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RESUMO

Atualmente € crescente 0 numero de pesque-pagues, estes oferecem servicos
relacionados pratica de esportes e lazer, atraindo um publico cada vez maior e
diversificado. Entretanto, muitas vezes tais estabelecimentos sao potenciais
disseminadores de microrganismos patogénicos, a exemplo as bactérias do género
Aeromonas, estas sdo frequentemente isoladas em infecgcdes em peixes e humanos.
Este trabalho, teve como objetivo verificar a ocorréncia de Aeromonas spp. em
amostras de 4gua de cultivo e em peixes provenientes de pesque-pagues localizados
no interior da Bahia e ilha de Itaparica e verificar seu perfil de susceptibilidade a
agentes antibacterianos. A coleta foi realizada em 3 viveiros de cada uma das 10
piscicultura, sendo retirada 2 a 3 amostras de peixes e 500ml de agua, perfazendo um
total de 143 amostras, 48 de agua e 95 de peixes (tilapia). Através das analises
microbioldgicas foram pesquisados as contagem de Aeromonas spp. e realizado o
teste de sensibilidade Antimicrobiana. A partir das analises foi possivel observar um
maior isolamento de Aeromonas spp. ha agua no periodo chuvoso (2,92 UFC/g-1)
quando comparado ao periodo seco (de 2,24 UFC/g-1). Nas 95 (100%) amostras de
peixe foram realizado o isolamento do género Aeromonas. No perfil de sensibilidade
Antimicrobiana, 34% das amostras foram resistentes a Cefalotina e 19,7% a
Cefuroxima. Podemos concluir que os pescados e a agua destes estabelecimentos
sao possiveis disseminadoras do agente Aeromonas spp., representando um risco a
salde publica. E necessario um maior monitoramento da qualidade da agua dos
pesque-pagues, pois condi¢cdes inadequadas podem favorecer a multiplicacdo de

bactérias oportunistas, estas patogénicas aos peixes e frequentadores destes locais.

Palavras-Chaves: Cefuroxima, Sensibilidade Antimicrobiana, Oreochromis niloticus,

Cefalotina.



ABSTRACT

Currently, there is a growing number of fish-pays, which offer services related to sports
and leisure, attracting an ever-widening and diversified public. However, such
establishments are often potential disseminators of pathogenic microorganisms, such
as Aeromonas bacteria, these are often isolated in infections in fishes and humans.
The objective of this work was to verify the occurrence of Aeromonas spp. in samples
of culture water and in fish from fishermen located in the interior of Bahia and Itaparica
Island and to verify their susceptibility profile to antibacterial agents. The collection was
carried out in 3 nurseries of each of the 10 fish farms, and 2 to 3 fish samples and 500
ml of water were collected, making a total of 143 samples, 48 of water and 95 of fish
(tilapia). Through the microbiological analyzes the counts of Aeromonas spp. and the
antimicrobial sensitivity test was performed. From the analyzes it was possible to
observe a there was greater isolation of Aeromonas spp. in the rainy season (2.92
CFU / g') when compared to the dry period (2.24 CFU / g1). In the 95 (100%) fish
samples were carried out the isolation of the genus Aeromonas. In the antimicrobial
sensitivity profile, 34% of samples were resistant to Cephalotin and 19.7% to
Cephuroxime. We can conclude that the fish and the water from these establishments
are possible disseminators of the agent Aeromonas spp., representing a risk to public
health. Further monitoring of the quality of fishery water is needed, as inadequate
conditions may favor the multiplication of opportunistic bacteria, which are pathogenic
to fish and visitors of this place.

Key-words: Cefuroxime, Antimicrobial Sensitivity, Oreochromis niloticus, Cephalothin.
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1. INTRODUCAO

Atualmente tem-se notado uma difuséo, principalmente em cidades interioranas
de propriedades que investem em éareas de lazer como por exemplo 0s hotéis
fazendas e os pesque-pagues. Estes Ultimos, possuem o objetivo de promover
atividades recreativas, como a pratica pesqueira, atraindo um publico cada vez maior
e diversificado (LORENZON, 2009). Entretanto, alguns pesque-pagues negligenciam
as medidas de controle sanitario, havendo deste modo a possibilidade de veiculacéo
de doencas transmitidas por agua e alimentos (DTA). As DTAs constituem um
importante problema para a saude publica, pois tais afec¢cdes podem ser fatais a
criancgas, idosos e a pessoas com o sistema imunolégico comprometido (BRASIL,
2010).

Aeromonas spp. formam um grupo de microrganismos considerados
importantes patdogenos de peixes e humanos, sendo frequentemente isolados em
pescados mesmo apds o congelamento (GONZALEZ-SERRANO et al., 2001), e em
amostras de fezes de pacientes com diarreia de origem alimentar (VILA et al., 2003;
MARQUES, 2011). As bactérias do género Aeromonas, de modo geral, apresentam
elevados percentuais de resisténcia a alguns tipos agentes antimicrobianos (SILVA,
2010). Estes dados s&o preocupantes, visto que o aumento da resisténcia aos
antibioticos gera grave problemas em terapias que utilizam como base tais principios

ativos para tratamentos de seres humanos e/ou animais (KO et al. 1996).

Pouco é conhecido a respeito da quantidade de pesque-pagues no Estado da
Bahia, pois embora exista documentos que regulamentam tais estabelecimentos, o
controle e fiscalizagdo ainda se mostra inadequado e ineficiente. Tendo em vista, o
namero cada vez crescente destas propriedades, onde muitas vezes nao possuem
um controle higiénico-sanitario eficaz podendo ser um potencial disseminador de
microrganismos patogénicos, este trabalho tem como obijetivo verificar a ocorréncia
de Aeromonas spp. em amostras de agua de cultivo e em peixes provenientes de nove
pesque-pagues do Interior da Bahia e ilha de Itaparica e seu perfil de susceptibilidade

a agentes antibacterianos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Producdo aquicola

Em 2017, o Brasil produziu cerca de 692 mil toneladas de peixes de cultivo, um
crescimento de 8% em relacdo ao volume produzido em 2016. A regiao Nordeste foi
responsavel por 16,10% da producao, e a Bahia contribuiu com 27.500 toneladas de
peixes no ultimo ano (PEIXE BR, 2018).

