observar uma variação da oxitetraciclina para as cepas de 

Aeromonas entre 0,06 – 32 µg/mL e de 0,125 a 1 µg/mL para o florfenicol. Para o 

Streptococcus, a variação ocorreu de 0,2 a 1µg/mL para oxitetraciclina e de 1 a 

0,125 µg/mL para o florfenicol. Nas amostras não-selvagens de Aeromonas, foi 

detectado o gene tetA nas três espécies de identificadas neste estudo. Para as 

amostras não-selvagens de Streptococcus o gene tetL foi detectado em 6 das 9 

cepas estudadas. Este trabalho evidencia a problemática do uso indiscriminado 

de antimicrobianos na aquicultura, que pode trazer sérias consequências para o 

meio ambiente e ao homem.  

 

Palavras-chave: Antimicrobiano, resistência, bactéria, peixe 
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ABSTRACT 
 
 
The tilapia production has gradually increased the number of fish bacterial 

diseases, especially for Streptococcus sp. and Aeromonas sp. which cause a high 

number of morbidity and mortality in fish. When bacterial diseases outbreaks 

occur, a large number of antimicrobials are used, often indiscriminate causing 

damage to fish health, environment and consumer. The appearance of resistant 

bacterial strains to one or more drugs, including oxytetracycline, has become the 

greatest threat to public health today, and the World Health Organization, since 

some time ago, tried to regulate the non-therapeutic use of these substances. This 

study aimed to elucidate the resistance profile of Aeromonas sp. and 

Streptococcus sp. to two antimicrobials florfenicol and oxytetracycline, legalized 

for the Brazilian fish production and to detect genes involved in resistance to 

tetracycline. Therefore, we used 108 bacteria isolated from Nile tilapia with clinical 

characteristic signs of Aeromonas or Streptococcus infection, which were 

submitted to the susceptibility test to oxytetracycline and florfenicol antimicrobial 

by minimum inhibitory concentration (MIC) using the microdilution method and 

identified as wild or non-wild strains. It was also found the presence of resistance 

genes (tetA, tetE, tetL and tet M) oxytetracycline by PCR analysis. As a result of 

MIC for the antimicrobial agents tested, one variation of oxytetracycline for 

Aeromonas between 0,06 to 32 µg/ml and 0,125 to 1 µg/mL to florfenicol. For 

Streptococcus, the variation was from 0,2 to 1  µg/ml for oxytetracycline and 0,125 

to 1 µg/ml for florfenicol. In non-wild strains of Aeromonas, tetA gene was detected 

in all three species identified in this study. For Streptococcus non-wild strains, the 

tetL gene was detected in 6 of the 9 strains studied. This study highlights the 

problem of the indiscriminate use of antimicrobials in aquaculture, which can have 

serious consequences for the environment and man. 

 

Keywords: Antimicrobial, resistance, bacteria, fish 
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1. INTRODUÇÃO 
 

 

. A tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) está entre as espécies de peixes 

mais cultivadas mundialmente (FAO, 2013), sendo a mais produzida no território 

nacional (MAPA 2012), de forma intensiva, em tanques-rede situados, 

principalmente, nos grandes reservatórios hidroelétricos (Scorvo Filho et al., 2010; 

Garcia et al., 2014a). Em 2011, sua produção nacional ficou em 253 mil 

toneladas, representando 46,6% do total de pescado produzido, o que elevou a 

produção de peixe de água doce para 63,6% entre 2010 e 2011 (MAPA, 2012). 

Entretanto, a intensificação da produção, caracterizada por elevada 

densidade de estocagem, manejos altamente estressantes e qualidade da água, 

muitas vezes, inapropriada, provoca estresse exacerbado nos peixes, 

predispondo-os às doenças (Pavanelli et al., 2008; Oba et al., 2009). Entre as 

principais causadoras de morbidade e mortalidade na tilapicultura estão as 

doenças de origem bacteriana, principalmente as provocadas pelos gêneros 

Streptococcus, bactéria Gram-positiva que provoca quadros de septicemia, 

meningoencefalite e abcessos multifocais na musculatura, e Aeromonas móveis, 

responsável por quadros de septicemia hemorrágica (Figueiredo et al., 2006; 

Pavanelli et al., 2008; Li & Cai, 2011; Li et al., 2013a; Li et al., 2013b). 

Utilizados no tratamento e prevenção de infecções bacterianas, os 

antimicrobianos são empregados nas pisciculturas, através da sua mistura com a 

ração a ser ofertada (Mota et al., 2005; Cabello et al., 2013). Contudo, o 

monitoramento de resíduos de antimicrobianos no meio ambiente vem 

evidenciando a presença frequente de tais substâncias em águas naturais e 

sedimentos (Chelossi et al., 2003; Cabello et al., 2013; Moore et al., 2014; 

Monteiro et al., 2016). Assim, o uso desenfreado de antibióticos implica não 

somente à contaminação do ambiente aquático e terrestre, mas também em 

impactos adversos em organismos não-alvo e, principalmente, na seleção de 

microorganismos resistentes (Billa & Dezotti, 2003; Pilarski & Sakabe, 2009; 

Cabello et al., 2013).  

A resistência bacteriana derivada pelo uso de antimicrobianos na aquicultura 

tornou uma preocupação mundial, por representar um risco potencial à saúde 

pública, seja pelo desenvolvimento da resistência bacteriana em ambiente 
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aquático que pode infectar seres humanos, seja pela transferência de genes de 

resistência até a sua incorporação à patógenos humanos (LaPatra & MacMillan, 

2008), o que resultaria em uma vulnerabilidade em relação às infecções 

bacterianas, uma vez que determinados antimicrobianos não teriam mais efeito 

(Caumo et al., 2010; Cantas et al.,2013).  

A aquisição de resistência por uma bactéria sensível sempre decorre de uma 

alteração genética, a qual se expressa bioquimicamente. Essa alteração pode ser 

decorrente de mutações cromossômicas ou pela aquisição de plasmídios de 

resistência (Billa & Dezotti, 2003; Mota et al., 2005; Trabulsi & Alterthum, 2008), 

sendo a última forma a mais preocupante, uma vez que um plasmídio pode conter 

genes de resistência para vários antimicrobianos distintos, como também uma 

bactéria pode conter um ou mais plasmídios de resistência distintos (Trabulsi & 

Alterthum, 2008). Além disso, a transferência gênica entre bactérias permite a 

passagem de material genético entre espécies e até gêneros diferentes. 

Assim sendo, o conhecimento do perfil de resistência bacteriana proveniente 

de cepas patogênicas de peixes evidenciaria não só o status sanitário da criação, 

mas também contribuiria para futuros questionamentos sobre as consequências 

do uso de antimicrobianos nas pisciculturas brasileiras. 

A norma de referência deste trabalho segue o padrão proposto pela Brazilian 

Journal of Microbiology. 

 

 
2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. A produção aquícola 

 

Considerada como uma das soluções para suprir a demanda mundial de 

alimentos, a aquicultura é responsável por 40,1% de toda produção mundial de 

pescado, com 62,7 milhões de toneladas em 2011 (FAO, 2013). 

Em 2010, a produção nacional foi de 479.399 toneladas, representando 

18,6% da produção total das Américas (FAO, 2012). Ao comparar a produção de 

pescado em 2009 (415.686 toneladas) com a de 2011 (629.309 toneladas) (FAO, 
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2013), verifica-se um aumento de 51,39% na produção durante esse triênio; o que 

corrobora o destaque que o país vem apresentando no cenário mundial. 

A tilápia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) está entre as espécies mais 

cultivadas mundialmente (Kubitza, 2000; Watanabe et al., 2002; Josupeit, 2005; 

FAO,2013), devido a suas características tais como: rápido crescimento; 

tolerância a alta densidade; capacidade de alimentar-se dos itens básicos da 

cadeia trófica, aceitando grande variedade de alimentos; ausência de 

mioespinhas; rusticidade; pacote tecnológico consolidado e carne saborosa. No 

Brasil, sua criação é realizada em tanques-redes, de maneira intensiva, nos 

grandes reservatórios hidroelétricos (Scorvo Filho et al., 2010; Garcia et al., 

2014a), assumindo o primeiro lugar das espécies mais produzidas pela 

aquicultura continental (MAPA, 2012). 

 

 

2.2. Doenças em tilápias 

 

Durante a criação de peixes, fatores estressantes como alterações da 

qualidade da água, manejo inadequado, altas densidades (Pavanelli et al., 2008), 

uso de ração deficiente em micro ou macronutriente e interação biológica (Oba et 

al., 2009) são comuns e, embora os peixes tenham a capacidade natural de 

responder fisiologicamente adaptando-se às alterações provocadas por essas 

condições estressantes, em casos de estresse crônico, o animal perde a 

capacidade de adaptabilidade, tornando-se mais susceptível às doenças e, em 

casos mais extremos, a morte é inevitável (Merighe et al.,2004). 

