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RESUMO

DAL PUPO, Halan Deny. Diversidade da microbiota gram-negativa em
sistemas de cultivo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus). 2006. 42 p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.'

O objetivo do trabalho foi verificar a diversidade da microbiota gram-negativa
em trés diferentes sistemas de cultivo de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus)
constituidos por: sistema 1 (tanque de alvenaria com arragoamento dos animais
utilizando rag¢do comercial peletizada), sistema 2 (tanque de terra com
arragoamento dos animais utilizando ragdo comercial peletizada) e sistema 3
(tanque de terra com adubag@o orgénica). A partir de um banco de bactérias
previamente obtido nos trés sistemas de cultivo, foram selecionadas 188
amostras de bactérias gram-negativas para a identificacdo bacteriana em género
ou espécie. As bactérias foram submetidas aos testes de triagem de catalase,
oxidase e oxidacdo-fermentagdo (O-F) e, seqiiencialmente, aos testes de
identificagdo fenotipica Bac-Tray I e II (Laborclin, Brasil), API 20E ¢ API 20NE
(BioMérieux, Franga), para a identificagdo final. Uma amostra de cada género e
ou espécie identificados foi submetida ao teste de antibiograma de disco de
difusdo, utilizando-se os seguintes antibioticos: ampicilina, cefuroxima,
cloranfenicol,  florfenicol, eritromicina, gentamicina, nitrufurantoina,
norfloxacina, sulfonamidas e tetraciclinas. doze familias bacterianas foram
identificadas entre os diferentes sistemas. Aeromonadaceae (94 isolados, 50%),
seguida por Enterobacteriaceae (45 isolados, 24%) e Pseudomonadaceae (15
isolados, 8) predominaram entre os sistemas, gerando um total de 43 espécies
bacterianas diferentes. Aeromonas hydrophila (34 isolados, 18%) foi a espécie
bacteriana com maior isolamento. A freqiiéncia de gé€neros e espécies isoladas
nos diferentes sistemas apresentou uma diversidade maior que as previamente
relatadas na literatura. Os sistemas de cultivo analisados apresentaram perfis de
microbiota gram-negativa similares A maioria dos isolados foi resistente a
eritromicina e a ampicilina e suceptivel a norfloxacina e ao florfenicol; 95%
apresentaram indice MAR maior ou igual a 0,2, o que indica multirresisténcia.
Portanto, os sistemas de cultivo analisados constituem fontes de alto risco para a
manutencdo ¢ a disseminagao de resisténcia bacteriana a diversos antibidticos.

! Comité orientador: Henrique César Pereira Figueiredo-UFLA (Orientador),
Roberta Hilsdorf Piccoli-UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

DAL PUPO, Halan Deny. Diversity of Gram-negative microbiota in different
culture systems of Nile Tilapia (Oreochromis niloticus).

2006. 42 p. Thesis essay (Master degree in Veterinary Sciences) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil®

The aim of this work was to evaluate the diversity of Gram-negative microbiota
in three different systems of Nile tilapia (Oreochromis niloticus). The three
culture systems were characterized by: system 1, concrete pond and commercial
pelleted feed; system 2 land pond and commercial pelleted feed; and system 3,
land pond and animal manure fertilization. The strains were previously isolated
and stoked in freezing medium under low temperature (-70°C). One hundred
eighty eight gram-negative strains were selected for bacterial identification. The
strains were submitted to gram stain, catalise, oxidase, oxidation-fermentation
test (O-F) and characterized by bacterial identification kits Bac-Tray I and II
(Laborclin, Brazil), API 20E and API 20 NE (Biomerieux, France). One strain of
each bacterial genus and species were selected for antibacterial susceptibility
testing. Antimicrobials resistance patterns were determined by an agar disk
diffusion method (CLSI, 2006). Disks containing the following agents were
used: ampicilin, cefuroxime, chloramphenicol, florfenicol, eritromycin,
gentamicin, nitrofurantoin, norfloxacin, sulfonamide and tetracycline. A total of
12 different bacterial families were identified. Aeromonadaceae (50%),
Enterobacteriaceae (24%) and Pseudomonadaceae (15%) were the most frequent
bacterial families in all culture systems analyzed. Aeromonas hydrophila was the
predominant bacterial species isolated in the three culture systems. It was
observed a higher diversity of gram-negative bacteria than previous studies. The
three different culture systems showed similar patterns of gram-negative
microbiota. Eritromycin and ampicilin were the antibiotics with higher levels of
resistant bacteria. In contrast norfloxacin and florfenicol showed low frequencies
of resistant bacteria. Ninery five percent of the strains showed MAR (Multiple
antibiotic resistance) index > 0,2 being characterized as multiresistant. The three
different culture systems analyzed show high levels of antibiotic resistant
bacterial populations might be a risk source for human and animals.

*Tutorial Committee: Henrique César Pereira Figueiredo-UFLA (advisor) &
Roberta Hilsdorf Piccoli-UFLA (Co-advisor).
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1 INTRODUCAO

A aqliicultura brasileira tem apresentado altas taxas de crescimento, com
estimativas em torno de 30% ao ano. Esse tipo de exploragdo animal vem se
tornando cada vez mais importante como fonte de proteinas para o consumo
humano. A piscicultura de dgua doce estd presente em todos os estados do
Brasil, concentrada em pequenas propriedades rurais de cultivo.

Os tipos de sistemas de cultivo mais utilizados na piscicultura brasileira
sdo tanque-rede, tanque de alvenaria, tanque de terra escavado e sistemas de
fluxo continuo ou “raceways”. O uso de tanques escavados prevalece pelo modo
de cultura tradicional, pelo baixo custo e ainda pela praticidade de implantacao.

O cultivo de peixes em tanques escavados pode ser realizado de duas
maneiras, intensiva e semi-intensiva, de acordo com a viabilidade econémica e o
intuito da producdo. Em sistemas semi-intensivos, realiza-se, como pratica
comum, a adubagdo dos tanques. A adubagdo mista, geralmente, ¢ realizada
inicialmente, utilizando adubos inorganicos e organicos, para que,
respectivamente, promovam um ambiente inicial em médio prazo para o
desenvolvimento do fitoplancton, fonte de alimento para espécies de peixes
planctéfagas, como e o caso da espécie tilapia-do-Nilo. Fezes de aves
compostadas sdo residuos da induastria avicola comumente utilizado para
adubagdo orgéanica de tanques escavados, visto seu reduzido custo e alto valor
biologico (ricas em composto nitrogenados) como substrato para o
desenvolvimento da populagdo fitoplanctonica.

Apesar de contribuir para o aumento da producdo piscicola, o
fornecimento de matéria organica pode ocasionar queda na qualidade da 4gua e

prejudicar a satde dos animais e seres humanos, podendo carrear residuos de



antibidticos ou bactérias resistentes a essas drogas para o ambiente de criagdo,
causando danos a producao, além de poluicao dos recursos naturais.

Os sistemas intensivos sdo caracterizados por arragoamento € maior
densidadede de estocagem dos peixes nos tanques, objetivando uma otimizagao
do processo produtivo. Ragdes para peixes podem apresentar altos niveis
protéicos; espécies carnivoras na fase de alevinos chegam a ate 40% de proteina
bruta na ragdo. O acimulo de ragdo no tanque de cultivo aumenta o teor de
matéria orgénica diluida na agua e¢ fornece substrato para desenvolvimento
microbiano, podendo modular a diversidade da microbiota.

A microbiota aquatica estd relacionada, quantitativamente e
qualitativamente, com aspectos fisico-quimicos e microbiologicos do ambiente.
As bactérias melhor adaptadas ao ambiente aquatico sdo pertencentes aos
géneros  Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas e Vibrio. Esses
microrganismos fazem parte da microbiota da agua, pele, branquias e intestino
dos peixes, sendo considerados oportunistas e, quando ha desequilibrio dos
sistemas bactéria-hospedeiro-ambiente, podem desencadear epizootias.