Segundo a Associacao Brasileira da Piscicultura (2018), a Bahia é o lider da
atividade na regido Nordeste, onde a espécie mais cultivada é a tilapia (Oreochromis
spp.), representando aproximadamente 52% da produc¢do nacional, a Bahia € o quinto
maior produtor de tilapia do Brasil, com uma producéo de 22. 220 toneladas.

O principal motivo para o crescimento do cultivo de pescados nos ultimos anos
no mundo foi o aumento da demanda alimentar ocasionado pelo crescimento
populacional. Desta forma novas areas pesqueiras sugiram, e no Brasil diversos
fatores favoreceram a expansédo da aquicultura no pais, tais como disponibilidade de
recurso hidricos, condi¢des climaticas favoraveis, importacédo de insumos e facilidade

de adaptacao a estas tecnologias estrangeiras (SCORVO- FILHO, 2006).

Outro importante motivo que contribuiu para a expansao desta atividade foi o
elevado valor nutricional do pescado, que se tornou uma excelente alternativa para
substituicdo de outras fontes proteicas, por possuir facil digestibilidade, elevados
teores de proteinas, vitaminas e sais minerais (SOARES & GONCALVES, 2012).

2.2 O interior baiano e os Pesque-pagues

As principais atividades econdmicas realizados do interior da Bahia sdo as
atividades industriais, extracao de petroleo, agricultura, pecuaria, e o turismo (IBGE,
2006; BRASIL, 2016). A agropecuaria no estado tem importante papel na geracao de
empregos, renda e na contengdo do éxodo rural, contribuindo assim para o
desenvolvimento socioecondémico da regido. Tais atividades exigem que o produtor
rural esteja atento aos avancgos tecnologicos, cientificos e do mundo do trabalho
(BRASIL, 2016).

A pesca recreativa nos ultimos anos ganhou novos adeptos no Brasil, em

dominio privado, esses estabelecimentos sdo chamados de pesque-pagues, estes
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sao locais tranquilos, geralmente distantes dos centros urbanos, apropriados para que
0 publico tenha contato com a natureza, diversdo e um bom descanso (ANDRIOTA,
2005).

Geralmente sdo estabelecimentos que possuem uma estrutura que combina
uma série de atividades, como restaurantes, tanques para pesca, areas para pratica
de esportes, playground para as criancas, entre outros servicos. Na Bahia muitos
pesque-pagues surgiram como uma alternativa para proprietarios de chacaras, sitios
e hotéis fazendas, aproveitarem o espaco para aumentarem suas rendas. Tal
associacao gera impactos positivos as comunidades locais, uma vez que cria novas
oportunidades de emprego consequentemente melhor qualidade de vida (EMBRAPA,
2003).

Entretanto, alguns pesque-pague possuem uma infraestrutura precéaria, uma
vez que a maioria destas propriedades séo localizadas na zona rural, e seus gestores
“ex-agricultores” que resolveram investir em uma nova area, nao possuem
conhecimento das necessidades especificas desta atividade (ANDRIOTA, 2005).
Além disto, alguns deles possuem residéncias e alojamentos proximos aos tanques,
onde os dejetos sdo langados no curso d’agua, frequentemente sem tratamento
adequado, aumentando assim a quantidade de matéria organica na agua,
favorecendo deste modo, a proliferacdo de microrganismos, alguns patogénicos ao
homem e aos peixes (BASTOS et al, 2006).

A Portaria IBAMA n°. 136/98. Estabelece normas para registro de aquicultor e
pesque-pague no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renovaveis.
O Ibama também é responsavel pela fiscalizacdo destes estabelecimentos.
Entretanto, ha poucos registros que contenham informacdes precisas sobre a
guantidade, onde se localizam e informacdes oficiais a respeito do acompanhamento

e fiscalizacéo deste tipo de estabelecimento.

2.3 Doengas Transmitidas por Agua e Alimentos (DTA)

DTA é um termo utilizado para denominar uma sindrome geralmente
relacionada a ingestao de alimentos ou agua contaminados por agentes de natureza
infecciosa ou toxica (AMSON et al. 2006; BRASIL, 2008). Os agentes causais mais
frequentemente associados a esta afeccao sdo as bactérias, toxinas, virus, parasitas,

substancias quimicas e metais pesados (BRASIL, 2010).
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As principais manifestagfes clinicas observadas sdo anorexia, nauseas,
vomitos e/ou diarreia, porém também pode ocorrer alteracbes em sistemas extra-
intestinais, como no sistema nervoso, muscular, circulatorio e genital. Isso vai
depender do agente etioldgico envolvido (AMSON et al. 2006; BRASIL, 2008; BRASIL
2010; BRASIL, 2013; SILVA et al., 2017).

Segundo Manual Integrado de Prevencao e Controle de Doencas Transmitidas
por Alimentos (2010) podemos classificar as DTA conforme 0s mecanismos
patogénicos envolvidos na determinacdo desta afeccédo em: (i) Infeccdo — causadas
pela ingestdo de microrganismos patogénicos; (ii) Toxinfecgcdes — sdo causadas por
microrganismos toxigénicos, cujo quadro clinico € provocado por toxinas liberadas
guando estes se multiplicam, esporulam ou sofrem lise na luz intestinal; (iii)
IntoxicagOes — s&o provocadas pela ingestao de toxinas formadas em decorréncia da
intensa proliferacdo do microrganismo patogénico no alimento; (iiii) Intoxicagcdes nao
bacterianas- causado por outros agentes nao bacterianos estdo envolvidos com DTA
(por metais pesados, agrotoéxicos, fungos).

