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STREPTOCOCCUS SPP. E AEROMONAS sPP. NA AGUA E EM TILAPIAS DO NILO
(OREOCHROMIS NILOTICUS) E PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DA AGUA DE
PISCICULTURA EM TANQUES-REDE

RESUMO - A criacdo intensiva de peixes tem se tornado popular, mas a
dependéncia de arragcoamento pode enriquecer o ambiente com nutrientes,
comprometendo a qualidade da &gua e predispondo o0s peixes a doencgas.
Streptococcus e Aeromonas sao bactérias que acometem peixe em criacdes intensivas,
podendo ocasionar mortalidade. Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar a
influéncia de uma criacdo de tilapias do nilo em tanques-rede nos parametros de
gualidade da &gua e na ocorréncia de Streptococcus spp. e Aeromonas spp. na agua e
nos peixes em uma lagoa na regido Sudeste do Brasil. Foram definidos para as
amostragens dois locais, a lagoa, para coleta de agua e os tanques-rede, para coleta de
agua e peixes e dois periodos, seco e chuvoso. Os dados obtidos da qualidade da agua
foram avaliados por indicadores estabelecidos na Resolucdo Conama n° 357, para
corpos de agua doce de classe 2. A presenca de Streptococcus spp. e Aeromonas spp.
foi avaliada por identificacdo fenotipica e a identificacdo das espécies, por provas
bioquimicas. Isolados foram avaliados para producdo de hemolisina utilizando agar
sangue e teste de resisténcia a antimicrobianos conforme o método de difusdo de
discos. A atividade de criagdo intensiva de peixes aumentou a concentracao de fosforo
total da agua no periodo seco, ocorréncia de Streptococcus spp. no ambiente e a
populacdo de Aeromonas spp. ha superficie dos peixes. No periodo chuvoso, houve
maior isolamento das espécies potencialmente patogénicas, Aeromonas hydrophila na
superficie e no rim dos peixes, A. caviae, A. sobria, A veronii, A. jandaei e
Streptococcus agalactiae na superficie dos peixes, quando também ocorreu aumento
da concentracdo de N-amoniacal e deplecdo acentuada da concentracdo de oxigénio
dissolvido na agua, e isso pode ter sido a causa da mortalidade de peixes nos tanques-

rede. A producéo de 3-hemolise para aeromonas foi maior para as espécies isoladas da



vii

agua e do rim dos peixes, enquanto para estreptococos foi maior para os isolados da
superficie dos peixes. As espécies Aeromonas veronii, A. hydrophila, A. jandaei, A.
sobria, A. caviae e Streptococcus agalactiae apresentaram resisténcia intermediaria a
eritromicina e Aeromonas veronii e Streptococcus agalactiae também a tetraciclina.
Estes resultados podem ser uma adverténcia contra o uso de terapia antibidtica para

controlar as doencas causadas pelo uso de 4gua ou peixe do local.

Palavras-chave : Andlise microbiolégica, antimicrobianos, hemolisina, lagoa, qualidade
da agua
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Streptococcus spp. AND Aeromonas spp. IN THE WATER AND ON NILE
TILAPIA (Oreochromis niloticus) AND WATER PHYSICO-CHEMICAL
PARAMETERS OF NET-CAGE CULTURE

ABSTRACT - Intensive fish farming is becoming more and more popular, but
dependency on ration feeding increases nutrient load of the water, affects its quality and
predisposes fish to diseases. Streptococcus and Aeromonas are bacteria that can affect
fish in intensive farms and cause mortality. This study aims at evaluating the impact of a
nile tilapia net-cage farm on the water quality parameters and the occurrence of
Streptococcus spp. and Aeromonas spp. in the water and on the fish, in a pond in
Southeastern Brazil. Two sampling sites were defined, one in the pond and another in
the net cages to collect water, and water and fish, respectively. Sampling took place
during two periods, dry and rainy. Water quality data were analyzed according to
standards set by Conama resolution n° 357, for freshwater bodies class 2.
Streptococcus spp. and Aeromonas spp. were determined by phenotypic and species
identification using biochemical tests. Isolates were evaluated for hemolysin production
using blood agar and antimicrobial resistance test according to disk diffusion method.
Intensive fish farming increased the amount of phosphorus in water, Streptococcus spp.
occurrence in the environment and Aeromonas spp. population on fish surface as well,
during dry periods. During the rainy season, more potentially pathogenic bacteria were
isolated such as, Aeromonas hydrophila on fish surface and kidneys, A. caviae, A.
sobria, A veronii, A. jandaei and Streptococcus agalactiae on fish surface. An increase
of N-ammoniacal was also observed together with severe depletion of dissolved oxygen,
which may have caused fish mortality in the net-cages. Production of 3-hemolysis was
greater for aeromonas species isolated from the water and fish kidneys, while for
streptococci it was higher in isolates from fish surface. The species Aeromonas veronii,
A. hydrophila, A. jandaei, A. sobria, A. caviae and Streptococcus agalactiae showed

intermediate resistance to erythromycin, while Aeromonas veronii and Streptococcus



agalactiae showed resistance to tetracycline. These results might be a warning against
the use of antibiotic therapy to control diseases caused by the use of water or fish from

the site.

Keywords : Antimicrobial, hemolysin, microbiological analysis, pond, water quality



I.INTRODUCAO

No Brasil, a expansdo na criagdo de tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) tem
como principal causa a introducdo da piscicultura intensiva. A desvantagem nesse
sistema de criacdo é a dependéncia total de arracoamento que pode levar ao
enriguecimento do ambiente aquatico com nutrientes, sobretudo fosforo e nitrogénio
(GUO et al., 2009).