Até o presente momento, no Brasil, ndo existem estudos sobre a
capacidade dos diferentes sistemas e manejos de engorda em selecionar bactérias
gram-negativas no ambiente de cultivo.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi determinar a diversidade
da microbiota gram-negativa em diferentes sistemas de cultivo de tilapia-do-
Nilo (Oreochromis niloticus) e o padrdo de resisténcia aos antimicrobianos

apresentado por essas bactérias.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tilapicultura

O crescimento da participagdo percentual da producdo de pescado de
agua doce na produgdo total do pescado brasileiro se deve tanto a reducao dos
estoques pesqueiros naturais ameacados pela sobrepesca e captura predatoria e
pela degradacdo dos locais de pesca, em decorréncia da expansdo imobiliaria e
do turismo nas regides litoraneas, quanto pela piscicultura, a partir da década de
1990, nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e
Minas Gerais. A regido sul do Brasil lidera a produg@o aquicola nacional, sendo
os estados do Parand e Santa Catarina os maiores produtores de pescados
cultivados. O estado de Santa Catarina destaca-se como grande produtor de
moluscos, peixes e crustaceos cultivados, enquanto o estado do Parana dedica-se
a produgdo de pescado de agua doce em cativeiro, principalmente tilapias
(Rissato, 2001).

Dados publicados pela FAO, em 2006 indicam que a produgao pesqueira
em 2004, foi de 59,4 milhdes de toneladas, incluindo a pesca e a aqiiicultura. A
aqiiicultura foi responséavel por 41,3 milhdes de toneladas (69,6%), gerando um
volume de receitas de US$ 70,3 bilhdes. Entre os anos de 1999 e 2001, o volume
de pescado capturado no mundo cresceu 7,8% e a aqiliicultura, 187,6%. Com
relagdo ao volume de producdo na aqiiicultura, os peixes foram os que
contribuiram com a maior producdo, 24,4 milhdes de toneladas. O Brasil ficou
na 7% posicao (69.078 toneladas) no ranking mundial da produgdo de pescado
oriundo da aqiiicultura. A aqiiicultura continental respondeu por 78,1% (164 mil
toneladas), sendo a carpa o peixe mais cultivado (64,8 mil toneladas), seguido

pela tilapia (38,53 mil toneladas) (Mello, 2004).



2.1.1 Tilapicultura no Brasil

A tilapicultura de exportagdo no pais tem crescido a taxas ao redor de
35%/ano, nos ultimos anos (Firetti & Sales, 2004). No ano de 2004,
aproximadamente 113 mil toneladas de tilapia foram importadas pelos EUA, o
que representou cerca de 15% a mais que as importagdes recordes ocorridas no
anos de 2003.

Em termos de filé fresco, a América Latina ¢ o maior fornecedor para o
mercado dos EUA, sendo o Equador, Costa Rica e Honduras os principais
exportadores. O Brasil, apesar de contribuir com uma parcela bastante reduzida
das importacdes norte-americanas de tilapia, forneceu, em 2004 cerca, de 320
toneladas de filés frescos para os EUA, o que representou quase o triplo da
quantidade exportada no ano de 2002 (Firetti & Sales, 2004).

Cultivada em mais de 100 paises, a tilapia, originaria do rio Nilo, Africa,
¢ um dos peixes mais expressivos, em termos econdmicos, na aqiiicultura
mundial. Depois das carpas, ¢ o peixe mais cultivado no mundo, sendo
produzido, principalmente, na China, Indonésia, Tailandia, Filipinas, Equador,
Colombia e Brasil. No Brasil, a tilapia-do-Nilo, proveniente da Costa do
Marfim, no oeste africano, foi introduzida no nordeste, em 1971 e, entdo,
distribuida pelo pais (Pacheco, 2004).

A tilapia-do-Nilo destaca-se como peixe de potencial para aqiiicultura,
devido a sua rusticidade, crescimento rapido e adaptagdo ao confinamento;
possui héabito alimentar onivoro e aceita ragdes com grande facilidade, desde o
periodo de poés-larva até a fase de terminagdo (Boscolol, 2001). Ja as tilapias
vermelhas tém alcangcado melhores pregos de mercado quando comparadas a
tilapia-do-Nilo devido a sua aparéncia (Carneiro, 1999). A tilapia é, entre as
espécies de peixes mais cultivadas, a que melhor resiste a alta temperatura, a
baixa concentragdo de oxigénio dissolvido e a alta concentracdo de amoénia na

agua e ainda tem baixo custo relativo, principalmente quanto ao alevino e a



alimentagdo. A espécie de tilapia preferida para o cultivo é a Oreochromis
niloticus, por causa do seu rapido crescimento e de sua coloragdo clara

(Boscolol, 2001).

2.2 Tipos de cultivo

O fluxo da cadeia produtiva da tilapia estd organizado nos larvicultores
(fornecedores de alevinos para o mercado) e piscicultores de recria e engorda.
De acordo com a intensidade de estocagem, praticas de manejo e do uso de
insumos, a engorda de tilapias pode ser feita nos sistema extensivo, semi-

intensivo, intensivo e superintensivo.

2.2.1 Sistema extensivo

No sistema extensivo de producdo de tilapias, a intervencao do homem
praticamente inexiste. Geralmente, limita-se a simples estocagem de 500 a 1.000
alevinos/ha de lamina de agua, sem qualquer manejo de fertilizagdo do corpo de
agua (represa ou agude) ou alimentacdo dos animais até a colheita. A
alimentag@o dos peixes ¢ baseada na produtividade natural do corpo de agua e,
como conseqiiéncia, na disponibilidade de nutrientes na agua ¢ na bacia de
captacdo. As trocas de agua nesse sistema estdo, geralmente, limitadas as
chuvas. As produtividades variam de 150 a 500 kg/ha/ano e os peixes sdo quase
sempre coletados 12 a 18 meses apds a estocagem, com rede de arrasto ou de
espera, uma vez que, raramente, ¢ possivel esgotar esses corpos de agua

(Zimmermann & Fitzsimmons, 2004).

2.2.2 Sistema semi-intensivo
O sistema semi-intensivo tem uma intervencdo moderada pelo
piscicultor. A estocagem ¢ de 5.000 a 25.000 alevinos por ha e adi¢do de

fertilizantes quimicos e adubos orgénicos visa promover a produtividade natural.



As aguas do viveiro sdo de coloracdo verde, porém, a principal fonte de alimento
das tiladpias sdo as formulagdes peletizadas, fareladas ou umedecidas, quase
sempre balanceadas com 20% a 28% PB. A ragdo ¢, geralmente, oferecida a uma
taxa de 30 a 50 kg/ha/dia. Analises de qualidade de agua sdo realizadas
periodicamente e a temperatura ¢ a transparéncia verificadas diariamente. As
trocas de agua didrias do sistema sdo, geralmente, superiores a 5% e inferiores a
10% do volume total. As produtividades obtidas variam de 2.500 a 12.500
kg/ha/safra. A safra varia de quatro a oito meses neste sistema (Zimmermann &
Fitzsimmons, 2004).

A fertilizagdo dos viveiros pode ser quimica ou organica. Os fertilizantes
quimicos utilizados sdo, geralmente, os mesmos utilizados na agricultura, sendo
o fésforo e o nitrogénio os principais elementos a serem utilizados. A
fertilizacdo organica ¢ feita com esterco de animais (geralmente aves e suinos)
que contém nutrientes semelhantes aos fertilizantes quimicos, porém em
quantidades menores. A quantidade de fertilizantes a ser utilizada ira depender,

principalmente, do tipo de solo e do fertilizante (Ostrenski & Boeger, 1998).