A Portaria SVS/MS n° 1.271 de 6 de junho de 2014 — estabelece que deve ser
notificado todo evento de salde publica que se constitua ameacga a saude publica
como os surto de DTA assim como também doencas como o Botulismo, Colera, DCJ
e Febre Tifoide.

Todo cidadao tem o dever de comunicar & autoridade sanitaria a ocorréncia de
surto de DTA. A notificacdo € de carater obrigatério aos profissionais de salde em
exercicio, responsaveis por organizacdes e estabelecimentos publicos e particulares
de saude. Entretanto, poucos casos sao notificados, onde um pequeno numero de
cidades possuem dados atualizados sobre os principais agentes envolvidos,

populacao de risco, alimentos e fatores contribuintes (BRASIL, 2010).

A importancia do pescado como transmissor de patdogenos depende de
multiplos fatores. De maneira geral, quando comparados o nimero de casos de DTA
provocados pelo consumo de peixe em relagdo a outras fontes proteicas, o indice é
relativamente baixo, entretanto, poucos paises mantém os registros atualizados
(HUSS et al., 2000; BARBOSA 2013), dificultando assim, o controle e mapeamento

das ocorréncias.
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2.4 Caracterizacdo Aeromonas spp.

As bactérias do género Aeromonas pertencem a familia Aeromonadaceae, 0s
membros deste género incluem bastonetes curtos 0,3-1,0 um de diametro e 1,0-3,5
um de comprimento, compreendem bactérias gram-negativas e possuem ampla
distribuicdo geografica cuja habitat € predominantemente aquatico (SILVA, 2010;
SUHET, 2011; BARBOSA, 2013).

Esse género inicialmente era agrupado como membro da familia Vibrionaceae.
Porém ap0s pesquisa filogenéticas dos genes rRNA. Colwell et al. (1986) sugeriram
uma nova familia, ja que existiam evidéncias genéticas e moleculares que
comprovavam o ndo enguadramento do género neste grupo (SILVA, 2010; SUHET,
2011).

A classificacdo do género Aeromonas ainda € confusa, ndo estando bem
definida, onde varias espécies ou grupos de hibridizacdo (HGs) de DNA tém sido
descritos (SILVA, 2010; MARQUES, 2011). Baseados em estudos genéticos,
bioquimicos e conformacionais, atualmente 14 espécies sdo estabelecidas
Aeromonas hydrophila, A. media, A. bestiarum, A. caviae, A. jandaei, A. eucrenophila,
A. veronii, A. allosaccharophila, A. schubertii, A. encheleia, A. sobria, A. trota, A.
salmonicida, A. popofi (FIGUERAS et al., 2000; KOZINSKA et al., 2002).

Na grande maioria sdo moveis por possuir flagelo polar monotriquio. As
espécies A. salmonicida e A. media séo caracterizadas como imoveis e psicrofilas
(SILVA, 2010; BARBOSA, 2013). Produzem acido ou &cido e gas a partir da
fermentacao de glicose, reduzem nitrato a nitrito e dependendo da espécie, possuem
temperatura 6tima de crescimento de 22 — 28°C ou 35 — 37°C (MARTIN-CARNAHAN
e JOSEPH, 2005; TAVARES et al, 2014).

Os mecanismos da patogenicidade da Aeromonas se deve a multiplos fatores
gue ndo foram bem elucidados. O género produz hemolisinas, citotoxinas,
enterotoxinas, fosfolipases, proteases, DNAses, adesinas, leucocidinas, elastases,
colinesterases e endotoxinas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2005; PEIXOTO et al.,
2012).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) o género Aeromonas €

descrito como emergente, porém a legislacdo ambiental e sanitaria vigente no pais
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ndo trazem os valores de referéncias para esses microrganismos em agua e
alimentos. Entretanto a realizacdo da pesquisa deste patégeno € de extrema
importancia para a saude publica uma vez que podem causar patologia tanto em
peixes quanto em humanos (MORITA et al., 2006; SILVA, 2010).

2.5 Aeromonas spp. em agua

As aeromonas spp. sado bactérias amplamente distribuidas em ambientes
aguaticos, sendo isolados em rios, lagos, viveiros, aguas estuarinas, agua potavel,
agua do solo, agua de esgoto em diversos estagios de tratamento (SILVA, 2010; LIMA,
2017). O principal motivo para isso é sua extrema adaptabilidade (MATTE, 1995). As
células de Aeromonas ainda possuem a capacidade de formar biofilme, desta forma
tornam-se mais resistentes a acdo de cloro, dificultando assim o controle

bacteriol6gico nos sistemas de producdo (MARQUES, 2011).

Em estudo realizado por Fuzihara et al, (2005) foi possivel verificar a
ocorréncia de Aeromonas spp. moveis em um total de 730 amostras de agua de
consumo humano de diferentes origens, nas quais 495 eram provenientes da rede
publica de abastecimento tratada, 208 de solucdes alternativas (pocos artesianos,
pocos rasos, minas) e 27 amostras de agua mineral envasada. Outra pesquisa
realizada por SILVA et al. (2010) em que foram analisadas 48 amostras de agua dos
viveiros, onde a presenca de bactérias Aeromonas spp. foi confirmada em 100% das
amostras, ou seja, nas 12 propriedades Regido da Baixada Ocidental Maranhense

avaliadas, houve isolamento destas bactérias.

2.6 Aeromonas spp. em peixes

As bactérias pertencentes a esta familia s&o uma das principais responsaveis
por infeccBes em peixes de agua doce (FIGUEIREDO & LEAL, 2008, HIRSCH et al,
2006), as infeccOes causas por Aeromonas spp. sao associadas com alteracdes nas
condi¢gbes ambientais e/ou fatores estressantes aos quais 0s peixes sao submetidos,
como por exemplo: superpopulacdo dos tanques, altas temperaturas e suas
alteracOes inesperadas, manejo inadequado, transporte, baixo teor de oxigénio,

manejo nutricional inadequado e infec¢des por parasitas (BARCELLOS et al., 2008).

