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A ré-touro, originaria da América do Norte, foi
introduzida no Brasil em1935 e constitui a Unica
espécie utilizada pelos ranicultores. Apesar de
ser uma espécie exoética, demonstrou boa
adaptacdo ao clima subtropical brasileiro. Suas
caracteristicas zootécnicas e a qualidade de sua
carne tornaram-na de grande interesse ao
processamento industrial e de boa aceitagdo no
mercado consumidor (Pasteris et al., 2006).
Todavia, com a intensificacdo da producéo,
caracterizada por elevada densidade de
estocagem e racdo em abundancia, tém sido
constatado, nos Ultimos anos, problemas
relacionados as enfermidades infecciosas, dentre
elas a estreptococose.

Uma ampla variedade de cocos Gram positivo
tem sido isolada de animais aquaticos,
principalmente de peixes, e, com menos
frequéncia, de rds. A septicemia causada por
Streptococcus spp. € um importante problema
sanitario em sistemas de criacdo intensiva de rd
(Suresh, 1998). Os estreptococos sdo bactérias
Gram positivas e oportunistas, amplamente
distribuidas no ambiente aquético (Bunch e
Bejerano, 1997). A patogenicidade dessa bactéria
estd associada as condicbes de estresse,
relacionada principalmente aos sistemas de
criacdo ndo apropriados, aos manejos fisico,
profilatico, sanitario e alimentar inadequados, as
alteracGes na temperatura ou na luminosidade do
ambiente, as alteragBes nos parametros fisicos e
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quimicos da agua, bem como aos ruidos e a
presenca de outros animais ou pessoas (Ferreira,
2002).

Outro aspecto importante relacionado a
intensificacdo dos sistemas de criagdo de rés é o
uso crescente e indiscriminado de
antimicrobianos na prevencgéo e no tratamento de
enfermidades infecciosas, 0 que tem gerado um
aumento global da resisténcia bacteriana a
mdaltiplas drogas, inclusive entre as espécies do
género Streptococcus (Hirsch et al., 2006).

A distribuicdo das espécies de Streptococcus em
raniculturas brasileiras e o perfil de resisténcia a
antimicrobianos desses isolados ainda sdo
totalmente desconhecidos. Nesse contexto, 0
presente estudo teve como finalidade isolar e
caracterizar microbiologicamente a bactéria
Streptococcus de ras-touro provenientes de
raniculturas situadas na regido nordeste do estado
de S&o Paulo, clinicamente diagnosticadas como
acometidas por estreptococose, bem como
avaliar a sensibilidade dos isolados a diferentes
antimicrobianos.

Foram selecionadas 12 rds touro, com peso
médio de 21+2.4g, provenientes de dois ranarios

comerciais localizados na regido nordeste do
estado de Sdo Paulo e clinicamente
diagnosticadas com  estreptococose  pelo
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Laboratério de Patologia de Organismos
Aquéticos (LAPOA) do Centro de Aquicultura
da Unesp, Caunesp. Os animais demonstravam
sinais clinicos como anorexia, natacao erratica e
circular, letargia, escurecimento da pele,
petéquias e mortalidade massiva.

As rés foram submetidas ao exame fisico externo
e a realizacdo de um raspado das lesBes (técnica
do esfregagco) para posterior coloracdo com a
metodologia de Gram e observacdo em
microscopio éptico comum (100 X). Apos esse
procedimento, os animais foram sacrificados por
meio de comogdo cerebral, e assepticamente foi
realizada a necropsia e coleta de amostras de
rins, figado, baco, encéfalo e liquido ascitico.
Foram coletadas 60 amostras de material
biol6gico, sendo 12 amostras de cada Orgdo
acima relacionado.

O material foi semeado em caldo Brain Heart
Infusion (BHI — Difco) em duplicata e incubado
a 37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de
incubacdo, uma aliquota do caldo, semeada em
agar sangue azida, contendo 10g de triptosa, 3,09
de extrato de carne, 5,0g de NaCl, 0,2g de azida
sodica, 15g de agar e 5% de sangue de ovino
desfibrinado, foi incubada a 30°C em atmosfera
de aerofilia durante 48 horas. As colbnias
isoladas foram semeadas em placas de Petri
contendo &gar sangue para realizagdo do teste de
hemdlise. Ap6s o periodo de incubagdo,
procedeu-se a caracterizagdo das estirpes
isoladas por meio da citobacterioscopia, das
caracteristicas culturais, morfolégicas e das
provas bioquimicas.

Os isolados considerados cocos Gram positivo
encontrados aos pares ou em cadeia, que
apresentaram negatividade para a catalase e
positividade para a fermentacdo da glicose,
foram submetidos aos testes bioguimicos.