2.2.3 Sistema intensivo

No sistema intensivo o piscicultor atua de forma decisiva e a taxa de
estocagem ¢ elevada de 25.000 a 100.000 alevinos/ha. A colocacdo de
fertilizantes orgénicos praticamente inexiste, pois a promogdo da produtividade
natural deve ser muito controlada. A principal fonte de alimento das tilapias ¢ a
ragao peletizada, extrusada ou umedecida, quase sempre balanceada, com, pelo
menos, 5% de farinha de peixes e com 32% proteina bruta. A ragdo ¢ fornecida,
em média, duas vezes ao dia, de acordo com o tamanho e a idade dos peixes,
seguindo o metabolismo do viveiro e a temperatura. As trocas diarias de agua

variam de 10% a 35% do volume total e eventuais periodos de falta d’agua



devem ser compensados pela aeracdo constantes dos acudes (Zimmermann &

Fitzsimmons, 2004).

2.2.4 Sistema superintensivo

O cultivo de peixes em tanques-redes, na forma mais comumente
empregada, ¢ um sistema de produgdo intensivo no qual os peixes sdo
confinados sob altas densidades, dentro de estruturas que permitam grande troca
de agua com o ambiente e no qual os peixes recebem ra¢do nutricionalmente
completa e balanceada. A producdo de uma grande biomassa por unidade de
volume (30 a 250 peixes/m’) é possivel neste sistema, devido & alta taxa de
renovacdo de agua dentro das unidades que supre a demanda de oxigénio dos
peixes e remove os dejetos e metabodlitos produzidos. Além da qualidade do
ambiente aquatico onde estdo instalados os tanques-rede, o desempenho do
cultivo depende da qualidade dos insumos como alevinos e racdo, das técnicas
de manejo da producdo e, sobretudo, da dedicagdo e da capacidade técnica e

gerencial do produtor (Ono & Kubitza, 2003).

2.3 Microbiota bacteriana na agua e nos peixes de agua doce

Embora ndo haja certeza sobre a existéncia de bactérias estritamente
aquaticas, acredita-se que a maioria das bactérias dentro de ambientes aquaticos
seja originaria de solos e conduzidas para a agua por chuvas ou pela introdugao
acidental. Porém, todo corpo de 4gua tem sua microbiota indigena, embora
possam variar grandemente nos grupos presentes ¢ em numero de células
(Miranda & Zemelman, 2001).

As bactérias melhor adaptadas a vida em solo e agua pertencem aos
géneros de Bacillus e Pseudomonas. Porém, outros grupos podem estar
presentes em varias ocasides na agua doce, incluindo membros da familia

Enterobacteriaceae e géneros como Flavobacterium, Acinetobacter, Moraxella,



Aeromonas, Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus e bactérias anaerobias
como o género Clostridium sp. Os baixos indices de contaminantes encontrados
nas branquias e na pele dos peixes sdo comumente associados a aguas limpas e
frias, e os indices elevados as aguas tropicais, subtropicais e areas poluidoras.
No intestino de peixes alimentados, o indice de microrganismos contaminantes ¢é
alto (Toranzo et al., 1989).

A microbiota presente na superficie corporal dos peixes, branquias e
trato digestorio estd relacionada, quantitativa e qualitativamente, com aspectos
fisico-quimicos e microbioldgicos do ambiente, havendo grande variabilidade no
perfil da microbiota bacteriana nas diferentes espécies de peixes e sistemas de
cultivo ¢ ou ambientes. Assim, peixes capturados em ambientes poluidos por
esgotos e dejetos em geral albergam indicadores de poluicdo fecal e
microrganismos patogénicos. A transmissdo de enfermidades entéricas apos
consumo de alimentos a base de pescado pode estar relacionada com a ingestao
de peixes contaminados no ambiente hidrico (Muratori et al., 2000).

Outro ponto a ser considerado é que bactérias resistentes a antibioticos,
provenientes do ambiente aquatico, podem se adaptar ao organismo humano e
transferir genes de resisténcia a bactérias patogénicas ou da microbiota humana
(Bogaard & Stobberingh, 2000). Acredita-se que diferentes tipos de manejo e
sistemas de cultivo possam favorecer a selecdo de bactérias resistentes a
antibiodticos (Petersen & Dalsgaard, 2003a).

O perfil da microbiota em pisciculturas € predominantemente constituida
por bactérias gram-negativas. Carneiro (2005) comparou e avaliou a diversidade
de populagdes bacterianas em diferentes sistemas de cultivos de tilapia-do-Nilo
constituidos por: sistema 1: tanque de alvenaria com arragoamento; sistema 2:
tanque de terra com arragoamento e sistema 3: tanque de terra com adubagio
organica. Foram isoladas as seguintes familias: Enterobacteriaceae (45

amostras), Micrococcaceae (87 amostras), Pseudomonadaceae (65 amostras) e



Vibrionaceae (115 amostras). As populagdes bacterianas apresentaram-se mais
altas no sistema 3 (tanque de terra com adubagdo organica) (P<0,05), seguidas
pelas do sistema 1 (tanque de alvenaria com arragoamento) € mais baixas no
sistema 2 (tanque de terra com arragoamento) (P<0,01).

Miranda & Zemelman (2002a) avaliaram a diversidade da microbiota
bacteriana e a resisténcia a antimicrobianos em diferentes fazendas chilenas
especializadas no cultivo de salmao de 4gua doce. A microbiota das fazendas de
salmdo mostrou-se predominantemente constituida por bactérias gram-negativas
ndo-fermentadoras (77,7% das amostras), porém, a espécie mais freqiiente foi
Aeromonas hydrophila. Nedoluha & Westhoff (1997) estudaram a taxa de
renovacdo de agua em diferentes sistemas de cultivo (tanque de terra, tanques
com alta renovagdo de agua e tanques com recirculacdo de agua) de “striped
bass” (Morone saxatilus) hibridos. Estes autores buscaram determinar o efeito
sobre a dindmica da populagdo bacteriana nos diferentes microambientes
(superficie corporal, branquia, contetido intestinal e agua do tanque). Semelhante
ao trabalho de Miranda & Zemelman (2002a), o género Aeromonas predominou
em todos os microambientes, ndo havendo diferencas nas contagens bacterianas
entre os sistemas de cultivo com diferentes taxas de renovacdo de agua
analisados.

O perfil da microbiota bacteriana pode ser determinada por fatores
fisico-quimicos da agua. A microbiota bacteriana em sistemas de cultivo de
tilapia-do-Nilo em &gua salobra apresentou menor diversidade de espécies
bacterianas quando comparada a sistemas de cultivo de agua doce. Nessas

condicdes, predominaram bactérias do género Vibrio (Al-Harbi & Uddin, 2005).

2.4 Uso de dejetos de animais na piscicultura
Entre os diferentes tipos de criagdo de peixes, o sistema de producdo

integrada com outros animais tem sido muito utilizado como alternativa para



reduzir os custos de producdo, pois a combinagdo de adubos organicos e rago
permite reduzir a quantidade de racdo administrada, mantendo a produtividade
(Kubitza, 2001). Como fertilizante organico para pisciculturas, utilizam-se
excrementos de aves e de suinos, além de esgoto humano (El-Shafai et al., 2004;
Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a).

Neste sistema, os peixes podem se alimentar dos dejetos de forma
direta, aproveitando os nutrientes ndo digeridos, ou indireta, ja que as bactérias
podem agir sobre a matéria organica, transformando-a em nutrientes
inorganicos, favorecendo o desenvolvimento do fitoplancton, base alimentar
para o zooplancton e outros organismos que servem de alimento para os peixes
(Cecarelli & Figueira, 2001).

Apesar de contribuir para o aumento da producdo piscicola, o
fornecimento de matéria organica, quando feito de forma incorreta, pode
ocasionar queda na qualidade da agua e prejudicar a satide dos animais e seres
humanos, com a presenca de patdgenos indesejaveis, causando danos a
produgdo, além de poluicdo dos recursos naturais (Ostrensky & Boeger, 1998).

Sabe-se que ambientes hidricos equilibrados possuem microbiota
propria, que favorece a manutengdo da vida de todos os seres e que, apesar dos
avancos tecnologicos em relacdo a adubagdo orgénica de viveiros, os dejetos de
animais, muitas vezes, contém diversos patégenos virais, bacterianos,
protozoarios ¢ helmintos, que podem ser transmitidos ao homem por meio da
agua ou de organismos aquaticos, representando um grande risco para saude
publica. Dentre as bactérias patogénicas que podem ser carreadas pelo adubo
organico, destacam-se Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Salmonella
enterica sp. enterica, Salmonella Typhi, Shigella sp. e Vibrio cholerae (Cecarelli
& Figueira, 2001; Ostrensky & Boeger, 1998).