Em niveis acima do limite que o sistema € capaz de metabolizar, esses
nutrientes aceleram o processo de eutrofizacdo, comprometendo a qualidade da agua
para a atividade de piscicultura (GUO & LI, 2003), ocasionando doencas nos peixes
relacionadas ao estresse (MOLINARI et al., 2003).

Das doencas em peixes, a Septicemia Hemorragica Bacteriana ou BHS é
relatada como o maior problema sanitério, podendo ocasionar alta taxa de mortalidade
em criacdo intensiva de peixe e pode ser causada por uma variedade de bactérias
(CONROY & CONROY, 2006). As principais bactérias relatadas sdo espécies de
Aeromonas, Streptococcus e géneros relacionados, como Aeromonas hydrophila, A.
jandaei, A. bestiarum, A. salmonicida e A. veronii bt. sobria (AUSTIN et al., 1998;
KOZINSKA, 2007) e, Streptococcus spp. grupo B e S. agalactiae (SALVADOR et al.,
2003 e 2005; FIGUEIREDO et al., 2006), S. ictaluri (SHEWMAKER et al., 2007),
Lactococcus garvieae (COLORNI et al., 2003), S. iniae e S. dysgalactiae (MATA et al.,
2004; NOBREGA NETTO, 2009). A septicemia hemorragica em peixes causada por
espécies de Aeromonas, € caracterizada pela presenca de pequenas lesdes
superficiais, hemorragias locais, particularmente nas branquias e opérculos, Ulceras,
exoftalmia e distensdo abdominal. Internamente, pode haver acumulo de liquido
ascitico, anemia e lesdes no figado e rins (AUSTIN & AUSTIN, 1993). Por espécies de
Streptococcus 0s principais sinais clinicos relatados, além de exoftalmia bilateral ou
unilateral sdo alteracbes na coloracdo da pele, natacdo erratica em movimentos
circulares e anorexia (EVANS et al., 2006a; FIGUEIREDO et al., 2006).



Devido a ampla distribuicdo de Aeromonas spp. em varios tipos de ambientes
hidricos (WARREN et al., 2004), elas podem representar risco para seres humanos,
com feridas, dilaceracdes ou abrasfes na pele (HIRANSUTHIKUL et al., 2005) ou
guando a agua sem tratamento € usada para bebida (GHENGHESH et al., 2001).

Em seres humanos, ha também grande relevancia médica para S. agalactiae ou
Streptococcus (grupo B de Lancefield), por causarem sérias infecgbes caracterizadas
por septicemia e meningite em neonatos (EVANS et al., 2009), bacteremia, endocardite,
infeccOes de tecido e pele, e osteomielitis em adultos (KAWAMURA et al., 2003).
Streptococcus iniae podem causar infecgcbes como celulite, endocardite infecciosa,
meningite e provavel artrite séptica em manipuladores de peixes (FACKLAM et al.,
2005).

Na literatura, ha poucas informacfes a respeito das condi¢cdes ambientais que
interferem na presenca de Aeromonas spp. e Streptococcus spp., 0 que levou esta
pesquisa a avaliar, através dos parametros fisico-quimicos da agua, se o sistema de
criacdo em tanques-rede causa impacto no ambiente e influencia na presenca e
variacdo da populacdo de Aeromonas spp. e Streptococcus spp. na agua e nos peixes

e a influéncia do ambiente na piscicultura.

ll. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Parametros ambientais na multiplicacdo microbiana e saude dos peixes

A producdo mundial da aquicultura de peixes, crustaceos, moluscos, etc., em
2007 foi de 50.329.007 t., sendo que a de tilapias e outros da familia Cichlidae
correspondeu a 2.505.000 t. A aquicultura do Brasil ocupou o 16° lugar no ranking com
producéo de 289.648 t. (FAO, 2009).

Essa alta produtividade caracterizada no sistema de criacdo intensiva, pelo

monocultivo de espécies, alimentacdo artificial e elevada densidade de estocagem



(SHOEMAKER et al., 2000), leva ao efeito acumulativo das concentracdes de fosforo,
nitrogénio e matéria organica na agua (GUO & LI, 2003). A matéria organica sofre
decomposicao biolégica através da acdo de bactérias, fungos e outros organismos
presentes, consumindo oxigénio e liberando gas carbbnico, ambénia e diversos
nutrientes na agua (CHENG et al., 2004). A anoxia nas aguas tem como principal causa
a perda de animais aquaticos e favorecimento do aumento de organismos anaerobicos
(CORRELL, 1998).

O fosforo é reconhecido como o principal nutriente de efeito negativo introduzido
em criacao de peixes, por resultar no processo de eutrofizacdo em areas de tanques-
rede e até mesmo em todo o ambiente (GUO et al., 2009).

A Resolugéo n° 357 do Conama (Brasil, 2005), utiliza em sua classificacao para
aguas classe 2 destinadas a aquicultura, o valor maximo para o fosforo total de até 0,03
mg L™, em ambientes lénticos.

Atividades fisiologicas vitais dos peixes, tal como a respiracdo, digestéo,
excrecao, alimentacdo e movimentacéo, sédo fortemente influenciadas pela temperatura
da agua (ALBANEZ & MATOS, 2004). Animais heterotérmicos geralmente possuem
otima faixa de temperatura para o funcionamento de seu organismo, chamada de
“conforto térmico”. Para as tilapias, a faixa ideal € de 27 e 32T, sendo que em
temperatura entre 20 a 27C, o consumo de alimento € reduzido e o crescimento se
torna mais lento. Entretanto, abaixo de 20C, além do crescimento se tornar mais lento,
as tilapias apresentam também baixa tolerancia ao manuseio e as doengas (KUBITZA,
2000).