Podem causar doencas em qualquer espécie por ser um agente oportunista.

Seu habitat natural é a flora microbiana normal dos peixes e em matéria organica em
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estado de decomposicao presentes na agua e no fundo dos tanques (POND et al.,
2006; BARBOSA, 2013). A. caviae, A. sobria, A. hydrophila, A. bestiarum e A. veronii
sdo as principais causadoras de doencas em peixes, que em conjunto sao

denominadas de “septicemia por aeromonas moveis” (FIGUEIREDO & LEAL, 2008).

A. hydrophila é a mais frequentemente isoladas no desenvolvimento de
enfermidades em peixes, 0s principais sinais clinicos observados na infeccdo é
necroses, abcesso ou ulceracdes no pedunculo caudal, evoluindo para descamacdes
cutaneas, formando-se lesdes ulcerativas na regido corpdérea e nadadeiras com
exposicdo da musculatura, a quadros tipicos de septicemia (BHARADWAJ et al.,
2013). Na septicemia hemorragica as lesdes caracteristicas sdo: pequenas lesdes
superficiais, hemorragia local, ulceras, exoftalmia e distensdo abdominal (AUSTIN &
AUSTIN, 1987; SUHET, 2011, PAVANELLI, 2008).

Costa (2016) em estudo sugere que 0s critérios para a prevenc¢ao da ocorréncia
de microrganismos em peixe devem ser estabelecidos durante a criacdo, para isso
sdo necessarios cuidados com a qualidade da agua utilizada nos tanques, também
deve ser realizado o controle das cargas poluidoras presentes no ambiente de
entorno, como por exemplo: animais, lixo, plantacdes nas proximidades dos tanques.
A autora menciona ainda a importancia da assisténcia técnica especializada na

orientacdes e recomendacdes ao produtor.

Em pesquisa realizada em criatorios comerciais de jundias (Rhamdia quelen)
na regido de Passo Fundo (RS) (BARCELLOS et al, 2008) foram identificados os
aspectos das lesbes causadas por Aeromonas spp, tais lesdes iniciaram com
ulceracdo do pedunculo caudal que evoluiram para descamacado cutanea, formando
lesGes ulcerativas no corpo e barbilhdes com exposicdo de musculatura.
Microscopicamente eles observaram, degeneracdo, necrose, hiperplasia, infiltrado

mononuclear e presenca de colonias bacterianas.

2.7 Aeromonas spp. em humanos

A gastroenterite € a forma de infeccdo mais comum causada por aeromonas
em humanos (SILVA, 2010). Onde na maioria dos casos 0s principais sinais clinicos
séo diarreia aquosa com presenca de sangue e muco, dores abdominais, vomitos e
febre (MARQUES et al, 2011).
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Na literatura ha relatos que os organismos do género Aeromonas s&o capazes
de induzir infec¢cdo humana grave. Tais infe¢ces sdo mais provaveis em pessoas com
0 sistema imunoldgico debilitado. Na maioria dos casos, em individuos sadios, a
infeccdo possui evolucéo autolimitada (DAVIS et al, 1978; YAMADA et al,1997).

Os peixes sdo uma das principais fontes de veiculacdo de Aeromonas spp. para
0s humanos, principalmente quando séo ingeridos crus ou quando o tratamento
térmico foi brando. Além do mais, essas bactérias conseguem sobreviver, multiplicar
e produzir fatores de viruléncia em pescados mesmo apds o congelamento (SILVA,
2010).

Sao classificadas pela OMS (2003) como patdgenos veiculados pela agua e
por alimentos contaminados de interesse emergente a saude publica (HIRSCH et al,
2006). O género € associado com diversas afeccfes, onde podemos citar: Septicemia,
meningite, celulite, ectima gangrenoso, pneumonia, peritonite, conjuntivite, ulcera de
cornea, osteomielite, artrite supurativa, miosite, infeccdo do trato urinario, endocardite,
entre outros (ALTWEGG & GEISS, 1989).

Marques (2011) afirma em trabalho realizado que apesar de varios estudos
correlacionar aeromonas spp. a surtos de diarreia, ainda ndo existe um consenso na
literatura sobre a etiologia dessas bactérias nesse tipo de afeccdo, um vez que nao

estao bem elucidados seus mecanismos de viruléncia.

2.8 Utilizac&o de antimicrobianos na atividade aquicola

A intensificacdo dos sistemas de criagcdo de peixes no Ultimos anos, gerou o
aumento indiscriminado do uso de antimicrobianos na profilaxia e no tratamento de
doencas. O uso dessas drogas ocasionam imenso impacto ambiental, resultando em
diversas consequéncias, assim como a selecdo de bactérias resistentes, sobretudo
da espécie Aeromonas spp. (FIGUEIREDO & LEAL, 2008).

A resisténcia antimicrobiana ocorre quando a bactéria adquire genes que permitem
a interferéncia no mecanismo de ag&o do antibiotico por mutagédo espontanea de DNA
ou por transformacéao e transferéncia de plasmideos (BOZDOGAN, 1999; SILVA et
al., 2009).

Alguns mecanismos de resisténcia utilizados pela bactérias sédo: (A) producéo de

enzimas que degradam ou modificam antibioticos; (B) reducao da permeabilidade da
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membrana externa; (C) Sistemas de efluxo hiperexpressos; (D) alteragcéo do sitio alvo
(de ligacdo) do antibidtico; (E) bloqueio ou protecdo do sitio alvo do antibiotico
(ANDRADE & DARINI, 2016).

Os residuos destes antibidticos tem levado ao crescimento da resisténcia
bacteriana a diversos principios ativos, trazendo desta forma preocupacdo as
autoridades sanitarias (FIGUEIREDO & LEAL, 2008). Diversos estudos em todo
mundo tém descrito padrdes de resisténcia a antimicrobianos para bactérias do

género Aeromonas em peixes ou ambientes de pisciculturas (SILVA, 2010).