Por enquanto, ndo existem estudos epidemioldgicos conclusivos

associando o uso de dejetos na aqiiicultura as enfermidades humanas. Mas, na

10



auséncia de mecanismos de controle, deve-se utilizar esterco curtido,
pasteurizado ou submetido a técnicas de compostagem, de biodigestor, dentre
outras. As praticas piscicolas de desinfec¢do e limpeza periddica das instalagdes
utilizadas também devem ser consideradas (Cecarelli & Figueira, 2001; El-
Shafai et al., 2004).

Além disso, muitas vezes, antimicrobianos sao adicionados a ragdo de
animais de produgdo, como suinos e aves, para prevenir enfermidades ou
promover o crescimento dos mesmos. Assim, o uso de dejetos de suinos e aves
na aqiiicultura pode introduzir residuos de antibidticos e bactérias resistentes a
antibidticos no ambiente de criagdo dos peixes (Petersen et al., 2002; Petersen &
Dalsgaard, 2003a b). Ha relatos de que a pratica de pisciculturas integradas pode
estar associada com a elevada ocorréncia de bactérias resistentes a antibioticos
no conteudo intestinal de peixes, quando comparada a aqiiicultura tradicional
(Petersen et al., 2002; Petersen & Dalsgaard, 2003a). O aumento dos niveis de
bactérias resistentes a antibidticos em pisciculturas pode ocorrer apenas
transitoriamente, porém, ha um grande risco de genes de resisténcia a
antimicrobianos serem disseminados dentro de uma ampla variedade de

bactérias no ambiente aquatico (Petersen et al., 2002).

2.5 Resisténcia bacteriana a antimicrobianos

O aumento da introdu¢do de agentes antimicrobianos no ambiente, seja
por terapia médica, animal ou na agricultura, resultou em novas pressoes
seletivas em populagdes bacterianas. Isso tem se tornado um dos principais
problemas de saude publica, pela propagacdo da resisténcia a antimicrobianos
entre bactérias patogénicas, dificultando o tratamento clinico de pacientes
(Bogaard & Stobbleringh, 2000; Rivera-Tapia, 2003).

Na presenca de genes de resisténcia, a selecdo de uma subpopulagdo de

microrganismos resistentes pode ser conseqiiéncia da pressdo de selecdo devido
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ao uso de antimicrobianos, que pode ser mais efetiva quando os antibioticos sdo
utilizados em doses menores do que o recomendavel. O poder de selecdo ¢
proporcional ao tempo de exposi¢ao das bactérias ao antibidtico e, além disso, o
mecanismo de a¢do das drogas sobre os microrganismos ¢ fundamental para a
determinacgdo da resisténcia (Ali Abadi & Lees, 2000; Butaye et al., 2003).

Embora algumas bactérias sejam naturalmente resistentes a alguns
antibidticos (resisténcia natural), a emergéncia de resisténcia antimicrobiana em
populagdes bacterianas anteriormente susceptiveis tem sido associada ao uso de
antibioticos (resisténcia adquirida) (Davison et al., 2000). Cada mecanismo de
resisténcia adquirida as drogas pode ser originado pela aquisicdo horizontal de
genes, carreada por plasmideos, transposons ou bacteriéfagos, por recombinagao
de DNA externo ao cromossomo ou pela mutacdo em diferentes sitios do
cromossomo bacteriano. A via mais importante para a aquisi¢ao de genes de
resisténcia ¢ a transferéncia de plasmideos entre bactérias da mesma espécie,
filogeneticamente distantes ou com habitat distintos. Isso pode envolver a
transferéncia de resisténcia a varios antibioticos simultaneamente, contribuindo
para o aumento da prevaléncia de bactérias com multipla resisténcia. Por outro
lado, a resisténcia cromossdmica pode ser passada apenas para a progénie
(dispersdo clonal), sendo limitada sua habilidade de disseminagdo (Ali Abadi &
Lees, 2000; Butaye et al., 2003; Rivera-Tapia, 2003; Smith & Lewin, 1993).

As bactérias possuem mecanismos bem caracterizados pelos quais se
tornam resistentes a antibioticos. Dentre esses, destacam-se a modificagdo do
sitio alvo da droga ou das enzimas necessarias para ativagdo da mesma,
inativagdo ou destrui¢do enzimatica da droga, reducdo da permeabilidade celular
a droga ou desvio metabodlico, efluxo ativo da droga e superproducio da enzima
alvo (Mckeegan et al., 2002; Smith & Lewin, 1993). Genes que codificam
sistemas de efluxo de antimicrobianos sdo freqiientemente associados a

elementos genéticos moéveis que podem ser facilmente transferidos entre
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bactérias. Alguns sistemas de efluxo especificos estdo relacionados com
resisténcia a macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas e cloranfenicol, em
bactérias gram-negativas e gram-positivas (Butaye et al., 2003).

Dentre as diversas rotas de comunicacdo entre reservatorios de
resisténcia a antimicrobianos em seres humanos e na produ¢do animal, o papel
da cadeia alimentar ¢ bem determinado. Estudos recentes revelam que o uso de
antibidticos em todas as partes da cadeia de producdo de alimentos, contribui
para o aumento do nivel de resisténcia a antimicrobianos entre bactérias
patogénicas veiculadas por alimentos. Além disso, bactérias relacionadas a
alimentos constituem um grupo heterogéneo com habitats originais estendendo-
se a todos os nichos onde alimentos para o consumo humano, sdo produzidos ou

manipulados (Sorum & Abée-Lund, 2002; Witte, 2000).

2.6 Desenvolvimento de resisténcia bacteriana a antimicrobianos na
piscicultura

Embora a maioria dos estudos sobre bactérias resistentes tenha foco,
principalmente, em bovinos, aves e suinos, a emergéncia de amostras resistentes
a antibidticos em patdgenos de peixes tem sido registrada em sistemas aqiiicolas
tropicais e temperados isso porque muitos compostos antimicrobianos sdo
utilizados para tratamento e profilaxia de enfermidades em pisciculturas (Hatha
et al., 2005; McPhearson et al., 1991).

Holmstrom et al. (2003) relatam que o uso profilatico de antibidticos na
aqiicultura tem se tornado comum, principalmente em paises em
desenvolvimento como a Tailandia. Os antibidticos mais utilizados pelos
produtores na Asia sdo norfloxacina, oxitetraciclina, enrofloxacina e
sulfonamidas, que também s3o empregados na terapéutica humana. No Reino
Unido, os antibidticos aprovados para uso em pisciculturas sdo oxitetraciclina,

acido oxolinico, amoxicilina e co-trimazina, porém, ¢ recomendado um periodo
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minimo de retirada da medicacdo antes do abate (Alderman & Hastings, 1998).
No Brasil, apesar de ndo haver levantamentos sobre o uso de antibidticos na
piscicultura, as drogas mais utilizadas sdo oxitetraciclina, sulfa/trimetoprim e
norfloxacina. Porém, ndo existem ainda antibidticos licenciados para uso em
piscicultura no Brasil.

Segundo Vivekanandham et al. (2002), a resisténcia de bactérias
patogénicas a antibidticos ¢ um problema mais severo nos paises em
desenvolvimento, onde ndo ha controle do uso de antimicrobianos. Outro ponto
a ser ressaltado é que, nesses paises, a agua utilizada para consumo nem sempre
¢ tratada. Assim, bactérias resistentes a antibidticos em pisciculturas podem ser
carreadas aos seres humanos pelo consumo de adgua ndo tratada (Alderman &
Hastings, 1998).