As bactérias constituem o grupo de agentes etiológicos economicamente 

mais significantes para a aquicultura, pois todas as espécies de peixes são 

susceptíveis às infecções, além da fácil propagação, uma vez que estes 

microorganismos ocorrem naturalmente no ambiente aquático (Costa, 2004).  

Entre os principais patógenos que acometem a criação de tilápia-do-Nilo, 

bactérias do gênero Aeromonas e Streptococcus são consideradas as mais 

importantes. 

Pertencente à família Aeromonadaceae, o gênero Aeromonas compreende 

bastonetes Gram-negativos, possuem flagelos polares quando móveis, são 

anaeróbicos facultativos, catalase e oxidase positivos, reduzem de nitrato a nitrito 
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e fermentam glicose (Quinn et al., 2005; Kamble et al; 2012). São encontrados em 

vários tipos de ambientes aquáticos: marinho; doce; água potável, mesmo 

clorada; poluída (Monfort & Baleux, 1991; Krovacek et al., 1994, Seshadri et al., 

2006; Trabulsi & Alterthum, 2008) e no solo (Brandi et al., 2008; Samie, et al., 

2012).  Janda e Abbott (2010) relataram a presença de bactérias deste gênero em 

animais domésticos, aves, invertebrados, insetos; no conteúdo gastrointestinal de 

ovelhas, gado e cavalo saudáveis; em alimentos como frutos do mar, leite cru, 

frango e carnes de cordeiro, vitela, porco, carne moída e peixes. 

Tais bactérias podem ser organizadas em dois grupos: o primeiro grupo é 

caracterizado pelas psicrófilas e não móveis, representado pela Aeromonas 

salmonicida, agente causador da furunculose em peixes; o segundo inclui as 

demais espécies de Aeromonas, caracterizadas por serem mesófilas, móveis, 

causadoras de doenças tanto em humanos como em animais (Austin & Austin, 

2007; Seshadri et al., 2006; Janda & Abbott, 2010; Furmanek-Blaszk, 2013). 

Embora outras Aeromonas móveis também causem doenças em peixes, 

como a Aeromonas caviae (Kozińska, 2007; Martins et al., 2008), Aeromonas 

veronii (Kozińska, 2007; Nawaz et al., 2006;), Aeromonas sobria (Kozińska, 2007, 

Beaz-Hidalgo et al., 2010), Aeromonas jandaei (Kozińska, 2007) entre outras, a 

Aeromonas hydrophila  é a mais referenciada (Joseph & Carnahan, 1994; Nielsen 

et al., 2001; Deng et al., 2014). É um patógeno oportunista, responsável pela 

septicemia hemorrágica, caracterizado por pequenas lesões hemorrágicas na 

superfície corpórea que progridem para úlceras hemorrágicas; outros sinais 

clínicos associados incluem exoftalmia, ascite, necrose das nadadeiras e cauda, 

perda de escamas e hemorragia em brânquias, (Cipriano, 2001; Pavanelli et al., 

2008).  

A. caviae, A. hydrophila e A. veronii bv sobria, estão recebendo maior 

atenção por estarem associadas a uma variedade de doenças humanas tais 

como: infecções cutâneas, gastroenterite a septicemia (WHO, 1993; Figueras et 

al., 2005; Skwor et al., 2014). 

O gênero Streptococcus engloba cocos Gram-positivos, que formam cadeias 

de diferentes comprimentos, anaeróbios facultativos, catalase negativo, imóveis e 

fastidiosos (Quinn et al., 2005). São classificados pela sua atividade hemolítica 

(Facklam, 2002) e nas reações sorológicas com anticorpos de Lancefield 

(Lancefield, 1933).  
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Streptococcus agalactiae, também conhecido como grupo B Streptococcus 

(GBS) ou grupo B de Lancefield, é responsável por altas mortalidades em peixes, 

provocando quadros de septicemia e meningoencefalite, ocorrendo na forma de 

abscessos multifocais na musculatura do animal (Figueiredo & Leal, 2008, Li et 

al., 2013b). Outros sinais clínicos incluem: natação errática, escurecimento do 

corpo, exoftalmia, opacidade da córnea, hemorragias no opérculo e base das 

nadadeiras, ulcerações hemorrágicas mais superficiais que as provocadas por 

Aeromonas (Pavanelli et al., 2008, Li et al., 2013b).  

Em O. niloticus, tal bactéria foi isolada de encéfalo, fígado, rim, raspado de 

pele, líquido ascítico e olho, cultivados em sistema de tanque-rede em viveiros de 

terra no norte do Paraná (Salvador et al., 2005) e em surtos de meningoencefalite 

em pisciculturas no estado de Minas Gerais e Espírito Santo (Figueiredo et al., 

2006). 

Peixes de cultivo, selvagens e marinhos (Yi et al., 2014), vacas, cães, gatos, 

mamíferos marinhos, crocodilos, rãs e seres humanos também podem ser 

acometidos por esta bactéria (Delannoy et al., 2013).  

Embora estudos genéticos concluam que as cepas de S. agalactiae de 

origem humana e bovina são populações geneticamente distintas com 

transmissão interespécie limitada, a habilidade deste patógeno de cruzar tal 

barreira e permitir que cepas derivadas de humanos infectem animais ou vice-

versa é pouco compreendida. Entretanto, algumas cepas derivadas de bovinos e 

de humanos podem infectar e causar doença em tilápias-do-Nilo (Pereira et al., 

2009; Evans et al., 2009). 

O Streptococcus iniae é um patógeno de peixes de ampla distribuição 

mundial, responsável pelo prejuízo estimado em mais de 100 milhões de dólares 

por ano em todo mundo (Shoemker et a.,l 2001). 

Além das características referentes ao gênero bacteriano, pode-se 

acrescentar a presença de beta-hemólise e a ausência das reações sorológicas 

de Lancefield (Pier et al, 1976, Weinstein et al., 1997).  

Em estudo sobre a prevalência da bactéria em Oreochromis spp, híbridos de 

robalo (Morone chrysops x M. saxatilis) e o bagre-americano (Ictalurus punctatus), 

a bactéria apresentou maiores prevalências na fase de crescimento tanto para 

tilápia (7,96%) como para o hibrido (9,56%) de robalo (Shoemker et al., 2001). 
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Em peixes, S. iniae é responsável por quadros de meningoencefalite e 

septicemia, com altas taxas de morbidade e mortalidade. Os sinais clínicos são os 

mesmos para infecção por S. agalactiae: natação errática, exoftalmia, opacidade 

da córnea, escurecimento da pele, rigidez vertebral e pontos hemorrágicos nas 

inserções das nadadeiras (Bromage & Owens, 2002; Pretto-Giordano et al.,2015). 

A utilização de testes bioquímicos comerciais para a identificação de S. iniae 

não é eficaz, sendo necessária a identificação por técnicas moleculares. Erros ou 

impossibilidades de identificação são relatados para esta espécie bacteriana 

devido a sua inexistência nas bases de dados empregadas para interpretar os 

resultados de tais kits (Lau et al 2006, Facklam et al 2005). 

Em humanos, o S. iniae está principalmente relacionado com a celulite 

bacteriana dos membros superiores, após manipulação de peixes, cometendo 

idosos e pessoas imunocomprometidas (Weinstein et al., 1997; Shoemaker, et al., 

2001; Lau et al, 2006). 

 

 

2.3. Antimicrobianos na produção aquícola   

 

Quando epizootias ocorrem, a utilização de antimicrobianos e 

quimioterápicos é a maneira mais efetiva de controlar as enfermidades e reduzir a 

oportunidade de transmissão de patógenos para todo o plantel.  

Todavia, a utilização dessas substâncias na piscicultura pode contaminar o 

corpo hídrico, contribuir para o aparecimento de microorganismos resistentes e 

provocar impactos adversos em espécies não-alvo, colocando em risco toda a 

cadeia trófica e também a saúde do ser humano (Midlen & Redding, 1998; 

Treves-Brown, 2000; Cabello et al., 2013). Assim, a utilização de antimicrobianos 

tem sido criticada, porque a via de administração é oral, com a incorporação do 

antimicrobiano na ração, contaminando a água e sedimentos com a sobra da 

ração não consumida, uma vez que peixes enfermos apresentam redução no 

apetite (Jacobsen & Berglind, 1988; Björklund et al., 1990), além do efeito 

acumulativo da molécula no ambiente por fezes e excretas (Cabello et al., 2013). 

Segundo informações da Secretaria de Defesa Animal do MAPA (Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento), no Brasil existem apenas três produtos 
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licenciados para uso na aquicultura brasileira, dois antibióticos (florfenicol e 

oxitetraciclina) e um parasiticida (triclorfon). 