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Area de estudo

A pesquisa foi realizada em sete municipios localizados no interior da Babhia,
sobretudo no Recdncavo: Amélia Rodrigues, Amargosa, Sao Felipe, Conceicdo do
Almeida, Dom Macedo Costa e Santo Antonio de Jesus, Ubaira e na ilha de Itaparica

localizada no litoral baiano.

Inicialmente o projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB). Apés a aprovacgéo

foram realizadas as coletas.

Os critérios principais para a escolha das pisciculturas foram a existéncia de
viveiros escavados que oferecessem o servigco de pesque-pague com peixes em idade
adulta.

Figura 1- Imagens fotograficas dos Pesque-pagues. A estrada de acesso, B e
C, tanques.

Fonte: Acervo pessoal (2017)
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3.2 Periodos de realizacéo

A coleta foi realizada em dois periodos do ano, entre fevereiro a agosto de
2017, sendo a primeira coleta realizada no periodo seco (fevereiro, marco e abril) e a
segunda no periodo chuvoso nos meses de junho, julho e agosto, totalizando seis
meses (SILVA, 2010).

3.3 Coleta das Amostras

Uma amostra de agua de superficie (500 mL) foi colhida em quatro pontos em
até 3 viveiros em cada piscicultura, totalizando 48 amostras de 4gua, 24 por periodo.
ApoOs a coleta as amostras foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
transportados ao Laboratorio de Parasitologia e Microbiologia animal (LPM) da

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia para anélise.

As amostras de peixe foram coletadas semanalmente. De cada piscicultura
coletou-se de 3 a 6 amostras peixe em até 3 viveiros, totalizando ao final da pesquisa
95 amostras de peixes, 47 no primeiro periodo e 48 no segundo periodo. Os peixes
foram coletados com auxilio de varas de pescar ou tarrafas das préprias pisciculturas,
em seguida foram abatidos pelo método do choque térmico (termonarcose). As
amostras foram acondicionadas em caixas térmicas refrigeradas e transportadas para

o laboratdrio.

3.4Preparo e andlises das Amostras

Nas amostras de agua inicialmente realizou-se o processo de diluicdo decimal,
a amostra foi diluida em agua peptonada a 0,1 % esterilizada, adicionando-se 10 ml
da amostra em 90 ml do diluente, obtendo-se a diluicdo 101. A partir dessa primeira

diluicdo foram obtidas as diluicdes decimais sucessivas até a 104 (APHA, 1998).

Para o preparo do peixe foi realizada a evisceracdo e em seguida, pesou-se
25¢g de cada amostra e adicionou-se a 225 ml de 4gua peptonada a 0,1%, para a
preparacao da primeira diluicdo. A partir dai foram realizadas diluicdes seriadas até a
diluicdo 10°® (SILVA et al., 2010). Esses procedimentos foram realizados para cada

amostra dos diferentes fornecedores.
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Para quantificacdo de Aeromonas foi utilizado o meio 17118 Aeromonas
Isolation Agar (Base), acrescido de um suplemento o “Aeromonas Selective
Supplement” (ampicilina). A metodologia utilizada para a contagem de
microrganismos Aeromonas spp foi a técnica de plagueamento foi o pour plate
(plagueamento em profundidade) (SILVA et al., 2010). O processo de incubacao
correu a partir das diluicbes seriadas e o plaqueamento foi realizado em triplicata. As
placas foram incubadas invertidas em estufa a 35° C e a contagem e identificacao
realizada ap0s 24 horas, por meio da diferenciacdo das cores verde-escuro, opaco
com centros escuros. As coldnias que apresentarem cor verde-escuro, opaco com
centros escuros (Figura 2, A) foram consideradas positivas para Aeromonas spp.

Figura 2- Plagueamento e conservacdo dos microrganismos Aeromonas spp.
das amostras analisada.

Fonte: Acervo pessoal (2017).

As colbnias identificadas como coldnias de Aeromonas spp., em numero de
até cinco por amostra, foram semeadas em o cérebro coragdo caldo BHI (Figura 2, B)
para a conservacdo (SUAREZ, 2011; EVANGELISTA-BARRETO et al., 2006;
APHA,1998).

3.5 Perfil de Susceptibilidade a agentes antibacterianos

O perfil de resisténcia aos agentes antibacterianos foi realizado pelo método de
difusdo em disco em Agar Muller-Hinton. Foram testados 13 antibiéticos, inicialmente
foi preparada uma suspenséo bacteriana a partir de 3 — 4 col6nias de cada estirpe em
estudo, homogeneizadas em soro fisioldgico estéril. As suspensdes passaram por um

processo de inoculagéo sendo realizada individualmente para cada estirpe, em placas
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contendo de 15 a 20 ml de agar Mueller-Hinton e, apds o periodo de secagem da
superficie do meio, os discos contendo os antimicrobianos foram introduzidos ao meio,
e as placas incubadas durante 18 a 24 horas de incubacao a 37°C. Transcorrido este
periodo foi feita a leitura dos dados a partir da medida dos halos de inibicdo, com a
utilizacdo de uma régua milimétrica. Os didmetros obtidos foram comparados com a
tabela fornecida pelo fabricante dos discos utilizados, sendo cada estirpe classifica
segundo o halo formado em: sensivel, resistente ou intermédio (SILVA, 2010;
MARTINELI et al, 2011).

Os antimicrobianos testados foram 0s seguintes principios ativos: Amicacina
(10 pg), Amoxicilina+Clavulanato (20x10 pg), Ampicilina (10 pg), Cefalotina (30 ug),
Cefepime (30 pg), Cefoxitina (30 ug), Ceftazidima (30 pg), Cefuroxima (30
Mg),Ciprofloxacin (5 pg), Gentamicina (10 ug), Imipenem (10 pg) e Sulfazotrim (20 ug),
Meropenen (10 pg) (SILVA,2010; MARTINELI et al, 2011)

Figura 3. Teste de resisténcia antimicrobiana

Fonte: Acervo pessoal (2017)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Pesquisa Aeromonas spp. em agua.