Segundo TORRES (1992), os valores ideais de pH para piscicultura sédo de 7 a 8,
aceitaveis de 6 a 9, problematicos abaixo de 6 e acima de 9. Para ALBANEZ & MATOS
(2004), os parametros mais importantes que determinam o pH de um corpo d’agua séo
a concentracdo de sais em solucdo, que tem intima relacdo com as caracteristicas
geoldgicas (dissolucao de rochas) da regido e a presenca de acido carbdnico, que esta
relacionada com a decomposicdo de residuos organicos, acdo antropogénica por

langcamento de despejos domésticos, industriais e por chuva &cida.



A variacao diaria do pH no meio esta relacionada a alcalinidade da agua que se
refere ao poder tamponante de acidez. Quanto menor a alcalinidade da agua, maior
sera a variacdo diaria do pH no meio. Aguas que apresentam alcalinidade menor que
20 mg L™ de CaCO; possuem baixo poder tamponante para a acidez, estando na faixa
ideal concentracdes entre 20 a 300 mg L™ de CaCO; (ALBANEZ & MATOS, 2004).
Bactérias nitrificantes também usam bicarbonato e carbonato. Portanto, em alcalinidade
inferior a 20 mg L™, o processo de nitrificacdo é prejudicado (FRANCIS-FLOYD et al.,
2005).

Dentre os compostos nitrogenados dissolvidos na agua, encontra-se uma forma
ionizada, NH,", denominada ion aménio, e outra nio ionizada, NHs;, amplamente
conhecida como amoénia. As duas formas juntas constituem o N-amoniacal total. Altas
concentracdes do ion aménio podem influenciar fortemente a dindmica do oxigénio
dissolvido no meio, uma vez que para oxidar 1,0 mg do ion aménio sdo necessarios
cerca de 4,3 mg de oxigénio. Em pH basico, o ion aménio se transforma em aménia
nao ionizada que pode ser toxica para peixes (PEREIRA & MERCANTE, 2005).

Valores de aménia ndo ionizada acima de 0,2 mg L™ ja s&o suficientes para
induzir toxidade crénica e levar a diminuigdo do crescimento e da tolerancia dos peixes
a doencas (KUBITZA, 1999). POSSANTE et al. (2004) descreveram que as condicbes
Otimas para a manifestacdo de estreptococose em tilapia sdo, aguas alcalinas (pH
acima de 8), salinidade de 0 p.p.m. e temperatura de 20°C. O mecanismo pelo qual o
pH baixo reduz taxas de mortalidade pode ser a reducédo do estresse dos peixes por
meio da reducdo de aménia toxica na agua.

O nitrito é toxico para os peixes a niveis tdo baixos quanto 0,1 mg L™*. O valor
maximo permitido para aguas classe 2 destinadas & aquicultura é de 1 mg L* N
(BRASIL, 2005). O nitrato, produto final do ciclo do nitrogénio, é considerado inofensivo
para os peixes em sistemas naturais e lagoas. Em sistemas fechados, com pouca ou
nenhuma troca de agua, o acimulo pode ser prejudicial se for superior a 250 mg L*
(FRANCIS-FLOYD et al.,, 2005). O valor maximo permitido para aguas classe 2
destinadas a aquicultura é de 10 mg L™ N (Brasil, 2005).



A transparéncia de um liquido é a medida da interferéncia a passagem da luz
através do meio, sendo proporcionada também pela presenca de particulas em
suspensao (MATOS, 2001). Sua principal importancia na adgua é no controle do efeito
da luz solar que pode limitar os efeitos da radiacao interferindo também na abundancia
de Aeromonas e coliformes fecais na dgua (MAALEJ et al., 2003).

Outro parametro, provavelmente o mais critico da qualidade da agua para a
criacdo de peixes, é a concentracdo de oxigénio dissolvido, que é influenciada pela
temperatura da agua. Aguas a 15°C podem conter até 10,05 mg de O,, enquanto que a
30°C retém apenas 7,57 mg de O, por litro (KUBITZA, 2003). Esse fendbmeno fisico
compromete duplamente a salde dos peixes porque altas temperaturas da agua
aumentam as taxas metabdlicas, com consequente incremento da demanda de
oxigénio (FRANCIS-FLOYD, 2003). O valor minimo para aguas classe 2 destinadas a
aquicultura é de 5 mg L™* (BRASIL, 2005).

Para tilapias, recomenda-se teores de oxigénio dissolvido entre 6 e 8 mg L™,
possibilitando uma maior quantidade de peixe por area (MAMAR & CYRINO, 1988).
Para piscicultura, a concentragdo minima de oxigénio dissolvido deve ser mantida a 4
mg L™. Excessivo estresse e risco de mortalidade ocorrem quando a concentracéo de
oxigénio é reduzida a valores inferiores a 2 mg L™ (FRANCIS-FLOYD, 2003; KUBITZA,
2003). EVANS et al. (2003) encontraram taxas de mortalidade significativamente mais
altas em tilapia do nilo (Oreochromis niloticus) (27% e 80%) infectadas com 9,5x10" e
7,5x10%2 UFC de S. agalactiae quando expostas a taxas subletais de oxigénio dissolvido,

enguanto em peixes expostos a niveis aceitaveis ndo houve mortalidade.