A oxitetraciclina é um antimicrobiano pertence ao grupo das tetraciclinas, 

caracterizado por apresentar na sua estrutura química quatro anéis aromáticos 

com vários grupos funcionais em cada anel, incluindo o fenol, álcool, cetona e 

amino (Gao et al., 2012). Seu modo de ação está na inibição da síntese protéica, 

por se ligar à subunidade ribossomal 30S e bloquear a entrada do aminoacil tRNA 

no sítio aceptor do ribossomo (Borghi & Palma, 2014; Yáñez et al., 2014). É um 

antimicrobiano considerado de amplo espectro, que engloba uma ampla 

variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de organismos 

atípicos como clamídia, micoplasma, rickettsias (Roberts, 2003; Hussain et al., 

2015) e protozoários (Chopra & Roberts, 2001).  

Por ser eficaz no tratamento de bacterioses, com baixa toxicidade e baixo 

custo, é um dos antimicrobianos mais utilizados tanto na clínica médica de 

humanos e animais (Pereira-Maia et al.,2010).  

Na aquicultura, a oxitetraciclina é principalmente utilizada no tratamento de 

infecções por bactérias Gram-negativas (Rigos et al., 2006), como septicemia 

hemorrágica por A. liquefaciens e doenças por Pseudomonas em bagres; úlceras, 

furunculoses, septicemia hemorrágica, causadas por A. salmonicida e A. 

liquefaciens e doenças por Pseudomonas em salmonídeos. 

O florfenicol é um fluorato derivado do tianfenicol e tem amplo espectro de 

ação que é similar ao do cloranfenicol e a atividade antimicrobiana maior que a do 

tianfenicol (Graham et al., 1988). Devido à alta toxicidade e dada a sua 

importância no tratamento da febre tifóide, o cloranfenicol foi estritamente proibido 

para uso em animais em muitos países na década de 90, fato que contribuiu com 

a difusão do uso do florfenicol na criação de animais (Michel et al., 2003).  

Seu mecanismo de ação está na inibição da síntese protéica da bactéria. A 

droga fixa-se na fração 50S do ribossomo, inibindo a ação da enzima peptidil-

transferase (Yáñez et al., 2014; Lysnyansky & Ayling, 2016). 

No Brasil, seu uso está permitido no tratamento de infecções em tilápia e 

truta, provocados por Aeromonas móveis, Streptococcus agalactiae e Yersinia 

ruckerii. 
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2.4. Resistência bacteriana à antimicrobianos 

 

Os mecanismos de resistência bacteriana podem ocorrer por mutação ou 

por aquisição de elementos genéticos.  

A mutação espontânea ocorre de forma rara, com frequencia de uma célula 

bacteriana em um bilhão, mas em condições de alta pressão de seleção 

antimicobiana, podem selecionar bactérias que apresentem maiores taxas de 

mutação (Rodríguez-Rojas et al., 2013). Entre as consequências provocadas por 

este mecanismo estão as várias alterações: da permeabilidade via porinas, do 

sítio de ação do antimicrobiano, da bomba de efluxo e de mecanismos 

enzimáticos de degradação (Livermore, 2003). Esse tipo de resistência é 

transferido verticalmente, sendo adquirida pelas progênies somente pela 

aquisição dos genes de resistência durante a divisão celular bacteriana, quando o 

material genético da célula mãe duplica-se dando origem às células filhas. 

A resistência mediada por aquisição de elementos genéticos ocorre por meio 

de plasmídios, transposons e integrons. 

Plasmídios são moléculas extracromossomais circulares de DNA, com 

replicação própria ou em conjunto com a célula hospedeira. São dispensáveis 

para a bactéria, mas podem conferir vantagens seletivas, como por exemplo a 

resistência a um antimicrobiano (Carattoli, 2013).  Transposons são elementos 

genéticos móveis capazes de mudar de posição dentro do genoma, independente 

da homologia entre a região onde se encontram inseridos e o local ao qual se 

destinam (Trabulsi & Alterthum, 2008). Integrons caracterizam-se como um 

sistema de expressão que incorporam open reading frames (ORFs) por 

recombinação sítio-específica e as convertem em genes funcionais devido a 

presença de uma sequência promotora nestes elementos (Mazel, 2006). 

Esse tipo de resistência é transferido via horizontal, ocorrendo por meio dos 

processos de transformação, conjugação ou transdução, pelos quais as bactérias 

podem adquirir e incorporar aos seus materiais genéticos genes de resistência 

carreados por elementos móveis de transferência como os plamídeos, 

transposons e/ou fagos (Davison, 1999). De modo geral, os genes de resistência 

podem ser transferidos entre bactérias da mesma espécie, de espécies diferentes 

ou de gêneros diferentes (Meays et al., 2004; Eede et al., 2004). Nesse contexto 
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torna-se preocupante a transferência de genes entre bactérias comensais e 

patogênicas (Davison et al., 2000). Ainda as bactérias podem permutar 

simultaneamente genes de resistência a diversos antibióticos, estabelecendo o 

fenômeno da multirresistência (Radu et al., 2003, Livermore, 2003). 

 

 

2.4.1 Genes de resistência à oxitetraciclina 

 

Os mecanismos de resistência à tetraciclina são efluxo das moléculas de 

tetraciclina, proteção ribossômica e inativação da droga. 

O efluxo de tetraciclina é o principal mecanismo de resistência e é codificado 

pelos genes tet ou otr, encontrados em bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas. Consiste no bombeamento das moléculas de tetraciclina para o 

exterior da célula bacteriana, por meio de proteínas associadas à membrana 

(proteínas Tet), com gasto de energia, impedindo que o antibiótico se ligue ao 

ribossomo. Na proteção ribossômica, as proteínas codificadas pelos genes de 

resistência se ligam à subunidade 30S do ribossomo, alterando a estrutura do 

sítio de ligação da tetraciclina e, consequentemente, impedindo sua ligação. Esse 

mecanismo não afeta a síntese protéica. A inativação da droga é um mecanismo 

ainda pouco esclarecido, no qual uma proteína citoplasmática é responsável pela 

modificação da tetraciclina na presença de oxigênio e NADPH e foi encontrada 

apenas em bactérias aeróbicas. Esta proteína possui uma seqüência de 

aminoácidos homóloga a outras oxiredutases que requerem NADPH (Speer et al., 

1992; Chopra & Roberts, 2001; Michalova et al., 2004; Roberts, 2005). 

Recentemente, Forsberg et al. (2015), por meio da família das flavoenzimas, 

conseguiram a degradação da tetraciclina por via enzimática. 

Diversas classes de determinantes de resistência à tetraciclina são 

transferidas por plasmídeos R, transposons, transposons conjugativos e integrons 

de classe 1. Podem ser transferidos de forma horizontal, entre bactérias com 

origem filogenética distante (Rhodes et al., 2000; Chopra & Roberts, 2001; 

Schmidt et al., 2001; Sørum & L’Abée-Lund, 2002; Butaye et al., 2003; Michalova 

et al., 2004; Roberts, 2005).  
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2.4.2 Verificação da resistência bacteriana 

 

A organização internacional Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) é a responsável pela padronização das metodologias de determinação da 

susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos, como também fornece os 

parâmetros de avaliação de resistência pelos métodos de disco difusão 

(antibiograma) e da concentração mínima inibitória (MIC). Entretanto, para 

bactérias provenientes de animais aquáticos, os parâmetros ainda não estão bem 

definidos, sendo Aeromonas salmonicida a única a possuir um valor de corte 

epidemiológico para MIC (Smith & Kronvall, 2014). 

A determinação de um ponto de corte epidemiológico está baseada somente 

na distribuição da frequência obtida no teste de susceptibilidade in vitro, sem 

considerar valores farmacocinéticos e farmacodinâmicos do antimicrobiano no 

organismo (Miller & Reimschuessel, 2006). Sua função está em evidenciar e 

monitorar o fenômeno da resistência antimicrobiana em uma população 

bacteriana (Kahlmeter et al., 2003; Miller & Reimschuessel, 2006; Turnidge & 

Paterson, 2007). É o primeiro requisito a ser exigido, entre quatro, para a 

determinação dos parâmetros clínicos que classificam uma bactéria, a um dado 

antimicrobiano, em: sensível, intermediário ou resistente (Turnidge & Paterson, 

2007). 

Na ausência dos parâmetros clínicos, o valor de corte epidemiológico pode 

ser utilizado como uma referência, por distinguir bactérias não-selvagens (non- 

wild type − NWT), isto é, as que apresentam algum mecanismo de resistência, 

das selvagens (wild-type – WT) em uma dada população. No presente trabalho, 

as não-selvagens serão referenciadas como resistentes e as selvagens como 

sensíveis. 
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3. OJBETIVOS 
 

 

3.1. Objetivo geral 

Verificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana em dois principais 

gêneros bacterianos que acometem a criação de tilápia-do-Nilo (Oreochromis 

niloticus) e detectar a presença de genes de resistência à oxitetraciclina. 