A partir do estudo foi possivel verificar que representantes do género
Aeromonas spp. foram isolados na totalidade das 24 (100%) amostras analisadas,
onde no periodo chuvoso os valores variaram de 1,17 a 4, 32 UFC/g* e no periodo
seco a variacdo foi de 0,95 a 4,47 UFC/g'. A Tabela 1 apresenta os valores de
Aeromonas spp. isolados nas amostras de agua no periodo chuvoso e no periodo
Seco nos pesque-pagues avaliados.

Tabela 1- Numero de Isolados de Aeromonas spp. da dgua de 10 pesque-pagues
situados no Recdncavo da Bahia em 2017.

Periodo Chuvoso Periodo Seco

Propriedades Tanques Aeromonas ssp Aeromonas ssp
Log Log
UFC/g-t UFC/g-t

1 1,49 <1

P1 2 2,13 2
3 1,61 <1
1 2,28 3,96
P2 2 4,23 3,88
3 4,4 <1

1 2,47 3

P3 2 2,47 2,6
3 2,47 <1
1 2,05 2,47
P4 2 2,47 2,47
3 1,69 <1

P5 1 1,17 <1
2 2,43 <1
P6 1 4,12 4,47
P7 1 3,85 <1
1 3,44 <1

P8 2 2,69 <1
3 3,25 2,77

P9 1 3,36 2,3

2 3,69 2
1 3,92 3,92
P10 2 4,06 4,06
3 4,32 4,32

Minimo 1,17 <1
Maximo 4,32 4.47
Média 2,92 2.24

Desvio padréo 2,08 0,86
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Podemos observar a partir da tabela 1, que no periodo chuvoso houve um maior
isolamento de Aeromonas spp. quando comparado ao periodo seco, onde o valor
meédio obtido foi de 2,92 UFC/g-t no periodo chuvoso e de 2,24 UFC/g-t no periodo
seco. O aumento do volumes das chuvas, consequentemente maior carreamento de
elementos e sujidades pela agua, justifica o maior isolamento destes patégenos na
agua nesta época do ano (SIQUEIRA, 2015).

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram a ampla disseminacao de
Aeromonas spp. nos pesque-pagues avaliados. Tais resultados sdo semelhantes aos
obtidos em estudo realizado por Silva (2010) em pesquisa a Aeromonas spp. em
Pisciculturas da Regido da baixada ocidental Maranhense. Siqueira (2015) também
em seu trabalho para averiguar a qualidade da agua e do pescado provenientes de
pesque-pagues situados no estado de S&o Paulo, observou ampla distribuicdo do
género Aeromonas nos itens pesquisados, corroborando com os resultados obtido

nesta pesquisa.

Grafico 1- Médias das contagens de Aeromonas spp. obtidas a partir das anélises da
agua de tanques dos pesque-pague da regido do recéncavo da Bahia, no periodo

chuvoso e seco em 2017.

Média

Prop. Total

Prop. 1 Prop. 2 Prop.3 Prop.4 Prop.5 Prop.6 Prop.7 Prop.8 Prop.9 10 por
Periodo

M Periodo Chuvoso 1,74 3,63 2,47 2,07 1,18 4,12 3,85 3,12 3,52 41 2,92
Periodo Seco 1,3 2,94 2,2 198 095 4,47 0,95 1,59 2,15 4,1 2,24

H Periodo Chuvoso Periodo Seco

Fonte: Acervo pessoal (2017).
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No periodo chuvoso 80% das propriedades tiveram um maior isolamento em
relacdo ao periodo seco. No periodo seco somente 0 pesque-pague 6 obteve valor
superior (4,47 Log UFC/g-1) quando comparado com o periodo chuvoso. Os pesque-
pagues 6 e 10 foram as propriedades com maiores contagens de Aeromonas spp.,
sendo que na propriedade 10 ndo houve variagéo entre as duas estagdes do ano.

No periodo chuvoso a contaminacdo da 4gua pode se apresentar elevada e
alterar de forma indesejavel as caracteristicas fisicas, quimicas e microbiologicas do
peixe nela mantido ou criado. Como consequéncia, podera ocorrer estresse no animal,
debilitar seu sistema imunolégico e aumentar a multiplicacdo dos microrganismos
oportunistas, patogénicos e deterioradores (SIQUEIRA, 2015).

Martins (2005) em pesquisa em aguas de superficie do estuario do Rio
Bacanga. Observou que no periodo chuvoso, ocorreram as maiores contagens de
Aeromonas spp., os valores oscilaram entre um minimo de 9,8 x 10* UFC/mL e um
maximo de 3,0 x 10’ UFC/mL. Enquanto que no periodo seco, obteve-se os menores
indices. Resultados semelhantes aos obtidos nesta pesquisa.

Bactérias do género Aeromonas estdo naturalmente presentes em meio
aquatico e sobretudo sdo associadas aos paises subdesenvolvidos e a climas
temperados, tropicais e subtropicais (MORAIS, 2013). Na&o ha padrbes
microbioldgicos na legislacéo brasileira para a contagem de Aeromonas spp. em agua
e alimentos. Entretanto a espécie é frequentemente associada a patogenias em
humanos e em peixes (FONTES, 2007) desta forma, o monitoramento higiénico-
sanitario faz-se necessario a fim de garantir a sanidade dos animais e das pessoas

que fazem uso de tal servico.

Morais (2013) em estudo afirma que o género € descrito como oportunista pelo
fato de afetar frequentemente as criangas, 0s idosos e a pessoas com 0 sistema
imunologico comprometido, entretanto, também existe registo de casos de infecdo em
individuos saudaveis. Os pacientes afetados com doengas hepaticas ou que estdo
realizando terapia imunossupressora ou que estejam hospitalizados estdo mais

propensos a infecao.