A susceptibilidade dos isolados a
antimicrobianos foi determinada baseando-se na
técnica de difusdo em disco em placas de agar
Mueller-Hinton (National Committee for Clinical
Laboratory Standards, 2000). As 25 estirpes
isoladas — sete dos rins, trés do figado, duas do
baco, 12 do encéfalo e uma do liquido abdominal
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— foram submetidas ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos:  cotrimoxazol, ceftazidima,
cefoxitina, eritromicina, gentamicina, amicacina,
cefalotina, cefotaxima, clindamicina,
cloranfenicol, oxacilina, tetraciclina,
vancomicina e penicilina. As placas com os
indculos foram incubadas em estufa a
temperatura de 30°C por 24 horas. Apds esse
periodo, os diametros das zonas de inibicdo
foram mensurados e comparados com a tabela de
performance  padrdo  para  testes de
susceptibilidade a antimicrobianos e, entdo,
classificados em resistentes e sensiveis.

De todas as amostras isolaram-se cepas de
Streptococcus spp. Constatou-se, pela atividade
hemolitica, que as cepas foram B-hemoliticas e
que houve predominancia da bactéria no encéfalo
(Tab. 1).

Tabela 1. NUmero e isolados de Streptococcus
spp. em 60 amostras de material bioldgico
obtidas de rds touro

Material Total Isolados %
Rins 12 7 58,33
Figado 12 3 25,00
Baco 12 2 16,66
Encéfalo 12 12 100,00
Liquido ascitico 12 1 8,33

Os esfregagos em lamina de microscopia corados
pelo método de Gram evidenciaram a presenca
de cocos Gram positivos agrupados em pares ou
em cadeia. As coldnias desenvolvidas em meio
solido apresentaram morfologia ligeiramente
convexa, puntiforme e circular, acinzentada e
translicida.

As caracteristicas bioquimicas encontradas para
os isolamentos foram semelhantes as obtidas por
outros pesquisadores para Streptococcus spp. de
peixes (Shoemaker et al., 2000; Salvador et al.,
2005). Todas as cepas isoladas apresentaram
resultado negativo para a prova da catalase, da
bile esculina, producdo de H,S, hidrélise da
ureia, descarboxilacdo da lisina, dentre outros
(Tab. 2).
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Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas das cepas identificadas como pertencentes ao género Streptococcus

Caracteristica Resposta Caracteristica Resposta
Desaminacdo do L triptofano + Amido -
Fermentacéo da glicose + Arabinose -
Rhamnose + Manitol -
Citrato + Sorbitol -
Catalase - Lactose -
Hidrélise da ureia - Indol -
Producéo de H,S - Esculina -
Descarboxilacdo da lisina - Motilidade -
Descarboxilacdo da ornitina - Crescimento em NaCl 6,5% -
Gas a partir da glicose - Crescimento a 37° C +

Gelatina -

A classificacdo dos isolados de ras-touro
demonstrou homologia dos perfis bioquimicos
com a cepa referéncia de S. difficile (ND 2-22),
responsavel por meningoencefalite em tilapia-do-
Nilo na regido norte do estado do Parand
(Salvador et al., 2005).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos
revelou 111 padrdes de resisténcia (Tab. 3), e
todas as estirpes de Streptococcus foram
sensiveis a gentamicina e ao cloranfenicol e
altamente  sensiveis a cefotaxima e a
vancomicina. E relevante mencionar que foram

altos os padrdes de resisténcia a cefalotina, a
oxacilina, ao cotrimoxazol e a penicilina.

A bactéria Streptococcus é um patégeno
emergente na piscicultura e agora também na
ranicultura e j& apresenta resisténcia a um grande
nimero de antimicrobianos. Os resultados
obtidos com relagéo a resisténcia principalmente
a cefalotina, a oxacilina e a penicilina sugerem
que o ambiente de criacdo e as ras constituem
fontes potenciais de bactérias resistentes,
especialmente aos antimicrobianos acima
descritos.

Tabela 3. Padrdes de resisténcia aos antimicrobianos apresentados por estirpes (n=25) de Streptococcus

spp. isolados em ras-touro

Padrdo  Fendtipo de resisténcia ao Estirpes Resisténcia Estirpes Sensibilidade
antimicrobiano resistentes (%) sensiveis (%)
1 Cotrimoxazol 14 56 11 44
2 Ceftazidima 8 32 17 68
3 Cefoxitina 2 8,0 23 92
4 Eritromicina 10 40 15 60
5 Gentamicina 0 0 25 100
6 Amicacina 12 48 13 52
7 Cefalotina 16 64 9 36
8 Cefotaxima 1 4,0 24 96
9 Clindamicina 11 44 14 56
10 Cloranfenicol 0 0 25 100
11 Oxacilina 16 64 9 36
12 Tetraciclina 6 24 19 76
13 Vancomicina 1 4,0 24 96
14 Penicilina 14 56 11 44
Shoemaker e Kilesius (1997) relataram sinais clinicos, mas nao o agente; 0s animais