2.2. O Género Aeromonas

O género Aeromonas, € definido pelo prefixo aer (ar, gas) e o sufixo monas
(unidade). Esse género descende da familia Vibrionaceae. Com base em analise
filogenética dos genes rRNA, COLWELL et al. (1986) propuseram colocar Aeromonas

spp. em uma nova familia, Aeromonadaceae.



Os membros do género Aeromonas incluem bacilos curtos 0,3-1,0 um de
diametro e 1,0-3,5 um de comprimento, Gram-negativos. Ocorrem isoladamente ou em
pares, em cadeias curtas. Normalmente, méveis que apresentam um unico flagelo polar
(podem ser formados flagelos peritriguios em meio soélidos em culturas jovens),
anaerdbios facultativos. Ndo requerem NaCL para o crescimento, temperatura 6tima de
22-28°C, ubiquos e autoctones de ambientes aquaticos (HOLT et al., 1994). Vérias
espécies sdo patogénicas para seres humanos, peixes, anfibios, bem como outros
vertebrados e invertebrados (COLWELL et al., 1986).

Historicamente, o género Aeromonas foi dividido em dois grupos, um grupo
representado pela espécie A. salmonicida psicotréfica e imovel, que geralmente esta
associada apenas a doencas de peixes e trés mesofilas e moveis, associadas a
infeccdes em animais e seres humanos, Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. sobria
(SESHADRI et al., 2006).

Em 2000, o género Aeromonas ja compreendia 14 espécies (Aeromonas
hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. caviae, A. media, A. eucrenophila, A.
sobria, A. jandaei, A. veronii, A. schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A. encheleia e
A. popoffii), ndo estando & taxonomia do grupo resolvida (FIGUERAS et al., 2000).

Novas espécies estdo sendo descobertas e descritas. MARTINEZ-MURCIA et al.
(2008) encontraram na agua e na pele de peixes ornamentais importados uma nova
espécie, propondo o nome Aeromonas aquariorum SP. nov. para a cepa MDC47T (=
DSM 18362T = 7289T CECT).

A identificacdo primaria de isolados como membros do género Aeromonas €
relativamente simples. Muitos laboratérios sdo capazes de atribuir classificacdo para um
dos complexos classicos (Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. sobria), mas a
identificacdo para o nivel de espécie por meio de testes bioquimicos pode ser

problematica, devido as complexidades taxonémicas do género (WHO, 2002).



2.2.1. Aeromonas em agua

As Aeromonas spp. sS40 microrganismos que possuem ampla distribuicdo em
varios tipos de ambientes hidricos (WARREN et al.,, 2004), sendo encontradas em
aguas poluidas e ndo poluidas (DI BARI et al., 2007; MARTINS et al., 2009), bem como
em sistemas de distribuicdo de agua potavel em todo o mundo (BRAVO et al., 2005),
cloradas (TOKAJIAN & HASHWA, 2004); minerais (SCOARIS et al., 2008) em esgoto
bruto e tratado (MONFORT & BALEUX, 1990 e 1991), nos oceanos nas interfaces de
agua doce e marinha (MONFORT & BALEUX, 1991) e nas aguas subterraneas (DI
BARI et al., 2007; SCOARIS et al., 2008).

Ainda ndo se sabe sobre os mecanismos que conferem a versatlidade
metabdlica que permite Aeromonas hydrophila persistir em habitats aquéticos (incluindo
as aguas poluidas) ou que facilitam interacbes ecologicas com outros organismos
procariotas e eucariotas (SESHADRI et al., 2006).

Condi¢cbes adequadas de pH, temperatura e nutrientes, especialmente o fosforo,
favorecem a multiplicagdo de Aeromonas spp. em ambientes aquaticos (ARAUJO et al.,
1989).

Aeromonas ndo se multiplicam em pH inferior a 4 ou superior a 10. Para A.
hydrophila o melhor intervalo de pH é de 5,2 a 9,8 (HAZEN et al., 1978). No entanto, o
pH basico e alta temperatura combinada de 23T beneficiam sua multiplicacdo
(MONFORT & BALEUX, 1990), razdo por que se usa Agua Peptonada Alcalina (APA)
(pH 8,5-8,8) como um meétodo de enriquecimento de amostras para recuperagdo de
Aeromonas de agua quando o numero de organismos é baixo (GAVRIEL et al., 1998).

SCHUBERT & MATZINOU (1990) observaram que organismos adaptados para
temperatura baixa, como Aeromonas hydrophila, quando expostos a temperaturas
elevadas, multiplicam mais rapido do que quando ja adaptados as temperaturas mais
altas.

As maiores densidades de Aeromonas sdo encontradas em agua durante os
meses mais quentes do ano (WARREN et al., 2004). GAVRIEL et al. (1998), verificaram

gue o isolamento de Aeromonas em um sistema de distribuicdo de agua no Nordeste da



Escdcia, foi sazonal, com um pico durante o verdo, quando a temperatura da agua foi
maior que 12C. MONFORT & BALEUX (1991) também veri ficaram maior abundancia
no verdo em temperatura média da agua de 21T que no inverno em temperatura
média da agua 6<C em agua da lagoa Thau em Languedo c-Roussillon, sul da Franca.

Ha também uma associagéo entre o padréo de isolamentos de Aeromonas com 0
periodo da chuva. GAVRIEL et al. (1998) atribuiram que o aumento da pluviosidade
aumenta a carga organica na agua e consequentemente a carga microbiana. WARREN
et al. (2004) verificaram que a variagdo espacial e temporal das populacdes de
Aeromonas em dois lagos urbanos em Lubbock, Texas revelaram picos maiores na
primavera e no verdo, quando a atividade humana em torno dos Lagos era maior.