4.2Pesquisa Aeromonas spp. em Peixes.
As maiores contagens de Aeromonas spp. em peixes foram obtidas no periodo

seco, onde a média minima encontrada foi <1 UFC/g-* e o maxima foi 5,28 UFC/g-*.
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Na tabela 2 podemos encontrar os valores de Aeromonas spp. detectados nas

amostras de peixes nos estabelecimentos estudados.

Tabela 2- Numero de Isolados de Aeromonas spp. de peixes de 10 pesque-pagues
situados no Recbéncavo da Bahia em 2017.

Periodo chuvoso Periodo seco
Propriedades Tanques Aeromonas ssp Média Log Aeromonas ssp Média Log
Log UFC/g-t UFC/g-t Log UFC/g-t UFC/g-t
1 <1 <1 <1 <1l
P1 2 <1l <1 <1l <1
3 <1 <1 <1 <1
1 <1 <1
<1 <1 2,60 1,77
2 <1 4,06
P2 <1 <1 3,65 3,85
3 <1 <1
<1 <1 <1 <1l
1 4,47 3,00
4,47 4,47 2,95 2,97
P3 2 4,47 2,30
4,47 4,47 2,60 2,45
3 2,47 3,47
4,47 3,47 4,03 3,75
1 3,95 5,20
P4 2,30 3,12 3,32 4,26
2 3,88 5,17
4,09 3,99 3,11 4,14
3 5,46 4,39
<1 3,20 3,93 4,16
1 3,27 3,06 <1 <1
P5 2,84
2 3,23 3,23 <1 <1
4,32 <1
P6 4,47 <1
2,47 <1
1 4,17 3,73 <1 <1
4,47 <1
2,47 <1
P7 1 4,10 3,86 <1 1,47
3,62 2,00
P8 1 <1 <1 514
<1 5,20 517
2 <1 1,92 4,80
2,90 5,22 5,01
3 <1 <1 5,28
<1 5,27 5,28
P9 1 2,77 5,25
2,47 2,62 5,22 5,20
5,14
2 4,22 4,93
<1 2,59 5,01
P10 1 2,69 293 5,23 4,48
3,17 3,73
2 4,80 4,17 4,47 4,47
3,54 4,47
3 3,39 3,39 4,47 4,47
Media Total por periodo 2,58 Log UFC/g-t 3,53 Log UFC/g-t

Nas 95 (100%) amostras foi possivel realizar o isolamento do género
Aeromonas nos pescados. Onde a média total no periodo chuvoso foi de 2,58 Log
UFC/g-* e no periodo seco de 3,53 Log UFC/g-.



30

Barbosa (2013) detectou a presenca de Aeromonas spp. em 98% das amostras
de tilapia comercializadas em dez estabelecimentos de municipios da regido Nordeste
do Estado de Sdo Paulo. A autora afirma em pesquisa que como esse género é
comum em ambientes aquaticos, o pescado pode albergar microrganismos oriundos
do seu habitat natural, na pele, nas branquias e no trato gastrointestinal.

Aeromonas spp. sdo cada vez mais reconhecidas como causadoras de
intoxicacdes alimentares, tendo ja sido isoladas de diversos tipos de alimentos,

principalmente dos produtos oriundos do meio aquatico (MORAES, 2013).

Grafico 2- Médias das contagens de Aeromonas spp. obtidas a partir das analises
dos peixes de tanques dos pesque-pagues da regido do reconcavo da Bahia, no
periodo chuvoso e no seco em 2017.

Média
Total
por
Periodo

M Periodo Chuvoso 0,95 0,95 4,13 3,44 3,11 3,72 3,86 1,31 2,61 3,51 2,58
Periodo Seco 0,95 2,21 3,05 4,18 0,95 0,95 1,5 5,15 5,06 4,47 3,53

Prop.1 Prop.2 Prop.3 Prop.4 Prop.5 Prop.6 Prop.7 Prop.8 Prop.9 Prop.10

H Periodo Chuvoso Periodo Seco

Fonte: Acervo pessoal (2017).

No grafico 2 podemos notar que os valores obtidos variaram bastante entre as
duas épocas do ano, a maior variagao ocorreu no pesque-pague 8, onde no periodo
chuvoso foram obtidos uma contagem de 1,31 Log UFC/g-, e no periodo seco 5,15
Log UFC/g-1. A qualidade microbiolégica do peixe depende de outros fatores além da

agua em que ele é cultivado (LUZ, 2016).
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4.3Resisténcia antimicrobiana

No quadro abaixo podemos visualizar os percentuais de resisténcia aos 13
antibioticos testados: Amicacina; Ampicilina, Amoxilina com Clavulanato, Cefepime,
Cefoxitina, Cefitazidina, Cefalotina, Cefuroxima, Ciprofloxacina, Gentamicina,

Imipenem, Sulfametoxazol/Trimitopim, Meropenem.

Das 91 amostras analisadas 52 (89,6%) foram sensiveis a Amicacina, onde as
amostras provenientes as propriedades: P1, P7, P9 e P10 foram 100% sensiveis. 49,4

% dos pesque-pagues analisados foram resistentes a Ampicilina.



Quadro 1- Perfil de resisténcia microbiana das amostras de pesque-pagues da Regido do Recéncavo da Bahia em 2017.