O uso profilatico de antibidticos na aqiiicultura afeta a densidade de
bactérias no tanque de cultivo a freqiiéncia de resisténcia a antimicrobianos pode
refletir o uso dos mesmos durante o cultivo de camardo. Assim, sugere-se que
parte dos antimicrobianos administrados na ragdo passa pelo intestino dos
organismos cultivados sem serem absorvidos e alcancam o ambiente do tanque
na sua forma ativa, contribuindo para a selecdo de bactérias resistentes na
microbiota do tanque e dos organismos cultivados (Tendencia & Dela Pena,
2002).

Portanto, o uso de antibidticos na aqiiicultura deve ser limitado, a fim de
se reduzir a disseminacdo de resisténcia aos mesmos em bactérias patogénicas
ou da micrbiota comensal de peixes e outros organismos cultivados, além de
evitar o risco da presenca de drogas nos alimentos destinados ao consumo
humano. Deve-se enfatizar a importancia de se adotar medidas profilaticas na
aqiiicultura, como a vacinagdo. Assim, o uso de antibidticos se fara necessario

apenas quando houver surtos de doengas bacterianas (Bruun et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Bactérias

As amostras utilizadas foram previamente coletadas e isoladas no Setor
de Piscicultura da UFLA, onde foi realizada analise quantitativa da ocorréncia
de bactérias em diferentes sistemas de cultivo de tilapias-do-Nilo (Oreochromis
niloticus) com manejos distintos, constituidos por: sistema 1 (tanque de
alvenaria com arragoamento), sistema 2 (tanque de terra com arragoamento) e
sistema 3 (tanque de terra com adubagdo orgénica), sem utilizagdo prévia de
antibidticos, localizados na mesma propriedade ¢ com quatro meses de
povoamento, com densidade de 2,5 peixes/mz.

Os sistemas de cultivo 1, 2 e 3 foram contemporaneos, tendo todas as
coletas nos diferentes microambientes sido realizadas em dias diferentes, com
intervalo maximo de uma semana entre elas. A agua de abastecimento foi
proveniente de acude proprio, que represava agua de chuva ndo tratada, sendo
uma fonte comum entre os diferentes sistemas de cultivo. Foram coletadas, em
frascos estéreis, amostras da agua de abastecimento em dois pontos, antes de
atingir a bifurcagdo para os diferentes sistemas (Carneiro, 2005).

De cada sistema analisado, foram coletadas amostras de quatro
microambientes (dgua de abastecimento, agua do tanque, muco de superficie e
conteudo intestinal). As amostras foram submetidas a dilui¢do seriada para a
quantificagdo de populagdes bacterianas totais. A partir da melhor diluicdo de
cada amostra (30-300 colonias/placa), foram selecionadas e repicadas, em agar
soja tripticaseina (TSA), cinco coldnias de diferentes morfotipos. Quando o
numero de morfotipos diferentes superava cinco por placa, um representante de
cada morfotipo era repicado para posterior identificagdo. Os isolados foram
submetidos aos testes de gram, catalase, oxidase e oxidagdo-fermentagdo (O-F)

para a identificagdo de quatro familias distintas: Enterobacteriaceae,
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Micrococcaceae, Pseudomonadaceae e Vibrionaceae. Foram obtidas 258
amostras gram-negativas e 87 amostras gram-positivas, as quais foram
armazenadas em freezer -80°C.

A partir desse banco de bactérias, foram selecionadas, aleatoriamente,
188 amostras gram-negativas isoladas de cada sistema de cultivo (sistemas 1,2 e

3), para analise de identificacdo em género e espécie.

3.2 Reativacao das culturas
As amostras foram submetidas ao descongelamento em temperatura
ambiente. Em seguida, foram semeadas por estrias em TSA e incubadas, a 30°C,

por 24 horas, para verificacdo da pureza dos isolados.

3.3 Testes bioquimicos

Para cada amostra, foram feitos os testes de triagem de gram, catalase,
oxidase e oxidagdo-fermentacdo (O-F). Para as amostras bacterianas oxidase
negativa, foi utilizado o kit de identificacdo bioquimica Bac-Tray 1 e II
(Laborclin, Brasil). As amostras bacterianas que apresentavam percentual de
identificagdo fenotipica inferior a 80% eram repicadas novamente e repassadas
para os kits API 20E e API 20NE (BioM¢rieux, Franga). Todos os kits foram
utilizados conforme instrugdes dos fabricantes. Foram utilizadas, como controle
de qualidade dos kits, as bactérias Escherichia coli (ATCC 25922) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853).

Para as amostras de bactérias catalase positivas, oxidase positivas e
fermentadoras sugestivas de Aeromonas sp., foram realizados os testes:
fermentacdo de carboidratos (arabinose, manitol, myo-inositol, sacarose,
salicina, glicose, trealose e dextrina), utilizagdo de aminoacidos (lisina, ornitina
e arginina), hidrolise de esculina e producdo de acetoina (Voges-Proskauer)

(Bergey’s Manual, 1984; Janda & Abbot, 1998). Para os testes de utilizagdo de

16



aminoacidos, empregou-se o caldo Moeller descarboxilase (Biolife, Italia),
suplementado com os respectivos aminoacidos, na concentragdo de 1% (Mac
Faddin, 1980). A hidrélise de esculina foi avaliada utilizando-se o caldo base
acrescido de esculina (Merck, USA) (Quinn et al., 1994). Para valida¢ao da
metodologia de identificagdo, foi utilizada a amostra de referéncia Aeromonas
hydrophila ATCC 7966.

Ap6s o periodo de incubacgdo, os resultados foram lidos e interpretados
pelos softwares de identificagdo bioquimica Bac-Tray (Laborclin, BRASIL) e
API-WEB (BioMérieux, FRANCE).

3.4 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

A partir das 188 amostras de bactérias gram-negativas, foi selecionada
uma amostra de cada género e ou espécie bacteriana identificada de cada sistema
de cultivo. Essas amostras foram submetidas a determinagao do perfil qualitativo
de resisténcia a antibidticos, pelo método de discos de difusdo, utilizando-se
agar Mueller Hinton (Difco, EUA) (CLSI, 2006). Os antibioticos utilizados
foram: ampicilina 10pg, cefuroxima 30pg, cloranfenicol 30ug, eritromicina
15png, gentamicina 10pg, florfenicol 30pg, nitrofurantoina 300ug, norfloxacina
10pg, tetraciclina 30pg e sulfonamidas 300pg. Foram utilizadas, como controle
de qualidade do teste, as amostras de referéncia Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923).

Cada amostra bacteriana foi repicada em TSA, de onde foi coletada uma
por¢do de massa bacteriana e foi suspensa ¢ homogeneizada em solugdo salina
0,85% estéril, sendo a turbidez da suspensdo comparada a do padrdo 0,5 da
escala de McFarland. Por meio de suabes estéreis embebidos na suspensdo
bacteriana, a amostra foi estriada em placas de Petri contendo agar Mueller-
Hinton. Os discos de antibidticos (CECON, Brasil) foram colocados na

superficie do agar, utilizando pingas previamente flambadas. As placas foram
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incubadas em estufa bacterioldgica, a 30°C, durante 18-24 horas. Ap6s o periodo
de incubacdo, os didmetros dos halos de inibi¢do foram medidos e comparados
com a tabela de performance padrdo para os testes de susceptibilidade a

antibidticos, sendo classificado como sensiveis ou resistentes.

3.4.1 Perfil de multipla resisténcia a antibiéticos

A partir dos resultados dos antibiogramas, o indice multipla resisténcia a
antibioticos (MAR), foi calculado como o numero de drogas ao qual
determinado isolado foi resistente sobre o nimero total de drogas (dez, neste
caso). O indice MAR acima de 0,2 indica multirresisténcia (Krumperman,

1983).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Freqiiéncia de géneros e espécies isoladas nos diferentes sistemas
analisados

Das 188 amostras bacterianas gram-negativas isoladas dos sistemas de
cultivo de tildpia-do-Nilo foram identificadas 12 familias diferentes. Os dados
obtidos mostraram o predominio de membros da familia Enterobacteriaceae
seguida por Aeromonadaceae ¢ Pseudomonadaceae, respectivamente, entre os

diferentes sistemas de cultivo (Tabela 1).