 

3.2. Objetivos específicos 

 
• Avaliar a resistência in vitro das bactérias dos gêneros Aeromonas e 

Streptococcus aos antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina; 

 

• Verificar a presença de genes de resistência à oxitetraciclina em cepas 

fenotipicamente resistentes. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

 

4.1. Bactérias  

 
Foram utilizadas 108 bactérias, isoladas de tilápia-do-Nilo (Oerochromis 

niloticus) apresentando sinais clínicos sugestivos de aeromonose ou 

estreptococose, sendo 55 isolados e 27 cepas pertencentes ao banco do 

Laboratório de Microbiologia e Parasitologia em Organismos Aquáticos e 26 

isolados pertencentes ao Laboratório de Enfermidades de Animais Aquáticos – 

Lenaq, cedidos pela Pesquisadora Científica Dra. Fabiana Garcia do Instituto de 

Pesca, de São José do Rio Preto – SP.  

As bactérias estavam armazenadas em criotubos contendo 2 mL de caldo 

Brain Heart Infusion (BHI) com 20% (v/v) de glicerina. Os criotubos foram 

mantidos a -80°C e descongelados somente para a for mação da primeira coleção 

de réplicas. 

As Tabelas 1 e 2 apresentam a relação de bactérias utilizadas neste estudo.  

Tabela 1.  Isolados bacterianos de Oreochromis niloticus com sinais clínicos de 
aeromonose ou estreptococose. 

 

Local Ano de 
isolamento Órgão Total 

Rio Paranapanema – SP/PR 

2012 Rim 3 
2013 Rim 6 

2014 
Encéfalo 1 

Rim 2 

2015 
Encéfalo 3 

Rim 4 

2016 
Encéfalo 4 

Rim 5 

Rio Paraná - SP/MS 

2011 
Encéfalo 1 

Rim 3 
2013 Rim 10 
2014 Rim 3 

2016 
Encéfalo 8 

Rim 4 

Rio Tietê – SP 

2014 
Encéfalo 1 

Rim 2 
2015 Rim 3 

2016 
Encéfalo 12 

Rim 6 
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Tabela 2.  Cepas obtidas de Oreochromis niloticus com sinais clínicos de aeromonose ou estreptococose, identificadas pelo 
sequenciamento do gene 16S rRNA por estudo anterior. 

Cepa Local Órgão Ano de 
isolamento 

Espécie N° de acesso 

14DP Porto Ferreira - SP Rim 2013 Aeromonas jandaei KJ561032 
41FG Rio Paranapanema –SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561023 
76FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561058 
78FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561053 
79GG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus iniae KJ561075 
81FG Rio Paraná – SP/MS Encéfalo 2012 Streptococcus iniae KJ561076 
99FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561054 
102FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561062 
103FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561055 
104FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561057 
105FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561059 
106FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561061 
110FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561069 
112FG Rio Paranapanema –SP/PR Encéfalo 2012 Streptococcus agalactiae KJ561072 
117FG Rio Paranapanema –SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561026 
125FG Rio Paranapanema –SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561029 
128FG Rio Paranapanema –SP/PR Rim 2012 Aeromonas hydrophila KJ561031 

43P Itambaracá - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561068 
45P Itambaracá - PR Rim 2011 Streptococcus agalactiae KJ561066 
64P Itambaracá - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561071 
74P Itambaracá - PR Encéfalo 2011 Streptococcus agalactiae KJ561064 

A124 Arealva - SP Encéfalo 2011 Aeromonas jandaei KJ561033 
A129 Arealva - SP Rim 2011 Aeromonas hydrophila KJ561018 
Zo4 Guaíra - SP Encéfalo 2014 Streptococcus iniae KJ561073 
Zo5 Guaíra- SP Encéfalo 2014 Streptococcus agalactiae KJ561051 
Zo7 Guaíra – SP Encéfalo 2014 Streptococcus iniae KJ561074 
Zo9s Guaíra – SP Encéfalo 2014 Streptococcus agalactiae KJ561052 
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4.2. Meios de cultura 

 

O preparo dos meios de cultura seguiu as recomendações de seus 

fabricantes, utilizando água destilada com pH ajustado em 7 (Adwa – AD111), 

com soluções de ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de sódio (NaOH), ambas a   

0,5 M. Para o processo de esterilização, os meios foram acondicionados em 

recipientes de vidro com tampa de rosca parcialmente abertos e submetidos a 

121°C por 15 min, na pressão constante de 1 atm. As  manipulações dos meios 

estéreis ocorreram dentro de uma cabine de fluxo laminar, previamente limpa com 

álcool 70% e luz ultravioleta por 30 min.  

A confecção de meio ágar em placas de Petri, ocorreu com a distribuição do 

meio estéril em tais placas de 15mm x 90mm, estéreis e descartáveis, que 

permaneceram parcialmente abertas por 40 min na cabine de fluxo laminar para a 

completa solidificação. Posteriormente, as placas foram fechadas, agrupadas e 

envolvidas com filme plástico. Para meios líquidos estéreis, os tubos de ensaio 

foram fechados e arrefecidos dentro da cabine de fluxo laminar em temperatura 

ambiente. Os meios de cultura prontos para o uso foram estocados em ambiente 

refrigerado. Um dia anterior ao uso, esses materiais foram previamente incubados 

a 29°C por 24 h para assegurar a qualidade do mater ial a ser utilizado. Na 

presença de alterações sugestivas de contaminação, o material era considerado 

impróprio e descartado. 

Os detalhes da preparação de cada meio utilizado são encontrados no 

Apêndice A – Meios de cultura. 

 
 

4.3. Cultivo bacteriano para formação de réplicas 

 
Os criotubos das bactérias foram descongelados a 4°C. Com a alça de 

inoculação previamente flambada, uma amostra do caldo bacteriano foi colhida 

para ser semeada, pela técnica de esgotamento em estrias, em placas contendo 

ágar Brain Heart Infusion acrescido com 5% de sangue ovino desfibrinado (BHI-

sangue). As placas semeadas foram incubadas a 29°C por 24 a 48 h. 

Com o crescimento de colônias isoladas, uma a três colônias foram colhidas 

e inoculadas em caldo Brain Heart Infusion com glicerina a 10% (v/v), o qual 
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estava acondicionado em criotubos estéreis, com capacidade de 2 mL. O 

conteúdo de cada criotubo foi homogeneizado para a dissolução da massa 

bacteriana. As cópias foram congeladas a -20°C até o momento de sua utilização.  

Trimestralmente, uma nova coleção era realizada, a partir da coleção 

anterior, para a manutenção das bactérias até o término deste estudo. 

 

 

4.4. Identificação dos isolados bacterianos  

 
Após o cultivo das 81 isolados em ágar BHI-sangue, as colônias isoladas 

foram submetidas a coloração de Gram. As bactérias Gram-negativas e com 

forma de cocos-bacilos foram submetidas ao teste da oxidase. As oxidase-

positivas foram plaqueadas em ágar fenol-amido-ampicilina (Palumbo et al., 1985; 

Silva et al., 2014) pelo método de esgotamento em estrias e incubadas por 24 h a 

28°C. As colônias que se apresentaram amareladas de vido a hidrólise do amido 

foram cultivadas em ágar Triple Sugar Iron (HiMedia™) e incubadas por 24 h a 

28°C (Silva  et al.,2014) Confirmada a formação de bisel amarelo, devido a 

fermentação da glicose, tais bactérias foram consideradas do gênero Aeromonas 

(Carnahan et al., 1991). 

Já as bactérias que se apresentaram Gram-positivas em arranjo de 

diplococos ou cocos em cadeia, foram submetidas ao teste da catalase. Os 

cultivos negativos a esse teste foram considerados do gênero Streptococcus.  

A identificação molecular foi realizada pela reação cadeia de polimerase 

(PCR) diretamente de colônia, com iniciadores específicos para o gene 16S-

rRNA, conforme Sebastião et al. (2015) (Tabela 3). 

A presença dos produtos amplificados foi verificada pela eletroforese em gel 

de agarose a 1,5% corado com Nancy-520 (Sigma®), e visualizado sob luz 

ultravioleta. A corrida eletroforética seguiu as recomendações de Sambrook et al. 

(2001). A captura da imagem foi realizada pelo sistema usando o Transilluminator 

(Loccus Biotecnologia) e o programa LPIX imagem (Loccus Biotecnologia). 
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Tabela 3.  Sequência de iniciadores para identificação das espécies, produto e 
temperatura de anelamento. 

Gene Iniciadores  

(5’ – 3’) 

Tamanho do 

Produto (pb)  

Temperatura de 

Anelamento (°C)  

 

16S-rRNA 

 

8F          AGA GTT TGA TYM TGG CTC AG 

907R     CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT 

 

 

    899 

 

 

         54°C 

 

O sequenciamento foi realizado em aparelho ABI PRISM 3730 (Applied 

Biosystems, Foster City, CA). As sequências obtidas foram visualizadas e 

manipuladas no programa Sequencher 5.0 (Gene Codes Corporation), no Crebio 

(UNESP, Jaboticabal, SP).  