Em ambiente com baixa poluicdo, Aeromonas hydrophila é a espécie que
apresenta a melhor sobrevivéncia/replicacdo (ARAUJO et al., 1989) e em aguas com
contaminagcdo fecal consideravel e aguas residuais, a espécie mais comum €
Aeromonas caviae (ARAUJO et al.,1991).

Em andlise de agua potavel no México, de 70 amostras BRAVO et al. (2005)
isolaram o género Aeromonas em 37 delas, e as espécies identificadas foram
Aeromonas hydrophila 45,9%, A. sobria 18,9%, A. caviae 16,2%, A. jandaei 13,5, A.
salmonicida 2,7% e A. veronii 2,7%.

Em uma lagoa de tratamento de esgotos, Sul da Franca, MONFORT & BALEUX
(1990) verificaram que, independentemente da época do ano, Aeromonas caviae foi a
espécie dominante, predominando principalmente no inverno e Aeromonas sobria foi a
espécie dominante na primavera no efluente tratado.

Em 2005, ap6s o furacdo Katrina em New Orleans, nas éareas inundadas,
PRESLEY et al. (2006) encontraram concentragfes extremamente altas de bactérias
patogénicas em particular Aeromonas spp. de 5,6 x 10° a 2,6 x 10’ UFC mL™, onde
50% dos isolados foram Aeromonas hydrophila e consideram que, comparativamente,
concentracdes de Aeromonas spp. em aguas poluidas mundialmente giram ao redor de
10*a 10" UFC mL™,



2.2.2. Aeromonas em peixes

Vérias espécies do género aeromonas sao consideradas agentes etioldgicos de
numerosas patologias em peixes de interesse em aquicultura, causando significativas
perdas econdmicas (AUSTIN et al., 1998). E importante observar que essas bactérias
compdem também parte da microbiota intestinal normal de peixe saudavel, portanto a
presenca dessas bactérias, por si s0, ndo é indicativo de doenga (CIPRIANO, 2001).

Existem varias espécies de aeromonas que podem infectar peixes. A primeira é
a espécie psicrofila Aeromonas salmonicida, que causa a furunculose em salmonideos,
salmdo e truta, onde o cultivo é intensivo (AUSTIN & AUSTIN, 1993). Aeromonas
hydrophila e A. jandaei sédo causadoras de infeccOes em espécies de peixes cultivados
em zonas temperadas como a enguia e o bagre. No entanto, KOZINSKA (2007)
verificou na Polbnia que a maioria dos isolados de Aeromonas salmonicida, A.
bestiarum e A. veronii bt. sobria foram patogénicos tanto para truta como para carpa.

Algumas estirpes de aeromonas sdo mais virulentas, o que significa que elas
possuem propriedades especiais que lhes permitem causar graves epidemias. Estirpes
endémicas em uma populacdo de peixes se tornam mais prejudiciais para 0S novos
peixes introduzidos na massa de agua, podendo ocorrer grandes perdas desses peixes
recém-estocados (FRANCIS-FLOYD, 2009).

As espeécies potencialmente patogénicas para peixes de aguas tropicais séo
Aeromonas hydrophila, A. sobria e A. caviae (MARTINS et al., 2008; SEETHALAKSHMI
et al., 2008), A. veronii (OROZOVA et al., 2009), A. jandaei (SANTOS et al., 1999) e A.
eucrenophila (SINGH & SANYAL, 1999). Contudo, HIRSCH et al. (2006) consideram
gue A. jandaei e SINGH & SANYAL (1999) que a A. eucrenophila possuem potencial
patogénico para seres humanos. KOZINSKA (2007) encontrou em fazendas na Pol6nia,
como espécies patogénicas dominantes para carpas, Aeromonas veronii bt. sobria, A.
bestiarum e A. salmonicida e para truta arco-iris, a espécie A. hydrophila.

Embora tilapias sejam relativamente resistentes a doencas comparadas a outras
espécies de peixes, muitos organismos patogénicos podem infecta-las (AL-HARBI &

UDDIN, 2005). No Brasil, foram isoladas as espécies, Aeromonas veronii biogrupo
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sobria, A. hydrophila, A. sobria, A. caviae, A. trota, A. jandaei, A. allosaccharophila, A.
salmonicida, A. schubertii, A. eucrenophila, A. veronii biog. veronii, A. media e
Aeromonas spp. (ESPOSTO et al., 2007; MARTINS et al., 2008).

2.2.3. Aeromonas em seres humanos

As Aeromonas mesofilas estdo emergindo como importantes patégenos em
seres humanos e com mais frequéncia aparecem como responsaveis por uma grande
variedade de infecgbes. Aproximadamente 85% dos isolamentos clinicos do género
correspondem as espécies Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii bv. sobria
(FIGUEIRAS et al., 2005), incluindo ainda as espécies Aeromonas veronii bt. veronii, A.
jandaei, A. schubertii e A. trota também responsaveis por septicemia em seres
humanos (ABBOTT et al., 1994).

Aeromonas spp. estdo relacionadas a casos de gastrenterite, que normalmente
ocorre apos a ingestdo de agua ou alimentos contaminados e com infecgdo de ferida
resultante da exposicdo a agua contaminada (FIGUERAS et al., 2005). Ferimentos
como cortes ou queimaduras em contato com aguas contaminadas ou a aspiracao
dessa agua apds um acidente podem provocar grave infeccdo séptica por A. hydrophila
(SCHUBERT & MATZINOU, 1990).