TABELA 1 Freqiiéncia de familias em 188 amostras de bactérias gram-
negativas de diferentes sistemas de cultivo de tilapia- do-Nilo (Oreochromis
niloticus)

Familias Freqiiéncia (%)
Aeromonadaceae 94 (50)
Enterobacteriaceae 45 (24)
Pseudomonadaceae 15 (8)
Burkholderiaceae 10 (5)
Xanthomonadaceae 503)
Alcaligenaceae 2(1)
Sphingomonadaceae 2(1)
Caulobacteraceae 1(0,6)
Neisseriaceae 1(0,6)
Pasteurellaceae 1(0,6)
Shewanellaceae 1 (0,6)
Vibrionaceae 1(0,6)
Nao identificadas 10 (5)
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Os dados da Tabela 2 representam a diversidade de espécies bacterianas
presentes nos sistemas de cultivo analisados. Todos os sistemas de cultivo
apresentaram perfil de diversidade de espécies semelhantes. Aeromonas
hydrophila foi a espécie bacteriana com maior freqiiéncia de isolamento, seguida
por Aeromonas sp, Enterobacter cloacae e Pseudomonas fluorescens. Dez
amostras bacterianas isoladas em todos os sistemas analisados ndo foram
passiveis de identificacdo pela metodologia utilizada. De modo geral, a familia
Aeromonadaceae apresentou maior freqiiéncia de isolamento em todos os

sistemas, pois ¢ considerada parte da microbiota de ambientes aquaticos.

TABELA 2 Diversidade de espécies de bactérias gram-negativas isoladas nos
sistemas de cultivo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Espécies: Sistema 1l  Sistema2  Sistema 3
Aeromonas caviae - + +
Aeromonas eucrenophila + + +
Aeromonas hydrophila + + +
Aeromonas jandaei + + +
Aeromonas media - - +
Aeromonas schubertii + - +
Aeromonas sp. + + +
Aeromonas trota + + +
Aeromonas veronii bt sobria - + -
Alcaligenes faecalis - - +
Brevundimonas vesicularis - + -
Burkholderia cepacia + + -
Burkholderia pseudomallei - + -
Chromobacterium violaceum - - +
Citrobacter freundii + -
Citrobacter koseri + - -
Enterobacter amnigenus - + -
Enterobacter asburiae + + -
Enterobacter cloacae + + +
Enterobacter sakasakii + + -
Escherichia coli - - +
Flavimonas oryzihabitans + - -
“...continua...”
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“TABELA 2, cont.”

Espécies: Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3

+

+

Hafnia alvei

Klebsiella ozaenae
Klebsiella oxytoca

Pantoea sp.

Pasteurella multocida
Plesiomonas shigelloides
Providencia stuartii
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Pseudomonas luteola
Rahnella aquatilis
Ralstonia picketii

Serratia liquefaciens
Serratia plymuthica
Shewanella putrefaciens
Sphingomonas paucimobilis
Stenotrophomonas maltophilia +
Vibrio vulnificus - -
Wautersia paucula -
Yersinia enterocolitica -
Yersinia pseudotuberculosis -
Espécie ndo identificada (n=10) +

o+
T T e S
4+ 4+ 0 4+

+ o
+ o+

+

| |
o+ 4+
S

Total: 23 26 21

Legenda: Sistema 1 (tanque alvenaria + rag@o), Sistema 2 (tanque terra + racao)
e Sistema 3 (tanque terra + adubo); (+) isolado, (-) ndo isolado.

4.1.1 Sistemas de cultivo

O sistema 1 (tanque alvenaria + racdo) apresentou um total de 24
espécies bacterianas (Tabela 3), sendo o muco de superficie o microambiente
com maior diversidade, seguido por agua do tanque, dgua de abastecimento e
conteudo intestinal. Cinco amostras oriundas da dgua de abastecimento, agua do
tanque e conteudo intestinal ndo foram passiveis de identificagdo pela
metodologia utilizada. O muco de superficie apresentou predominio de membros
da familia Aeromonadaceac e, na agua do tanque, membros da familia

Enterobacteriaceae predominaram, com o mesmo numero de espécies.
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TABELA 3 Diversidade de espécies gram-negativas isoladas no sistema
tanque alvenaria + ragdo

Espécies: Aa Tq Ms Ci

Aeromonas eucrenophila - -
Aeromonas hydrophila - -
Aeromonas jandaei - -
Aeromonas schubertii - -
Aeromonas sp. - -
Aeromonas trota
Burkholderia cepacia
Citrobacter koseri -
Enterobacter asburiae
Enterobacter cloacae - - + -
Enterobacter sakasakii - + - -
Flavimonas oryzihabitans - - + -
Hafnia alvei - + -
Klebsiella oxytoca + - - -
Pantoea sp. - - + -
Plesiomonas shigelloides - - -
Pseudomonas fluorescens + - -
Pseudomonas luteola - - + -
Rahnella aquatilis -
Ralstonia picketii -
Serratia liquefaciens - -
Serratia plymuthica - -
Stenotrophomonas maltophilia + -
Espécie ndo identificada (n=1) - -

Total: 5 6 15 4

Legenda: Aa (agua abastecimento); Tq (adgua tanque); Ms (muco
superficie); Ci (contetdo intestinal); (+) isolado, (-) ndo isolado.

+ o+ +

+
[
+ o+ o+

+

o+ o+ A+t

O sistema 2 (Tanque terra + racdo) foi o que apresentou maior
diversidade de espécies dentre os sistemas avaliados n=26 (Tabela 4). De
maneira similar ao sistema 1, o sistema 2 teve, no microambiente muco de
superficie, a maior diversidade bacteriana observada, seguido por agua do
tanque, agua de abastecimento e conteudo intestinal. Cinco amostras desse

sistema ndo foram identificadas. No sistema 2, houve predominio das familias
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Aeromonadaceae (dgua do tanque e conteudo intestinal) e Enterobacteriaceae

(4gua de abastecimento e muco de superficie).

TABELA 4 Diversidade de espécies gram-negativas isoladas no sistema tanque
terra + ragao

Espécies: Aa Tq Ms Ci

Aeromonas caviae - - + -
Aeromonas eucrenophila -
Aeromonas hydrophila +
Aeromonas jandaei - - -
Aeromonas sp. -
Aeromonas veronii bt sobria -
Burkholderia cepacia + -
Burkholderia pseudomallei - -
Brevundimonas vesicularis - -
Citrobacter koseri - -
Enterobacter amnigenus - + - -
Enterobacter asburiae - -
Enterobacter cloacae + +
Enterobacter sakasakii - -
Pantoea sp. + -
Pasteurella multocida - -
Plesiomonas shigelloides - -
Providencia stuartii - -
Pseudomonas fluorescens - +
Pseudomonas putida
Ralstonia picketii

Serratia liquefaciens - -
Sphingomonas paucimobilis - +
Stenotrophomonas maltophilia +
Yersinia enterocolitica - -
Yersinia pseudotuberculosis - -
Espécie ndo identificada (n=5) + + -

+ o+ o+
ot -
. + o0+ o+

e e e B e
1 1

+ o+ +
1

Total: 7 10 20 6

Legenda: Aa (agua abastecimento); Tq (dgua tanque); Ms (muco superficie);
Ci (conteudo intestinal); (+) isolado, (-) ndo isolado.
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Ja o sistema 3 (tanque de terra + adubo organico) apresentou menor
diversidade de espécies n=21 (Tabela 5). Divergindo dos demais sistemas, o
sistema 3 apresentou maior diversidade de espécies na dgua de abastecimento,
seguido por conteudo intestinal, muco de superficie e d4gua do tanque. Do total
dos microambientes, quatro espécies ndo foram passiveis de identificagdo, essas
oriundas da dgua de abastecimento e muco de superficie. Aeromonadaceae foi a

familia bacteriana com maior diversidade de espécies.