As sequências obtidas foram visualizadas no programa BioEdit Sequence 

Alignment Editor (versão 7.2.5). Por meio da ferramenta BLASTn 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PRORGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastS

earch&LINK_LOC=blasthome), o formato FASTA de cada sequência foi 

comparado com as existentes no GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), admitindo uma cobertura de 100% e 

identidade igual ou superior a 98%, e no RDP - Ribossomal DataBase Project II 

(http://rdp.cme.msu.edu/) (Sebastião et al.,2015). As sequências deste estudo 

foram depositadas no banco de dados do NCBI sob os números de acesso 

KU605541-KU605582 e KX385275-KX385321. 

 

 

4.5. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e 

florfenicol 

 
Nesta fase, as 108 cepas dos gêneros Aeromonas e Streptococcus foram 

submetidas aos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos oxitetraciclina e 

florfenicol, através da concentração mínima inibitória (MIC) pelo método da 

microdiluição, conforme a norma M07-A9 da Clinical Laboratory Standards 

Institute (2012). 
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4.5.1 Solução estoque 

 
Soluções estoques foram elaboradas na concentração de 2048 ug/mL para 

cada antimicrobiano. Água destilada estéril, conforme recomendação do 

fabricante, e etanol 95% foram utilizados como solventes para oxitetraciclina e 

florfenicol respectivamente (Yáñez et al., 2014). O pH foi aferido (Adwa – AD111) 

e ajustado para 7,2 a 7,4 com soluções de HCl ou NaOH a 0,5 M. O volume final 

foi ajustado com água destilada estéril. As soluções estoques foram preparadas 

para todos os dias de testes e mantidas em frascos de vidro âmbar com rosca, 

previamente esterilizados. 

 

 

4.5.2 Inóculo 

 
As cepas foram cultivadas em placas contendo ágar BHI sangue, pela 

técnica de esgotamento em estrias, a 29°C por 24 h.  Conforme o método de 

suspensão direta de colônias, 3 a 5 colônias isoladas foram colhidas com swab 

estéril e suspendidas em tubos de ensaio contendo 3 mL de solução salina a 

0,85%. A turbidez dessas suspensões foi ajustada para 0,5 da escala de 

McFarland (1,5 x 108 UFC/mL), utilizando o espectrofotômetro com 1cm de fonte 

de luz (Shimadzu – UV mini 1240) e cubetas de quartzo, admitindo uma faixa de 

absorbância de 0,08 a 0,13 a 625 nm. 

Para garantir a concentração final de 5 x 105 UFC/mL nos poços das 

microplacas de ELISA, a suspensão foi diluída 1:100 em solução salina 0,85% 

antes de ser utilizada. 

 

 

4.5.3 Determinação da concentração mínima inibitóri a (MIC) 

 
Para a realização deste teste, microplacas estéreis contendo 96 poços foram 

utilizadas. Para cada microplaca foi testado um antimicrobiano para cada 3 cepas 

bacterianas mais a cepa padrão ATCC 25922, cedida pelo Fundação Oswaldo 

Cruz, totalizando 24 poços/cepa. Um grupo controle constituído pelo: controle 

negativo (somente o meio caldo), controle positivo (meio caldo com inóculo 
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bacteriano) e C-teste (meio caldo com o excedente da última concentração 

testada) também foi realizado para verificar a ocorrência de contaminação durante 

o processo de diluição.  

Desta maneira, 100 µL de caldo Mueller-Hinton cátions ajustados foram 

adicionados em cada poço. Para Streptococcus sp., o mesmo caldo foi utilizado, 

mas, previamente suplementado com 2% de sangue lisado de equino. 

No primeiro poço de cada cepa testada, também foi acrescido 100 µL da 

solução estoque do antimicrobiano a ser estudado, obtendo-se a concentração 

inicial 1024 µg/mL. Com auxílio de uma pipeta multicanal, diluições seriadas de 

base 2 foram realizadas a partir dos poços iniciais até o vigésimo poço, o qual 

teve seu conteúdo excedente adicionado no poço C-teste. 

Por fim, alíquotas de 100µL da suspensão bacteriana foram inoculadas, 

inclusive o poço do controle positivo do grupo controle, resultando em 

concentrações decrescentes dos antimicrobianos, variando de 512 a 0,0009765 

µg/mL para oxitetraciclina e florfenicol. As microplacas foram incubadas a 28°C 

por 24 h. Todos os testes foram realizados em triplicata. 

Após período de incubação, o valor da MIC foi determinado como a menor 

concentração em que não foi verificado crescimento bacteriano a olho nu. No 

caso de cepas de Streptococcus, uma solução de trifeniltetrazolio foi utilizada 

para melhor visualização do crescimento bacteriano. As amostras foram 

classificadas como sensível ou resistente de acordo com a frequência de 

distribuição dos valores da MIC. 

 

 

4.6. Genes de resistência 

 
Identificadas as cepas não-selvagens, a próxima etapa foi a verificação da 

presença dos genes de resistência à oxitetraciclina realizada através da PCR. Os 

genes pesquisados foram: tetA; tetE, tetL e tetM, a partir do DNA total extraído, 

utilizando os iniciadores da Tabela 4. 
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Tabela 4 . Sequência dos iniciadores utilizados para detecção dos genes de 
resistência à tetraciclina. 

 

Gene 
Iniciadores 

(5’ – 3’) 
Referência 

tetA 
 F         GTA ATT CTG AGC ACT GTC GC 

 R        CTG CCT GGA CAA CAT TGC TT 

Schmidt et al., 

2001 

tetE 
F     GTG ATG ATG GCA CTG  GTC AT 

R    CTC TGC TGT ACA TCG CTC TT 

Schmidt et al., 

2001 

tetL 
F     ATA  AAT TGT TTC GGG TCG GTA AT 

R    AAC CAG CCA ACT AAT GAC AAT GAT 

Trzcinski et 

al.,2000 

tetM 
F      AGT TTT AGC TCA TGT TGA TG 

R     TCC GAC TAT TTA GAC GAC GG 

Trzcinski et 

al.,2000 

 

 

4.6.1 Extração e purificação do DNA total 

 
Primeiramente, as bactérias foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion 

(BHI) a 28°C por 24 horas. A quantificação bacteria na foi verificada via 

espectrofotômetro (Shimadzu – UV mini 1240) a 600 nm, utilizando cubetas de 

quartzo e o meio de cultura estéril, caldo BHI, como branco. Foram admitidos 

valores de absorbância entre 0,9 a 1,0. Havendo a necessidade de diluição, o 

diluiente utilizado foi o meio de cultura estéril. 

Em seguida, tubos tipo eppendorf® estéreis de 1,5 mL foram preenchidos 

com a cultura bacteriana já calibrada e centrifugados a 7.500 rpm por 10 minutos. 

Ao final, seus sobrenadantes foram descartados. 

O processo de extração e purificação foram realizados com o kit comercial 

DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®), seguindo protocolo do fabricante.  

O DNA extraído foi mantido a -20°C até o momento de  sua utilização. 

 

 

4.6.2 Avaliação da qualidade do DNA 

 
A integridade do DNA extraído foi verificada a partir da eletroforese em gel 

de agarose a 0,8%, corado com Nancy-520 (Sigma®), e visualizado sob luz 
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ultravioleta. A captura da imagem foi realizada pelo Transilluminator (Loccus 

Biotecnologia) e o programa LPIX imagem (Loccus Biotecnologia). 

A pureza das amostras foi mensurada através do espectrofotômetro 

NanoDrop® (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA). A 

concentração do DNA foi estimada pela absorbância no comprimento de onda 

A260, em relação a uma amostra negativa (branco). Foram avaliadas também as 

relações dos comprimentos de onda A260/280 e A260/230, com a primeira 

estimando a contaminação por proteínas e a segunda, por sais.  

Em seguida, a quantificação foi realizada pelo Qubit® 2.0 Fluorometer, de 

acordo com a instrução do fabricante. 

 

 

4.6.3 A PCR para a detecção dos genes procurados 

 

Para as reações da PCR foram utilizados reagentes do kit Platinum™ DNA 

polymerase (Invitrogen™). As proporções foram calculadas, segundo as 

especificações dos autores dos artigos, bem como as condições para cada ciclo 

foram respeitadas conforme descrito pelos autores dos iniciadores. Como controle 

negativo das amostras, foi utilizado água MilliQ ® estéril. 