Na Libia, como em outros paises em desenvolvimento, € comum o uso de agua
sem tratamento obtida de pogos e outras fontes, para bebida, higiene e outros
propésitos, isso pode representar risco para individuos com feridas, dilaceracbes ou
abrasdes (GHENGHESH et al., 2001).

VALLY et al. (2004) notificaram que Aeromonas hydrophila provocou infec¢bes
de pele associadas a exposicdo a lama, em pacientes que tinham participado de uma
competicdo de “futebol de lama” na Australia. O campo havia sido irrigado com agua de
um rio proximo, durante um més antes da competicao.

Apds o Tsunami de dezembro de 2004 no sul da Tailandia, HIRANSUTHIKUL et

al. (2005) verificaram que de 777 pacientes internados, 515 estavam com infecc¢des de
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pele e do tecido mole. De 305 pacientes, foram obtidos 641 isolados bacterianos das
feridas infectadas, em que 145 (22,6%) eram espécies de Aeromonas.

AUSTIN & AUSTIN (1993) demonstraram que, apesar de Aeromonas hydrophila,
A. sobria e A. caviae incluirem predominantemente isolados clinicos, também estao

associadas a peixes.

2.2.4. Viruléncia de Aeromonas

Estudo da patogenicidade bacteriana tem permitido a compreenséo de parte das
complexas interacfes entre patdégenos e hospedeiros a nivel celular e molecular. A
variedade de manifestacbes clinicas observadas e as infecgbes provocadas por
Aeromonas reforcam a ideia de que a patogenicidade desse microrganismo é
multifatorial, de maneira que mdultiplos fatores de viruléncia podem atuar conjuntamente.
Estudos recentes reforcam essa hipétese e acrescentam que a viruléncia desse género
€ dependente da estirpe bacteriana, da rota de infeccdo e do animal utilizado como
modelo (YU et al., 2005).

Dentre os fatores de viruléncia conhecidos que podem desempenhar um papel
importante no desenvolvimento da doenca, em seres humanos ou em peixes,
destacam-se como principais as enterotoxinas citotdnicas e hemolisinas (SOLER et al.,
2002).

Alguns autores consideram a producédo B-hemdlise um fator de viruléncia de
espécies de Aeromonas (SANTOS et al., 1999; DI BARI et al., 2007). Varios estudos
tém correlacionado producdo de hemolisina com producdo de enterotoxina e
patogenicidade (MONFORT & BALEUX, 1990 e 1991; GHENGHESH et al., 2001).
Aerolisina e hemolisina sdo comumente encontradas em isolados de A. hydrophila que
causam bacteremia (VADIVELU et al., 1995) e producdo de hemolisinas esta muitas
vezes associada as infecgdes gastrointestinais causadas por Aeromonas (KUHN et al.,
1997).

A expressdo de genes que codificam a producdo de fatores de viruléncia é

influenciada pelas condi¢cbes ambientais de multiplicacdo das aeromonas (GONZALEZ-
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RODRIGUEZ, 2007). Depois de repetidas subculturas e armazenamento em
laboratorio, Aeromonas jandaei e A. trota, reverteram para seu caractere original nao
hemolitico e de ndo producao de enterotoxina (WANG et al., 2003).

GONZALEZ-SERRANO et al. (2002) estudaram onze isolados de Aeromonas
hydrophila, trés de A. veronii biovar sobria (todos de peixes de 4gua doce) e um de A.
hydrophila de diarreia humana para o potencial de viruléncia das caracteristicas
hemoliticas, citotoxicas e enterotéxicas. Concluiram que o cultivo a 4°C apresentava
mais estirpes e mais fatores de viruléncia reunidos que as cultivadas a 28°C e 37°C e
consideraram que o risco da presenca da A. hydrophila e A. veronii biovar sobria em
peixes de agua doce armazenados sob gelo ndo deve ser subestimado, pois fatores de
viruléncia séo afetados pela temperatura de incubacdo e nem sempre relacionado com
a presenca do gene que codifica a produgao desses fatores.

SOLER et al. (2002) verificaram que a producdo de B-hemdlise por isolados de
Aeromonas popoffii foi claramente dependente da temperatura e do tipo de sangue
usado, sendo mais hemolitica para sangue de humanos comparado a sangue de ovinos
e a 20°C comparado a 37°C.

SCHUBERT & MATZINOU (1990) verificaram que a dose letal em ratos com
isolados de Aeromonas hydrophila foi mais baixa quando estas foram cultivadas a
temperaturas de 10°C comparado as cultivadas a 30°C.

GHENGHESH et al. (2001) isolaram de agua de pocos e outras fontes em Tripoli,
Libia, 382 espécies de Aeromonas classificadas como A. hydrophila, A. caviae, A.
sobria e Aeromonas atipicas. Dessas, 171 foram positivas para a atividade hemolitica,
sendo 53%, 49%, 40% e 37% em eritrocitos de humanos, cavalos, ovelhas e camelos,
respectivamente. O resultado mostra o potencial enteropatogénico das espécies de
Aeromonas comumente presentes nessa agua.

KOZINSKA (2007) descreveu como o primeiro relato mostrando a patogenicidade
de Aeromonas veronii bt. sobria para a truta arco-iris na Polonia pela atividade
hemolitica e proteolitica, e considerou a possibilidade da bactéria anteriormente ter sido

identificada como A. sobria por Santos et al. (1988).



13

2.2.5. Sensibilidade a agentes antimicrobianos por Aeromonas

Apesar do uso disseminado de antibiéticos em medicina humana e veterinéria,
esses compostos receberam pouca atencdo como contaminantes de ambientes
aquaticos (LOSCH et al., 2006).