TABELA 5 Diversidade de espécies gram-negativas isoladas no sistema tanque
de terra + adubo organico

Espécies: Aa Tq Ms Ci

Aeromonas caviae - - +
Aeromonas eucrenophila + +
Aeromonas hydrophila + + +
Aeromonas jandaei - - +
Aeromonas media - - -
Aeromonas schubertii - - -
Aeromonas sp. + + +
Aeromonas trota - - -
Alcaligenes faecalis - + +
Chromobacterium violaceum +

Enterobacter cloacae + - - -
Escherichia coli - - - +
Klebsiella ozaenae
Plesiomonas shigelloides - - - +
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas putida
Shewanella putrefaciens - - +
Stenotrophomonas maltophilia - - + -
Vibrio vulnificus -
Wautersia paucula +

Yersinia enterocolitica + - - -
Espécie ndo identificada (n=4) +

T T

+
1

Total: 11 5 8 8

Legenda: Aa (dgua abastecimento); Tq (dgua tanque); Ms (muco superficie);
Ci (conteudo intestinal). (+) isolado, (-) ndo isolado.
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Apesar das diferencas do manejo e do tipo de alimentagdo nos sistemas
analisados, ndo houve varia¢ao na diversidade microbiana analisada.

No muco de superficie, microambiente, houve maior isolamento de
bactérias. O género Aeromonas foi predominante, composto majoritariamente
pela espécie Aeromonas hydrophila. O muco € composto por lisozimas e
imunoglobulinas que funcionam como barreira imunoloégica contra
microrganismos. Normalmente, sdo encontrados baixos numeros de bactérias,
pois, a0 mesmo tempo em que apresenta uma barreira imunoldgica, o muco de
superficie possui viscosidade, pela qual os microrganismos sdo atraidos e
aderidos. Devido a metodologia empregada, a rinsagem, ou lavagem superficial,
pode ter ocorrido um contato maior entre branquia e muco de superficie com a
rinsagem, pois ambos formaram apenas um microambiente.

Carneiro (2005), avaliando a densidade de populacdes bacterianas nos
mesmos sistemas de cultivo analisados, demonstrou que o sistema com
adubagdo organica apresentou maior nimero de bactérias totais (P<0,05).

Esperava-se que com o uso da adubagdo organica, houvesse maior
niumero de isolamento de membros da familia Enterobacteriaceae o que ndo
ocorreu, quando comparado aos sistemas 1 e 2. No sistema 3, ndo houve
alteragdo da diversidade de espécies gram-negativas, em funcdo do adubo
utilizado.

Considera-se que a microbiota associada aos animais apresente, sobre
determinadas condi¢des, potencial patogénico para os hospedeiros. Os dados da
Tabela 6 apresentam o potencial patogénico de bactérias gram-negativas
isoladas de sistemas de cultivo de tilapia-do-Nilo. Constatou-se a presenca de
microrganismos ndo patogénicos, potencialmente patogénicos ou, ainda, com
potencial patogénico nio determinado, tanto para peixes quanto para seres
humanos. Entretanto, pode-se salientar que a alteragdo no meio aqudtico ird

provocar situagdo de estresse, um dos fatores mais importantes no
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desencadeamento do processo saide-doenga em peixes. O pescado pode veicular

ampla variedade de microrganismos patogénicos para os seres humanos, sendo a

maior parte deles fruto da contaminagdo ambiental.

TABELA 6 Potencial patogénico de bactérias gram-negativas isoladas de
sistemas de cultivo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Seres

Espécies: Peixes Fonte
humanos
Aeromonas caviae X X (OMS, 2003)
Aeromonas eucrenophila X - (OMS, 2003)
Aeromonas hydrophila X X (Janda & Abbott, 1998)
Aeromonas jandaei - X (OMS, 2003)
Aeromonas media X - (Gu & Mitchell, 2002)
Aeromonas schubertii X X (OMS, 2003)
Aeromonas sp. X X (Novotny et al., 2004)
Aeromonas trota X X (Novotny et al., 2004)
Aeromonas veronii bt sobria X X (OMS, 2003)
Alcaligenes faecalis - X (Williamson et al., 1999)
Brevundimonas vesicularis - X (Gilad et al., 2000)
Burkholderia cepacia - X (Loutet et al., 2006)
Burkholderia pseudomallei - X (Wiersinga et al., 2006)
Chromobacterium violaceum - X (Martinez et al., 2000)
Citrobacter freundii X - (Aydin et al., 1997)
Citrobacter koseri - X (Cassidy et al., 2002)
Enterobacter amnigenus X X (Halda-Alija, 2004)
Enterobacter asburiae X - (Halda-Alija, 2004)
Enterobacter cloacae X - (Halda-Alija, 2004)
Enterobacter sakasakii X X (Iversen, 2004)
Escherichia coli - X (Novotny et al., 2004)
Flavimonas oryzihabitans - X (Kansouzidou et al., 2000)
Hafnia alvei X X (Padilla, 2005)
Klebsiella ozaenae X X (Halda-Alija, 2004)
Klebsiella oxytoca X X (Halda-Alija, 2004)
Pantoea sp. - X (Baere et al., 2004)
Pasteurella multocida - X (Steenbergen et al., 2005)
Plesiomonas shigelloides X X (Rey et al., 2003)
Providencia stuartii - X (Aubert et al., 2005)
Pseudomonas fluorescens X - (Lewbart, 2001)
Pseudomonas putida X - (Lewbart, 2001)

“...continua...”
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“TABELA 6, Cont.”
Pseudomonas luteola - X (Casalta et al., 2005)
Ralstonia picketii - (Hundt, 1998)

Serratia liquefaciens X - (Vigneulle, 1995)
Serratia plymuthica X - (Vigneulle, 1995)
Shewanella putrefaciens X - (Kozinska , 2004)

Sphingomonas paucimobilis
Stenotrophomonas maltophilia

- (Singh et al., 2003)

X (Williamson et al., 1999)
Vibrio vulnificus X (Novotny et al., 2004)
Yersinia enterocolitica - (Tennant et al., 2003)
Yersinia pseudotuberculosis - X (Tennant et al., 2003)
Wautersia paucula - X (Vandamme et al., 1999)

Sl

Legenda: X (Potencialmente patogénica)
- (Nao patogénica ou potencial patogénico ndo determinado).

Relatos prévios da literatura (Al-Harbi & Uddin, 2005; Miranda &
Zemelman, 2002a; Nedoluga & Westhoff, 1997), em diversos ambientes
diferentes, ndo demonstraram uma diversidade de bactérias da mesma magnitude
ou propor¢do observada nesse experimento. Contudo, Edwards et al. (2001),
avaliando a diversidade da microbiota bacteriana em lagoa eutrofisada,
demonstraram a predomindncia de bactérias gram-negativas, havendo maior
isolamento dos géneros Aeromonas e Pseudomonas. Tais resultados foram
similares quanto a diversidade de espécies bacterianas identificadas nesse
experimento. Isso pode ser devido a temperatura nas regides tropicais, sendo
todas as espécies identificadas tipicamente microrganismos psicrotroficos e

mesofilos.

4.2 Perfil de resisténcia a antimicrobianos

O perfil de resisténcia das amostras oriundas dos sistemas de cultivo 1, 2
e 3 aos antimicrobianos testados foi determinado em relagdo a espécies
bacterianas, como pode ser observado na Tabela 7. Dentre as 43 espécies

bacterianas identificadas, 95% apresentaram indice MAR igual ou acima de 0,2,
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0 que caracteriza multipla resisténcia. Quanto a analise de multipla resisténcia,
as espécies analisadas apresentaram grande variacdo de indice MAR de 0 a 0,8.
Os antimicrobianos eritromicina, ampicilina e cefuroxima foram,
respectivamente, os que apresentaram maiores niumeros de espécies resistentes
nos sistemas analisados. Dados semelhantes foram obtidos por Miranda &
Zemelman (2002), avaliando o perfil de resisténcia a antimicrobianos de
bactérias oriundas de fazendas de salmdo no Chile. No mesmo trabalho, os
autores observaram menores niimeros de amostras resistentes para cloranfenicol
e florfenicol, apresentando dados semelhantes aos obtidos no presente trabalho,
especificamente com relagdo ao florfenicol que, juntamente a norfloxacina e a
gentamicina, foi o antimicrobiano que apresentou menores niumeros de amostras
resistentes nos sistemas analisados.