 

 

5. ANÁLISE DOS RESULTADOS 
 

Para a determinação dos pontos de corte epidemiológico, foi utilizado o 

programa ECOFFinder XL 2010, disponibilizada no próprio site da Clinical 

Laboratory Standards Institute (http:///clsi.org/standards/micro/ecoffinder/), que por 

meio da frequência dos valores obtidos pela concentração mínimia inibitória, 

calcula o melhor ponto de corte para separar as sensíveis (selvagens - WT) das 

resistentes (não-selvagens - NWT) (Turnidge et al., 2006). Para este projeto, foi 

considerado como sensível uma população de até 97,5% e o restante, resistente. 
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6. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
  

 

6.1. Identificação das espécies 

 
Do total de 81 isolados bacterianos oriundos de tilápias apresentando sinais 

clínicos de aeromonose ou estreptococose, 26 foram identificados, de forma 

presuntiva, como Aeromonas sp. e 55 como Streptococcus sp. 

Em relação aos testes bioquímicos utilizados na identificação presuntiva de 

Aeromonas sp., todas hidrolisaram o amido em meio ágar fenol-amido-ampicilina, 

acidificação do meio ágar TSI com ou sem produção de gás e oxidase positiva, 

revelando conformidade com o proposto por Palumbo et al. (1985); Majeed et al. 

(1990) e Saad et al. (1995). Esses mesmos isolados, após a identificação 

molecular pelo 16S-rRNA, foram quantificados como 18 cepas de Aeromonas 

hydrophila; três de A. jandaei; três de A. veronii; uma de A. caviae e uma de A. 

veronii bv sobria.   

Para as amostras presuntivas de Streptococcus, todas as colônias 

apresentaram forma mucóide, catalase negativa e gama-hemólise após 48 horas 

de incubação.  Realizada a identificação pelo 16S-rRNA, dos 55 isolados, 51 

cepas foram identificadas como S. agalactiae e quatro cepas como S. iniae. A 

relação das cepas identificadas encontra-se na Tabela 4. Embora a beta-hemólise 

seja uma característica intrínseca das espécies Streptococcus agalactiae e S. 

iniae, a ausência de hemólise pode ocorrer (Quinn et al., 2005). Segundo Lerner 

et al. (1997), a formação de hemólise depende do tipo de sangue utilizado, a 

natureza do meio, pH e quantidade de glicose disponível, sugerindo a observação 

da hemólise com o auxílio de um microscópio. Durante as análises deste estudo, 

a presença de hemólise foi observada a olho nu. Entretanto, a característica 

mucóide da colônia descrita pelo mesmo autor esteve presente em todas as 

amostras deste trabalho. Pretto-Giordano (2015) também verificou ausência de 

beta-hemólise em suas amostras de S. iniae. 
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Tabela 5.  Relação das bactérias identificadas neste trabalho, provenientes de Oreochromis niloticus com sinais clínicos de 
aeromonose ou estreptococose. 

 

ID CEPA LOCAL PERÍODO ANO ÓRGÃO ID MOLECULAR N° DE ACESSO

D5R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605567
D6C Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2014 EncéfaloStreptococcus agalactiae KU605568
D6R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605569
D25R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605570
D115C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2014 Encéfalo Streptococcus agalactiae KU605571
D115R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2014 Rim Streptococcus agalactiae KU605572
D124R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015 Rim Streptococcus iniae KU605573
D126R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas hydrophila KU605574
D131R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas hydrophila KU605575
D137R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas hydrophila KU605576
D140R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas veronii KU605577
D141C Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 Encéfalo Aeromonas veronii KX385275
D142C Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 EncéfaloAeromonas hydrophila KU605578
D142R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas hydrophila KU605579
D143C Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 EncéfaloAeromonas hydrophila KU605580
D143R Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2015 Rim Aeromonas hydrophila KU605581
D144C Reservatório de Chavantes - SP Primavera 2016 EncéfaloAeromonas hydrophila KU605582
D145C Reservatório de Ilha Solteira - SP Primavera 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385290
D145R Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385291
D147C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385292
D148C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385293
D149C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385294
D151C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385295
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ID CEPA LOCAL PERÍODO ANO ÓRGÃO ID MOLECULAR N° DE ACESSO

D169C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385296
D172R Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385297
D174C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385298
D175R1 Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 RimAeromonas veronii  bv sobria KX385283
D177C Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385299
D180R Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2016 Rim Aeromonas veronii KX385289
D187R Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Aeromonas hydrophila KX385279
D188R Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385300
D189C Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 EncéfaloStreptococcus agalactiae KX385301
D189R Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385302
D191C Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 EncéfaloStreptococcus agalactiae KX385303
D191R Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385304
D193C Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 EncéfaloStreptococcus agalactiae KX385305
D193R Reservatório de Chavantes - SP Outono 2016 Rim Streptococcus agalactiae KX385306
D201C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385307
D202C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385308
D202R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimStreptococcus agalactiae KX385309
D203C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385310
D203R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimStreptococcus agalactiae KX385311
D204C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385312
D204R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimStreptococcus agalactiae KX385313
D207C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385314
D208C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385315
D209C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385316
D224C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385317
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ID CEPA LOCAL PERÍODO ANO ÓRGÃO ID MOLECULAR N° DE ACESSO

D234C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385318
D234R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimStreptococcus agalactiae KX385319
D237C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Aeromonas hydrophila KX385277
D237R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimAeromonas hydrophila KX385278
D239C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Aeromonas jandaei KX385284
D241C Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 Encéfalo Streptococcus agalactiae KX385320
D241R Reservatório de Nova Avanhandava - SP Outono 2016 RimStreptococcus agalactiae KX385321
IP90.2 Reservatório de Ilha Solteira - SP Outono 2011 Rim Aeromonas jandaei KU605541
IP101 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2011 EncéfaloStreptococcus agalactiae KU605542
IP107 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2011 RimStreptococcus agalactiae KU605543
IP109 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2011 RimStreptococcus agalactiae KU605544
IP113 Reservatório de Canoas II - SP Inverno 2012 Rim Aeromonas jandaei KU605545
IP124 Reservatório de Canoas II - SP Inverno 2012 Rim Aeromonas hydrophila KU605546
IP127 Reservatório de Canoas II - SP Inverno 2012 Rim Aeromonas hydrophila KU605547

IP 152.2 Reservatório de Canoas II - SP Verão 2013 Rim Aeromonas hydrophila KU605548
IP168.2 Reservatório de Canoas II - SP Fevereiro 2013 RimAeromonas hydrophila KU605549
IP193 Reservatório de Canoas II - SP Outono 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605550

IP194.2 Reservatório de Canoas II - SP Outono 2013 Rim Aeromonas hydrophila KU605551
IP195 Reservatório de Canoas II - SP Outono 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605552
IP196 Reservatório de Canoas II - SP Outono 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605553
IP202 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605554
IP205 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605555
IP206 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605556
IP207 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605557
IP212 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 3013 RimStreptococcus agalactiae KU605558
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ID CEPA LOCAL PERÍODO ANO ÓRGÃO ID MOLECULAR N° DE ACESSO
IP213 Reservatório de Ilha Solteira - SP Inverno 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605559
IP214 Reservatório de Ilha Solteira - SP Primavera 2013 RimStreptococcus agalactiae KU605560
IP215 Reservatório de Ilha Solteira - SP Primavera 2013 Rim Streptococcus iniae KU605561
IP216 Reservatório de Ilha Solteira - SP Primavera 2013 Rim Streptococcus iniae KU605562
IP219 Reservatório de Ilha Solteira - SP Primavera 2013 Rim Streptococcus iniae KU605563

IP224.1 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2014 Rim Aeromonas hydrophila KU605564
IP225.1 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2014 Rim Aeromonas caviae KU605565
IP227 Reservatório de Ilha Solteira - SP Verão 2014 Rim Aeromonas hydrophila KU605566
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6.2. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana  

 

Com o resultado da MIC dos antimicrobianos analisados, através da Figura 

1, pode-se observar uma variação na MIC da oxitetraciclina nas cepas de 

Aeromonas entre 0,06 – 32 µg/mL, além da presença de dois grupos claramente 

discerníveis, evidenciando a existência do grupo mais susceptível ao 

antimicrobiano, concentrado na variação 0,06 - 2 µg/mL, abrangendo 90,9% do 

total de cepas analisadas, e do grupo menos susceptível representado pelas três 

cepas de concentração 32µg/mL. 

Do total de cepas de A. hydrophila 30,4% das cepas apresentaram uma MIC 

de 0,5 µg/mL. Ao comparar este resultado com os da literatura para peixes 

enfermos, este pode ser considerado baixo. Maisak et al. (2013), obtiveram uma 

MIC de 2 µg/mL. O mesmo foi observado por Pereira Júnior et al. (2006), com 

1,56 µg/mL.  

Ao confrontar este resultado com o padrão designado para humanos, 

segundo Norma M100–S22 da Clinical Laboratory Standards Institute (2012) para 

Enterobacteriaceae, 90,9% das cepas do gênero Aeromonas foram sensíveis à 

oxitetraciclina, por apresentar valor menor ou igual a 4 µg/mL. Por outro lado, o 

valor de corte epidemiológico para o mesmo grupo foi menor, com 2 µg/mL, ou 

seja, as cepas que apresentaram valor de MIC superior ao mencionado foram 

consideradas não-selvagens. 