Bactérias desenvolvem resisténcia por mutacbes aleatérias nos genes
bacterianos ou elas podem adquirir resisténcia de outra bactéria, sendo que os genes
podem ser transferidos entre as células por transformagdo em que o DNA lancado por
uma bactéria € retomado e incorporado no cromossoma da ceélula hospedeira; pela
transducao, que envolve um fago de transferéncia de DNA para 0 cromossomo
hospedeiro. A principal forma de transferéncia de resisténcia aos antibidticos € pela
conjugacdo, que envolve a transferéncia direta entre as células dos genes que séo
exercidas por plasmideo ou transposons conjugativo (HUSS, 2003). O aumento de
resisténcia aos antibiéticos cria grave problema com a terapia antibidtica nos seres
humanos e outros animais (KO et al., 1996).

Embora Aeromonas sejam generalizadas em ecossistemas aquaticos, pouco se
sabia sobre os perfis de resisténcia aos antibioticos de sistemas de agua doce ate
meados de 1980 (CALOMIRIS et al., 1984). Em estudo realizado por KAMPFER et al.
(1999) em lagos de 4gua doce em torno da regido de Lubbock, Texas, encontraram que
pelo menos 6% dos isolados de Aeromonas spp. exibiam resisténcia para co-
trimoxazole, tetraciclina e cerfuroxime, padrdes estes comparaveis a outros inquéritos
publicados.

GONI-URRIZA et al. (2000) verificaram que os perfis de resisténcia ao acido
nalidixico para estirpes de Aeromonas ambientais de dois rios na Europa, Arga
(Espanha) e o Rio Garonne (Franca), variaram de 72 a 26%, respectivamente,
justificando que, a presenca de novos padrbes de resisténcia em estirpes de
Aeromonas de origem ambiental se associa a zonas com elevado impacto humano e a
variacdo na resisténcia reflete o uso de antibiético no local. A resisténcia elevada a

7

quinolona é particularmente preocupante, uma vez que esses antibidticos sdo os
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primeiros da linha de drogas contra infecgbes produzidas por Aeromonas, e alertaram
para a provavel causa o uso crescente e muitas vezes indiscriminado de antibiéticos.

CASTRO-ESCARPULLI et al. (2003) revelaram que quinolona de primeira
geracao e cefalosporinas de segunda e terceira geracao foram as drogas com o melhor
efeito antimicrobiano contra Aeromonas spp. isoladas de tilpia, (Oreochromis niloticus)
no México.

TOKAJIAN & HASHWA (2004), analisando Aeromonas em agua potavel de uma
rede de distribuicdo no Libano, verificaram que todos os isolados foram resistentes a
amoxicilina e 92% a cephalexina e todos foram sensiveis a amikacina, canamicina,
cloranfenicol e gentamicina.

No Brasil, PEREIRA JUNIOR et al. (2006) citam que o uso de oxitetraciclina em
pisciculturas € amplo, sendo utilizada em tratamentos de infec¢cdes bacterianas,
profilaxia ou adicionado a racdo como promotor de crescimento e observaram que nao
houve diferenca para a concentracdo inibitéria minima (MIC) de oxitetraciclina para
isolados de Aeromonas hydrophila obtidos de pescado, agua de cultivo e casos de
septicemia hemorragica em peixes; porem de 100 isolados, 14 apresentaram-se
resistentes e concluiram que a variacdo demonstrada pode representar um risco de
selecdo de linhagens bacterianas resistentes em ambientes aquaticos devido ao uso de
oxitetraciclina.

Bactérias do género Aeromonas sao resistentes a ampicilina, com excecao da
Aeromonas trota (CASTRO-ESCARPULLI, et al., 2003). Raz&o por que se usa
ampicilina como agente seletivo em meios de cultura para isolamento de Aeromonas
(DI BARI et al., 2007).

2.3. O género Streptococcus
O termo Streptococcus foi utilizado pela primeira vez por Billroth em 1874 para
descrever um microrganismo com morfologia de cocos dispostos aos pares e em

pequenas cadeias isolado de feridas infectadas (GOMES, 2008).
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O género Streptococcus é estreitamente relacionado com cocos Gram positivo,
catalase negativo e se exibem em pares ou cadeias na coloracdo Gram quando
crescido em meio liquido, com células esféricas ou ovoides, medindo 0,5-2,0 um de
diametro, imoveis, ndo formam esporos, anaerébico facultativo e algumas espécies sao
encapsuladas. Nutricionalmente requerem meio rico para crescer e algumas vezes 5%
CO,. Tem metabolismo fermentativo, produzindo principalmente lactato, mas nédo gas.
Comumente atacam células vermelhas do sangue, com a-hemdlise (colonias
esverdeadas) ou B-hemodlises (hemdlise completa), crescem nas temperaturas de 25-
45°C (6tima de 37°C) (HOLT et al., 1994).

As primeiras classificacdes foram baseadas unicamente na atividade hemolitica e
nas reacdes sorologicas com anticorpos de Lancefield. A utilizacdo do meio agar
sangue, iniciada por Shottmuller e colaboradores em 1903, possibilitou a diferenciacao
do padrédo de hemdlise (a, B ou Y hemolitico) sendo um grande passo na diferenciacéo
dos estreptococos (FACKLAM, 2002). Em 1933, Lancefield desenvolveu uma
classificacdo para os estreptococos baseada nas caracteristicas antigénicas de um
carboidrato da parede celular denominado de carboidrato C e trabalhando com o teste
de precipitacéo utilizou essas diferencas antigénicas para estabelecer 6 grupos (A até E
e N) (LANCEFIELD, 1933).