Antibioticos testados - frequéncia de isolados resistentes, com resisténcia intermediaria e sensiveis (%)

AMOXILINA +
Propriedades N | AMICACINA AMPICILINA CLAVULANATO | CEFEPIME CEFOXITINA | CEFITAZIDINA
R [ s | R 1 | s | R | 1 S R Il | s | R 1L |[s|R| 1 |s

P1 6| 0 0O 100|100 0 0 | 0O 0O 100 | 100 0 0 | 0O 0 100| 0 0 100

P2 11183 272 545|636 0 364|273 91 636 | 0 0 10091 0 99| 0 0 100

P3 16| 0 62 938|375 62 563|187 25 563 | O 0 1200] 0 0 100| 0 0 100

P4 12| - - - | 584 83 333[83 25 667 | O 0 100|416 83 501| 0 0 100

P5 2 | - - - | 50 0o 5 | 0 0 100 | 0 0 1005 0 50| 0 0 100

P6 8 | - - - | 50 0 50 [125 125 75 0 0 100 [375 125 50 | 0 0 100

P7 71 0 0 100 | 428 0 572|428 142 43 0 0 100 [428 286 286| 0O 0 100

P8 1| - - - | 636 0 364[182 0 818 | 0 0 100 [363 182 455| 0 0 100

P9 8 | 0 0O 10| 25 0 75 |125 0 875 | 0 0 100[5 0 50| 0 0 100
P10 10] 0 0O 100 20 0 80 | 10 30 60 0 0 1003 10 60 | 0 0 100
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CONTINUACAO: Antibidticos testados - frequéncia de isolados resistentes, com resisténcia intermediaria e sensiveis (%)

SULFAMETOXAZOL
LOCAIS N | CEFALOTINA CEFUROXIMA | CIPROFLOXACINA | GENTAMICINA IMIPENEM = TRIMITOPIM MEROPENEM
R I S R I S R [ S R [ S R | S R | S R [ S
P1 6 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
P2 1191 181 728 0 182 818 91 0 909 91 909 2772 0 728 182 0 818 91 0 90,9
P3 16| 62 187 751 6,2 25 688 0 0 100 6,2 938 124 0 876 6.2 6,2 876 0 0 100
P4 12 {583 166 251 25 16,6 584 0 0 100 0 100 83 0 91,7 333 83 584 83 0 91,7
P5 2 0 50 50 100 0 0 0 0 100 0 100 0 0 100 50 0 50 0 0 100
P6 8 50 25 25 375 125 50 0 0 100 0 100 0 0 100 125 25 625 0 0 100
P7 7 1429 142 429 142 0 858 0 142 858 0 100 0 0 100 1472 0 85,8 0 0 100
P8 11 [ 72,7 182 91 272 0 728 0 0 100 91 909 91 182 7277 1872 0 81,8 0 9,1 90,9
P9 8 75 125 125 625 0 375 0 0 100 0 100 0 0 100 375 0 62,5 0 0 100
P10 10 | 50 20 30 20 30 50 0 0 100 0 100 10 0 90 40 30 30 10 0 90
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Cefepime, Cefitazidina, Ciprofloxacina, gentamicina, Imipenem e Meropenem
foram os antibi6ticos onde as amostras apresentaram maiores taxas de sensibilidade,

sendo que 100% (91) das amostras foram sensivel para Cefitazidina.

Barcellos et al (2008) ao examinar Aeromonas hydrophila em piscicultura no
Rio Grande do Sul, indicou que 100% das amostras isoladas foram sensiveis a
nitrofurantoina, norfloxacina, tetraciclina, ampicilina e gentamicina e 93,75% ao

cloranfenicol, polimixina B, kanamicina, sulfonamidas e neomicina.

No presente estudo foi possivel verificar que 21,9% foram resistentes a
Amoxilina com Clavulanato, 34% foram resistentes a Cefalotina e 19,7%

apresentaram resisténcia a Cefuroxima.

Para Sulfametoxazol/Trimitopim e Cefoxitina, 20,8% e 26,3% das amostras,
foram resistentes respectivamente. O uso indiscriminado e nao autorizado de
antimicrobianos é um fator agravante na selecéo de bactérias resistentes, assim como
a contaminagdo do meio ambiente por dejetos hospitalares e industriais (PEIXOTO,
2012).

Gréfico 3- Percentuais de Multirresisténcia do género Aeromonas oriundas de
amostras de agua e peixes coletados em pesque-pagues da regido do recéncavo da

Bahia em 2017.
P

rop.
10

W % de Multiresisténcia 16,70% 45,50% 25% 46,20% 50% 63% 71,40% 63,60% 75% 40%

Prop.1 Prop.2 Prop.3 Prop.4 Prop.5 Prop.6 Prop.7 Prop.8 Prop.9

Fonte: Acervo pessoal (2017).

Os pesque-pagues P9 (75%), P7 (71,4%), P8 (63,6%) e P6 (63%) foram as

propriedades com maiores taxas de multirresisténcia, como observamos no Grafico 3.
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Os Microrganismos multirresistentes séo aqueles resistentes a diferentes classes de
antimicrobianos testados em exames microbioldgicos (BRASIL, 2010).

O uso de antimicrobianos é bastante comum em pisciculturas comerciais para
o controle de surtos de doencas bacterianas e como medida profilatica, tal uso
indiscriminado gera a elevacdo da resisténcia das bactérias presentes em tais
ambientes, isso porgue as mesmas, possuem facilidade em adquirir ou transferir
genes de resisténcias (PEREIRA-JUNIOR, 2006).

Outro fato que contribui para o0 aumento da multirresisténcia bacteriana sao as
descargas de efluentes domésticos de origem humana e animal em aguas fluviais,
tais residuos exercem uma acao seletiva e bactérias resistentes e comensais séo

capazes de transferir sua resisténcia a outras bactérias (GONI-URRIZA et al., 2000).

5. CONCLUSAO

1. Foi observado ampla disseminacdo da Aeromonas spp. nas amostras de agua
dos pesque-pagues avaliados.

2. No periodo chuvoso o isolamento da Aeromonas spp. nas agua foram
superiores quando comparado ao periodo seco.
Em 100% das amostras de peixe houve o isolamento de género Aeromonas.

4. 21,9% das amostras foram resistentes a Amoxilina com Clavulanato, 34% a
Cefalotina e 19,7% resistentes a Cefuroxima.

5. As amostras analisadas sdo possiveis disseminadoras do agente Aeromonas
spp., representando um risco a saude publica.

6. Necessario maior monitoramento da qualidade higiénico-sanitario da agua

deste tipo de estabelecimento.
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