Ainda em relação às Aeromonas, este grupo apresentou uma variação 

menor quando submetido ao florfenicol, entre 0,125 – 1 µg/mL, como observado 

na Figura 2. Houve prevalência de cepas de A. hydrophila com MIC igual a 1 

µg/mL. Essa concentração é considerada alta quando comparada com o valor 

obtido por Schrader et al. (2013), com 0,04 µg/mL. Entretanto, Godoy et al. (2008) 

obtiveram 65,2% das amostras analisadas prevalecendo na mesma concentração 

deste estudo.  

Na análise com padrão humano, o valor de referência é maior que 32 µg/mL, 

caracterizando todas as amostras como sensíveis ao florfenicol. O valor de corte 

epidemiológico foi estimado em 4 µg/mL, porque não foi obtido uma distribuição 

logarítmica normalizada (Turnidge & Paterson, 2007), representado pelas 

crescentes frequências do gráfico. 



 
 

34 
 

Para as bactérias do gênero Streptococcus, pode-se observar na Figura 3, 

que a variação ocorreu entre 0,2 a 1 µg/mL de oxitetraciclina, com prevalência na 

concentração 0,06 µg/mL. Faria et al. (2014) obtiveram o dobro desse valor para 

isolados de S. agalactiae. Maisak et al. (2013) obtiveram um valor de MIC igual a 

0,5 µg/mL. 

Ao comparar com o padrão humano, todas as cepas deste estudo foram 

sensíveis à oxitetraciclina. Já os cálculos para o corte epidemiológico ficaram em 

0,25 µg/mL. 

Na Figura 4, observa-se variação para o grupo dos Streptococcus ao 

florfenicol entre 0,125 – 1 µg/mL, com maior prevalência bacteriana na 

concentração 0,5 µg/mL. A literatura à respeito da MIC para isolados de 

Streptococcus sp em peixes ainda é escassa, todavia, Godoy (2006) obteve 

variação entre 1 - 16 µg/mL, com maior prevalência ocorrendo na mesma 

concentração obtida neste trabalho. Em relação ao padrão humano, todas as 

bactérias deste grupo foram susceptíveis ao antimicrobiano testado, pois 

mostraram valores de MIC abaixo de 16 µg/mL. O padrão de corte 

epidemiológico foi mais uma vez estimado em 2 µg/mL, pelo mesmo 

motivo apresentado anteriormente, ou seja, a não normalização da distribuição 

das frequências (Turnidge & Paterson, 2007). 

O comportamento normalizado verificado pela distribuição logarítmica das 

frequências para oxitetraciclina quando comparado ao florfenicol, para ambos os 

gêneros bacterianos do presente estudo, pode estar relacionado ao maior uso 

desse antimicrobiano, principalmente por ser um produto mais acessível 

economicamente.  

Outro fator a ser considerado está no uso indiscriminado de antimicrobianos. 

De acordo com o histórico de cada antimicrobiano, o grupo das tetraciclinas 

apresentou lançamento comercial entre 1950 a 1970 (Pereira-Maia et al., 2010). 

Nos meados dos anos 1950, a maioria das bactérias comensais e patogênicas 

mostravam-se susceptíveis à tetraciclinas, mas em 1953, foi isolada a primeira 

bacteria tetraciclina resistente, Shigella dysenteriae, e após 2 anos, a primeira 

Shigella multidroga resistente (Chopra & Roberts, 2001). No Chile, já há relatos 

de resistência bacteriana e multidroga resistente de isolados de salmão para 

oxitetraciclina (Miranda & Zemelman, 2002a,b). Em 1994, o florfenicol foi 

licenciado para tratamento de infecções bacterianas na produção de salmão do 
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Chile e, após 13 anos, já foi registrada a presença de bactéria resistente ao 

florfenicol oriundo da produção de salmão (Miranda & Rojas, 2007).  

No Brasil, o uso da oxitetraciclina em aquicultura é direcionado às bactérias 

gram-negativas. Isso pode explicar a alta variação encontrada em Aeromonas 

para tal antimicrobiano no presente estudo. Estudos na área de ecotoxicologia 

vêem constatando a presença dessa molécula na água e sedimento de 

pisciculturas (Björklund et al., 1990; Jacobsen & Berglind, 1998; Ding & He, 2010; 

Marshall & Levy, 2011; Monteiro et al., 2016). Isso estaria elevando a pressão de 

seleção de cepas mais resistentes (Cabello et al., 2013), consequentemente, 

maior será o aparecimento de bactérias resistentes com valor de concentração  

mínima inibitória alto. 

 

 .
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Figura 1.  Distribuição da concentração mínima inibitória da oxitetraciclina para o 

grupo de Aeromonas. 

 
 
 
 
 

 
Figura 2.  Distribuição da concentração mínima inibitória do florfenicol para o 

grupo de Aeromonas. 
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Figura 3. Distribuição da concentração mínima inibitória da oxitetraciclina para o 

grupo de Streptococcus  

 
 
 
 
 
 

 
Figura 4 . Distribuição da concentração mínima inibitória do florfenicol para o 

grupo de Streptococcus. 
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6.3. Detecção de genes de resistência 

 
 

Uma vez estabelecido o ponto de corte epidemiológico das Aeromonas para 

o antimicrobiano oxitetraciclina, as cepas IP 225, FG125 e FG 128 foram 

escolhidas para a detecção dos genes de resistência tetA e tetE.  

Nas três amostras analisadas, todas apresentaram amplificação para os 

iniciadores tetA, conforme observado na Figura 5, como relatado por Akinbowale 

et al. (2007), com a formação de bandas ao redor dos 1000 pares de base. 

Do mesmo modo, as cepas de Streptococcus 79FG, 103FG, IP193, IP207, 

IP212, IP214, D201C, 43P e Z04, definidas pelo seu respectivo ponto de corte 

epidemiológico para oxitetraciclina como cepas resistentes, foram selecionadas 

para a detecção dos genes de resistência tetL e tetM. No total, das nove cepas, 6 

apresentaram amplificação para os iniciadores tetL (Figura 6), ao redor de 1077 

pares de base, conforme Trzcinski et al.(2000). 

Os genes tetE e tetM não foram detectados neste estudo. 

De acordo com e Schmidt et al., (2001), Balassiano et al., (2007), os genes 

tetA e tetE são os mais encontrados em Aeromonas, assim como o tetL e tetM, 

em Streptococcus (Chopra & Roberts, 2001, Roberts, 2005). 

A provável detecção dos genes tetA e tetL em peixes é mais uma evidência 

das consequências da presença da oxitetraciclina no ambiente, aumentando da 

pressão de seleção (Buschman et al., 2012, Cabello et al., 2013). A presença da 

molécula no ambiente aquático pode ocorrer pelo próprio tratamento, uma vez 

que o antimicrobiano é incorporado na ração e ofertado aos peixes (Jacobsen & 

Berglind, 1988; Björklund et al., 1990), além de uma fração entre 80% do total de 

ração consumido pelo peixe não ser absorvido, sendo excretada de forma 

inalterada pelo animal (Cabello et al., 2013). No Brasil, a oxitetraciclina também é 

utilizada como bactericida em diversas cultivares como tomate, batata, feijão, 

pepino, café, pêssego, ameixa e pimenta (ANVISA, 1985), além de ser muito 

utilizada no tratamento de infecções bacterianas em animais de produção. Nesse 

contexto, a molécula pode contaminar o solo e alcançar a água subterrânea e 

conferir resistência aos microorganismos da água (Liu et al., 2009; Boxall et al., 

2006). 
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Tais genes estão relacionados com proteínas de efluxo da superfamília dos 

facilitadores maioritários (Major facilitator superfamily - MFS) e ambos são 

transmitidos via plasmídio (Chopra & Roberts, 2001), possibilitando a transmissão 

horizontal, tornando vulnerável o setor da saúde pública (L’abée-Rhodes & 

Sørum, 2001; Miranda et al., 2003; Han et al., 2012; Miranda et al,. 2013; 

Hedayatianfard et al., 2014; Huang et al., 2014). 

Outro fator que também deve ser exposto é o questionamento da prática 

empregada na produção de tilápia-do-Nilo. Atualmente, a tendência de utilização 

de tanques-rede de grande volume estaria propiciando uma maior densidade de 

estocagem por tanque. Entretanto, Resende (2009) já ressaltava a importância de 

formas alternativas de prevenção para contribuir com a resistência do animal, 

reduzindo o uso de antimicrobianos e quimioterápicos. Como exemplo, Garcia et 

al. (2013) ao diminuírem a densidade de estocagem de tilápias criadas em 

tanques-rede de 6m3 obtiveram resultados satisfatórios como a diminuição de 

incidência de bacterioses e do tempo de cultivo. 