dificuldades na utilizacdo de antibidticos para o
tratamento de infec¢Bes por Streptococcus spp.,
pois o patdgeno pode sobreviver no interior de
macrdfagos, onde as drogas antimicrobianas ndo
os alcancam. Os antibidticos podem eliminar os
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doentes ndo se alimentam da racdo medicada e,
portanto, determinam maior predisposicdo as
linhagens do microrganismo resistentes.
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No ambiente aquatico, principalmente em
sistemas de criacdo intensiva de ras, estas
permanecem em contato com um grande nimero
de microrganismos potencialmente patogénicos,
mas, em condi¢cbes normais, 0Ss animais
permanecem saudaveis. Todavia, em condic¢Oes
estressantes, como manejo incorreto  ou
condicles sanitarias inadequadas, as bactérias
oportunistas, como o Streptococcus spp. podem
tornar-se patdgenos potenciais (Pasteris et al.,
2006). A estreptococose é uma enfermidade que
provoca grandes perdas econfmicas em
pisciculturas do mundo todo, e escassos sdo 0s
relatos dessa enfermidade em raniculturas.

No Brasil, estudos bacteriolégicos foram
realizados com cepas de Streptococcus spp.
principalmente em tildpias (Salvador et al.,
2005). Entretanto, este € o primeiro relato do
isolamento dessa bactéria em rés-touro no estado
de Séo Paulo.

Sabe-se que interagBes entre a bactéria e a pele
do hospedeiro sdo o0 primeiro passo para a
adesdo, colonizacdo e translocacdo bacteriana
(Nikoskelainen et al., 2001). Neste estudo, a
porta de entrada para o patégeno foram as
laceracBes encontradas na pele, como as
petéquias, as quais revelaram distorcGes
glandulares, que serviram para a colonizagéo
bacteriana preferencial de 6rgdos vitais das rés,
como 0s rins e o sistema nervoso (encéfalo).
Estes resultados foram semelhantes aos
encontrados por Salvador et al. (2005), que
isolaram Streptococcus iniae de tilapias-do-Nilo
com predominancia da bactéria em 12 das 17
amostras de encéfalo analisadas (70,6%).

Estreptococos  sdo  bactérias  amplamente
distribuidas no ambiente aquético, e sua
patogenicidade esta associada as condigdes de
estresse relacionadas principalmente a qualidade
da 4gua e as condicBes de criagdo intensiva.
Assim, o aumento da densidade populacional é
diretamente proporcional a ocorréncia de
abrasdes de pele nas rés, indicando que esta é
uma das principais vias de infeccdo, o que pode
ter contribuido para a infeccdo massiva das rés
pela bactéria.
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Os estreptococos podem sobreviver mesmo em
condicbes ambientais adversas. Perera et al.
(1997) sugeriram a existéncia de fonte
permanente de estreptococos no meio aquatico.
Quando as condigdes sdo favoraveis, tais como
grande quantidade de matéria organica, as
bactérias presentes na agua multiplicam-se e
provocam surtos de enfermidade nos animais
aquaticos.

Mauel et al. (2002) relataram um surto de
estreptococose em ranarios comerciais da
Georgia, o qual provocou um grande ndmero de
mortalidade, fato inédito para a bactéria
Streptococcus em ras. Isso também foi observado
neste trabalho, em que a mesma bactéria foi
responsavel pela mortalidade de 80% das rés-
touro.

Embora o uso de antibioticos para o tratamento
de bacterioses reduza a mortalidade, a prevengéo
ainda é a melhor forma de garantir a salde do
plantel, uma vez que o custo dos antimicrobianos
€ oneroso e muitas vezes inefetivo. A redugdo de
agentes estressores, como densidade adequada de
animais por baias e manuten¢do de uma boa
qualidade de agua, ainda é a maneira mais
eficiente para evitar enfermidades,
principalmente por bactérias como
Streptococcus. Dessa forma, o estresse gerado
pelo sistema de criacdo intensivo observado nos
randrios estudados, principalmente com relagdo a
elevada densidade populacional de rés por baia,
provavelmente foi o responsavel pelo aumento
da susceptibilidade dos animais & infec¢do por
Streptococcus spp.

Conclui-se que a bactéria Streptococcus foi a
responsavel pela septicemia e meningoencefalite
observadas nas rds-touro e que 0S
antimicrobianos  cloranfenicol, gentamicina,
vancomicina, cefotaxima e cefoxitina podem ser
0s mais indicados para o tratamento da
estreptococose.

Palavras-chave: ra-touro, Streptococcus spp.,
isolamento, antibiograma
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ABSTRACT

Twelve bullfrogs were selected from two commercial frog farms and clinically diagnosed as attacked by
Streptococcus disease. Sixty samples were collected, and Streptococcus spp. was isolated from all
bullfrog, being 12 (100%) from the encephalus, seven from the kidneys (58.3%), three from the liver
(25%), two from the spleen (16.6%), and one from the ascitic liquid (8.3%). Streptococcus co-hemolytic
were isolated from all the 60 samples, which were sensible to chloramphenicol (100%), gentamycin
(100%), vancomycin (96%), cefotaxime (96%), and cefoxitine (92%).

Keywords: bullfrog, Streptococcus spp., isolation, antibiogram
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