As amostras oriundas dos diferentes sistemas de cultivo analisados
apresentaram perfil de resisténcia semelhante, com média do indice MAR=0,41.
A resisténcia mediada por elementos genéticos modveis, como plasmideos e
transposons conjugativos, ¢ muito comum para B-lactimicos, macrolideos e
aminoglicosideos (Takeuchi et al., 2005; Zhao et al., 2003). Assim, & possivel a
transferéncia de genes bacterianos de resisténcia a ampicilina, eritromicina e
cefuroxima nos sistemas de cultivo analisados. Trabalho realizado por Carneiro
(2005), avaliando a densidade de populagdes bacterianas nos mesmos sistemas
de cultivo analisados no presente trabalho, apresentou alta densidade bacteriana
no sistema 3 (P<0,05), seguido pelo sistema 1, tendo sido mais baixa no sistema
2 (P<0,01). Isso pode favorecer a troca de genes que codificam mecanismos de
resisténcia a esses antimicrobianos entre membros da microbiota e bactérias
patogénicas, tanto para mamiferos como para peixes.

As espécies com maiores indice de MAR (0,8) foram Pseudomonas
fluorescens, Flavimonas oryzihabitans e Ralstonia picketii. Demais membros da

familia Pseudomonadaceae, com excecdo da espécie Pasteurella multocida,
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apresentaram perfil de resisténcia (MAR=0,7) (Tabela 7). Estas espécies sdo
filogeneticamente identificadas como pertencentes a membros da familia
Pseudomonadaceae.

Considerando como critério de multipla resisténcia MAR > 0,2,
conclui-se que a microbiota isolada nos sistemas de cultivo de tilapia é
tipicamente multirresistente. Portanto, sugere-se que densidades populacionais
elevadas podem favorecer a disseminagdo de genes de resisténcia a antibidticos

entre bactérias presentes nos sistemas de cultivo analisados.
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TABELA 7 Freqiiéncias de miltipla resisténcia a antimicrobianos de isolados de espécies bacterianas oriundos de sistemas de
cultivo de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

Antibidticos
L. MAR

Espécies NOR TET ERI CFX CLO FLF AMP GEN SUL NIT %)
Sphingomonas paucimobilis S S S S S S S S S S 0

Citrobacter freundii S S R S S S S S S S 0,1
Aeromonas caviae S S S S R S R S S S 0,2
Serratia plymuthica S S R S S S S S R S 0,2
Shewanella putrefaciens S R R S S S S S S S 0,2
Aeromonas veronii bt sobria S S R S S S R S S S 0,2
Klebsiella ozaenae S S R S S S R S S S 0,2
Yersinia enterocolitica S S R S S S R S S S 0,2
Pantoea sp. S S R S S S S S S R 0,2
Enterobacter amnigenus S S R R S S S S S S 0,2
Providencia stuartii S R R S S S S S S S 0,2
Klebsiella oxytoca S S R S S S R S S S 0,2
Burkholderia pseudomallei S S R S S S R S R S 0,3
Aeromonas jandaei S S R S S S R S R S 0,3
Enterobacter asburiae S S R S S S R S S R 0,3
Serratia liquefaciens S S R S S S S S R R 0,3
Aeromonas media S S R S S S R S R S 0,3
Citrobacter koseri S S R R S S R S S S 0,3
Escherichia coli S S R R S S R S S S 0,3
Aeromonas trota S S R R S S R S S S 0,3
Aeromonas schubertii S R R S S S R S S S 0,3

“...continua...”
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“TABELA 7, cont.”

Antibioticos
L MAR
Espécies NOR TET ERI CFX CLO FLF AMP GEN SUL NIT %)
Yersinia pseudotuberculosis S R R S S S S S S R 0,3
Rhanella aquatilis S S R R S S R S R S 0,4
Aeromonas eucrenophila S S R R S S R S R S 0,4
Aeromonas sp. S S R S S S R R R S 0,4
Aeromonas hydrophila S R R S S S R S R S 0,4
Vibrio vulnificus S R R R S S R S S S 0,4
Plesiomonas shigelloides S R R S S S R R R S 0,5
Alcaligenes faecalis S S R R R S R S S R 0,5
Enterobacter sakasakii S R R R R S R S S S 0,5
Enterobacter cloacae S R R R S S R S S R 0,5
Chromobacterium violaceum R R R R S S R S S S 0,5
Hafnia alvei S R R R R S R S S R 0,6
Pseudomonas putida S R R R R R R S S R 0,7
Burkholderia cepacia S R R R R S R R S R 0,7
Pseudomonas luteola R R R R S S R R S R 0,7
Stenotrophomonas maltophilia S S R R R R R R S R 0,7
Brevundimonas vesicularis R R R R S S R R S R 0,7
Pasteurella multocida S R R R R S R R S R 0,7
Wautersia paucula S S R R R R R R S R 0,7
Flavimonas oryzihabitans R R R R R R R S S R 0,8
Pseudomonas fluorescens S R R R R R R R S R 0,8
Ralstonia picketii S R R R R R R S R R 0,8

Legenda: Antibioticos testados: norfloxacina (NOR), tetraciclina (TET), eritromicina (ERI), cefuroxima (CFX), cloranfenicol
(CLO), florfenicol (FLF), ampicilina (AMP), gentamicina (GEN), sulfonamidas (SUL), nitrofurantoina (NIT),
Sensivel ao antimicrobiano (S) e resistente ao antimicrobiano (R); MAR (mltipla resisténcia antibioticos).
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As amostras isoladas nos sistemas de cultivo 1, 2 e 3 apresentaram alta
freqiiéncia de resisténcia, similar a da eritromicina, ampicilina, cefuroxima,
tetraciclina nitrofurantoina, cloranfenicol e sulfonamidas. Gentamicina,
florfenicol e norfloxacina apresentaram menor resisténcia respectivamente as
amostras testadas (Figura 1). Como pode ser observado houve uma tendéncia
similar de freqii€ncia de resisténcia aos antibidticos nos trés sistemas analisados,
0 que sugere que o0 manejo e nutricdo diferenciados ndo influenciaram na sele¢do

de bactérias resistentes.
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Sistema 1

n° de amostras
resistentes

nor tet eri cfx clo fif amp gen sul nit

antimicrobianos

Sistema 2

n° de amostras
resistentes

nor tet eri cfx clo fif amp gen sul nit

antimicrobianos

Sistema 3

n° de amostras
resistentes

nor tet eri cfx clo fIf amp gen sul nit

antimicrobinanos

FIGURA 1 Freqiiéncia de multipla resisténcia a antimicrobianos em sistemas
de cultivo de tilapia. Sistema 1: 17 amostras; Sistema 2: 15 amostras e
Sistema 3: 11 amostras. Antibioticos testados: norfloxacina (NOR),
tetraciclina (TET), eritromicina (ERI), cefuroxima (CFX), cloranfenicol
(CLO), florfenicol (FLF), ampicilina (AMP), gentamicina (GEN),
sulfonamidas (SUL), nitrofurantoina (NIT).
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5 CONCLUSOES

Para os trés sistemas de cultivo analisados, obteve-se uma diversidade de
43 espécies de bactérias gram-negativas.

A diversidade de espécies foi semelhante nos trés sistemas de cultivo
analisados, com predomindncia de bactérias dos géneros Aeromonas,
Enterobacter ¢ Pseudomonas.

A microbiota caracterizada para os trés sistemas de cultivo foi
tipicamente multirresistente aos antibiodticos.

O manejo e a nutricdo diferenciados entre os sistemas analisados nao
influenciaram na sele¢do de espécies bacterianas e de perfil de resisténcia aos

antibioticos.
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