Diante o exposto, medidas que mitiguem a utilização de antimicrobianos não 

só na aquicultura, mas também em outras áreas de produção devem ser mais 

pesquisadas. A questão de resistência bacteriana mostra-se como uma atividade 

multidisciplinar, sendo a parte mais beneficiada, com a redução de resistência, a 

própria espécie humana. 
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Figura 5.  Produto da PCR positivo para o gene tetA e negativo para tetE e tetM. CN: 
Controle Negativo; 1: IP225; 2: FG125, 3: FG128; 4: IP225 para tetE; 5: FG125 para tetE; 
6: FG128 para tetE. 7: D201C para tetM; 8: IP193 para tetM; 9: FG103 para tetM; 10: 
IP214 para tet M; 11: IP207 para tetM ; 12: IP212 para tet M ; 13: FG79 para tetM;14: 43P 
para tetM; 15: Z04 para tetM; MM: Marcador de peso molecular 1000 pb. 

 

 
Figura 6 . Produto da PCR positivo para o gene tetL. MM: Marcador de peso molecular 
1000pb; 1: D201C; 2: IP193; 3: FG103; 4: IP214; 5: IP207; 6: IP212; 7: FG79; 8: 43P; 9: 
Z04; CN: Controle Negativo. 
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7. CONCLUSÕES 
 

 

As concentrações mínimas inibitórias das cepas de Aeromonas para 

oxitetraciclina variaram de 0,06 a 32 µg/mL e, de 0,125 a 1 µg/mL para o 

florfenicol. Para a Aeromonas hydrophila, o ponto de corte epidemiológico foi 

0,5µg/mL para oxitetraciclina e 1µg/mL para florfenicol.  

Em relação às cepas de Streptococcus, a variação ocorreu de 0,2 a 1 µg/mL 

para oxitetraciclina, com ponto de corte epidemiológico na concentração 

0,06µg/mL. Para florfenicol, a variação ficou entre 0,125 a 1 µg/mL, com 

prevalência na concentração 0,5µg/mL 

Nas cepas resistentes de Aeromonas e Streptococcus, presumem-se a 

presença do gene tetA nas 3 cepas de Aeromonas, bem como a presença do 

gene tetL em 6 entre 9 cepas de Streptococcus. 
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Apêndice A – Meios de Cultura 
 

1. Brain Heart Infusion (BHI) 

 

Por ser considerado um meio rico, o caldo Brain Heart Infusion (HiMedia™) 

foi empregado no cultivo de cepas do gênero Streptococcus (Mehershahi, 2015) 

para a extração do DNA. Seu preparo ocorreu de acordo com as normas do 

fabricante Os meios prontos foram embalados com filme plástico e armazenados 

sob refrigeração. 

 

 

2. Brain Heart Infusion Sangue (BHI-Sangue) 

 

Para a obtenção de réplicas bacterianas, o ágar Brain Heart Infusion (BHI) 

(HiMedia ™), acrescido com 5% de sangue ovino desfibrinado (BHI-sangue) foi 

utilizado.  O sangue foi colhido de ovinos saudáveis, com a anti-sepsia prévia do 

local com álcool 70%, via punção jugular com agulhas 1,20x40mm e seringas com 

capacidade de 60 mL, todas descartáveis e estéreis (BD™). Uma garrafa de vidro 

com tampa, contendo pérolas de vidro na proporção de 0,16 g/L de sangue, 

anteriormente esterilizada, foi utilizada para receber o material colhido e 

manualmente agitada, após seu fechamento, por 15 minutos para a desfibrinação 

(Barbosa et al., 2002). O recipiente contendo o ágar BHI, já preparado e estéril, foi 

fechado para ser arrefecido em temperatura ambiente até 45°C em cabine de 

fluxo laminar. Em seguida, ocorreu a adição do sangue desfibrinado, na 

proporção de 5 mL  para cada 100 mL de meio ágar BHI preparado. Após a 

homogeneização, iniciou-se o processo de confecção de placas de Petri. 

 

 

3. Fenol-Amido-Ampicilina 

 

No processo de identificação presuntiva dos isolados bacterianos do gênero 

Aeromonas, um dos meios empregados foi o ágar fenol-amido-ampicilina 

(Palumbo et al., 1985).  
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Para a elaboração de 1000 mL do meio fenol-amido-ampicilina, o mesmo 

volume foi utilizado de caldo Red Phenol (HiMedia™) preparado de acordo as 

instruções do fabricante, acrescido de 10 g de Amido P.A. (Nuclear) e 13 g de 

ágar-ágar (Merck™). Após o processo de esterilização, o recipiente contendo o 

ágar Red Phenol foi fechado e o meio arrefecido em temperatura ambiente até 

45°C em cabine de fluxo laminar.  Posteriormente, f oi adicionado o antimicrobiano 

ampicilina (Sigma™), preparado segundo instruções do fabricante, na 

concentração 10µg/mL. Por fim, placas de Petri contendo o meio elaborado foram 

preparadas, conforme explicado nos procedimentos gerais. 

 

 

4. Triple Sugar Iron (TSI) 

 

Este meio foi útil no processo de identificação presuntiva dos isolados 

sugestivos de Aeromonas sp. (Palumbo et al., 1985; Silva et al., 2014). 

Após o preparo do meio TSI, conforme orientação do fabricante, 5 mL foram 

acondicionados em tubos de ensaio com tampa, parcialmente fechados, que 

foram submetidos ao processo de esterilização. Em seguida, os tubos de ensaio 

foram inclinados para a solidificação do ágar em forma de bisel na cabine de fluxo 

laminar e, após 1 hora, os recipientes foram fechados e armazenados em 

ambiente refrigerado. 

 

 

5. Mueller-Hinton com cátions ajustados (CAMBH) 

 

Para verificar a concentração mínima inibitória dos antimicrobianos testados, 

o meio caldo Mueller-Hinton (Difco™) com cátions ajustados (CAMBH) foi 

utilizado (CLSI, 2012). 

Soluções padrão de íons magnésio e íons cálcio, ambas na concentração de     

10 mg de íon/mL, foram preparadas, da seguinte forma: para 100 mL de água 

destilada estéril em pH 7, foram adicionando 8,36 g de cloreo de magnésio 

hexahidratado (MgCl2.6H2O) (Synth®) para a solução padrão de íons magnésio e 

3,68g de cloreto de cálcio dihidratado (CaCl2.2H2O) (Synth®)para a solução 
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padrão de íons cálcio . As soluções foram filtradas e armazenadas em recipientes 

de vidro com tampa de rosca e mantidas em ambiente refrigerado até o momento 

de serem utilizadas.  

Em seguida, foram ajustados os íons cálcio e magnésio na seguinte 

proporção: 0,1mL de solução padrão fria de cálcio ou magnésio por litro de caldo, 

para cada incremento de 1 mg/L desejado na concentração final do caldo Mueller-

Hinton ajustado. O produto final homogeneizado e mantido refrigerado até o 

momento de sua utilização. 

 

 

6. Mueller-Hinton com cátions ajustados com sangue (CAMHB-

Sangue) 

 

O meio CAMHB suplementado com 2,5% de sangue de equino lisado 

(CAMHB-sangue) foi utilizado no para verificar a concentração mínima inibitória 

de cepas de Streptococcus sp. (CLSI, 2012).  

Para a obtenção do sangue lisado, primeiramente, o sangue equino foi 

colhido e desfibrinado conforme o processo já descrito anteriormente para sangue 

ovino. O produto final foi congelado a -20°C e desc ongelado em temperatura 

ambiente por cinco vezes, para a lise das hemácias. Com o sangue descongelado 

e homogeneizado, 25 mL foram depositados em tubos tipo Falcon® estéreis de       

50 mL para, em seguida, serem adicionados mais 25 mL de água destilada estéril. 

Essa mistura foi homogeneizada e os tubos centrifugados a 5000 rpm por 30 

minutos. O sobrenadante foi retirado por meio de pipeta com ponteira estéril e 

armazenado em tubos tipo Falcon® estéreis de 50 mL a -20°C por até 2 meses.  

Após o preparo do meio caldo CAMHB, já esterilizado e esfriado a 45°C, o 

sangue lisado de equino, já descongelado a temperatura ambiente, foi adicionado 

na proporção de 2,5 mL de sangue lisado para cada 100 mL de caldo CAMHB 

preparado. O meio CAMHB-sangue era preparado para ser utilizado no mesmo 

dia. 
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7. Tryptone Soya Agar (TSA) ou Tryptone Soya Broth (TSB) 

 

O meio tryptone soya tanto em sua forma em ágar (TSA) como em caldo 

(TSB) (HiMedia™) foi empregado somente para crescimento de cepas do gênero 

Aeromonas (Zhang et al., 2014; Li et al., 2013a ) e sua elaboração seguiu as 

recomendações do fabricante. Os meios prontos foram então envoltos com filme 

plástico e armazenados em ambiente refrigerado. 
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Apêndice B – Aprovação do Comitê de Ética 
 
 

 