Mais tarde, estranhou-se que estreptococos como o0 Streptococcus bovis e 0 S.
faecalis compartilhassem o mesmo grupo de antigenos, pois eram fisiologicamente e
taxonomicamente diferentes. A classificacdo dos estreptococos ndo podia ser baseada
somente no grupamento soroldgico, mas também, no critério fisiol6gico e bioquimico.
Grandes alteragcdes na classificacdo dos estreptococos resultaram de estudos
taxondmicos moleculares do género. Os enterococos, anteriormente considerados
grupo D estreptococos, agora residem no seu género (GOMES, 2008).

Nenhum sistema Unico de classificacdo € suficiente para a diferenciacdo desse
grupo heterogéneo de organismos (HOLT et al., 1994). Recentes conclusdes levaram
microbiologistas a questionar os procedimentos de rotina que estdo sendo usados para

a identificac@o de Streptococcus ndo-beta-hemoliticos, catalase-negativos, cocos Gram
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positivos, concluindo que o crescimento em um caldo contendo 6,5 % NaCl ndo é um
teste discriminativo valioso para separar enterococos de estreptococos (FORTIN et al.,
2003). SHEWMAKER et al. (2007) usaram a capacidade de crescimento em 6,5 % de
NaCl das estirpes de Streptococcus iniae ATCC 291787, S. canis ATCC 43496, S.
pyogenes ATCC 12344', S. urinalis CCUG 41590', S. uberis ATCC 19436', S.
dysgalactiae subsp. dysgalactiae ATCC 43078" para separéa-los filogeneticamente da
espécie S. ictaluri isolado de Catfish (Ictalurus punctatus), no Mississippi, EUA.

O género Lactococcus foi criado em 1985 para acomodar microrganismos atée
entdo incluidos no género Streptococcus e que eram conhecidos como “estreptococos
do grupo do acido latico” e que apresentam caracteristicas fenotipicas semelhantes as
do género Enterococcus. Dentre as espécies que compdem este género, Lactococcus
garvieae representa a principal espécie responséavel por infeccdes em seres humanos,
seguida pelas espécies Lactococcus lactis subespécie lactis e Lactococcus lactis
subespécie cremoris (TEIXEIRA et al., 2009), aléem do significado clinico para humanos
Lactococcus garvieae e Lactococcus lactis ssp. lactis sdo considerados patdgenos
oportunistas de significado para medicina veterinaria (VIANNI & LAZARO, 2003;
DAVIES et al., 2009).

O Género Streptococcus contém 93 espécies e 17 subespécies. Somente entre
0s anos 2000 e 2010, 32 novas espécies foram descritas, conforme Euzéby contido no

site: www.bacterio.cict.fr/s/streptococcus.html.

2.3.1. Streptococcus e géneros relacionados em peixes

A estreptococose em peixes foi relatada pela primeira vez em 1957, em truta
arco-iris cultivada no Japdo (YANONG & FRANCYS-FLOYD, 2006).

Desde entdo, infec¢do por estreptococos em peixe € considerada uma patologia
reemergente, que afeta uma variedade de peixe de criagdo e selvagem ao longo do
mundo (TORANZO et al., 1993).

Em sistemas de criacdo intensiva, a septicemia causada por Streptococcus spp.

tem sido o maior problema (AL-HARBI, 2005), causando severas perdas econdmicas
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para a aquicultura e indastrias de pescados (EVANS et al., 2006a). Em 1997, ja se
estimava que as perdas econdmicas anuais, devido a infec¢do por Streptococcus spp.
em todas as espécies piscicolas cultivadas, podiam superar 150 milhdes de ddlares no
mundo (SHOEMAKER et al., 2000). Estreptococose em peixe pode ser considerada
como um complexo de doencas similares causadas por diferentes espécies de
Streptococcus e géneros relacionados (TORANZO, 1993).

Esse grupo de bactérias parece ndo ter nenhuma especificidade de hospedeiro.
E capaz de infectar tanto peixe quanto espécies de mamiferos (SHEWMAKER et al.,
2007). Classificacédo de cocos Gram-positivo baseado em hibridizacdo de DNA-DNA
mostrou que das diferentes espécies definidas, pelo menos 5 sdo consideradas como
patdgenos de peixe, incluindo Lactococcus garvieae (syn. Enterococcus seriolicida),
Streptococcus iniae (syn. S. shiloi), Streptococcus agalactiae (syn. S. difficile),
Streptococcus parauberis (MATA et al., 2004), Streptococcus phocae isolado em 1999
(ROMALDE et al., 2008) e SHEWMAKER et al. (2007) propuseram 0 nome
Streptococcus ictaluri sp. Nov. como o membro mais recentemente descrito desse
género em infeccdes de peixe de aquicultura no Mississippi.

Streptococcus iniae foi relatado pela primeira vez em 1976, por causar
abscessos subcutaneos em golfinho amazénico de agua doce (Inia geoffrensis) em
aquérios em San Francisco e Nova lorque, EUA (PIER & MADIN, 1976). E um agente
patogénico de peixes, capaz de provocar doenca invasiva em aquicultura (WEINSTEIN
et al.,, 1997), sendo considerado pela Associacdo Americana de Tilapia como o mais
importante patdgeno para essa espécie de peixe (SALVADOR et al., 2003).

NOBREGA NETTO (2009) descreveu dois gendétipos distintos de Streptococcus
iniae atualmente presentes no Brasil, isolado de focos de meningoencefalite e
septicemia em cria¢des intensivas de tilapia do nilo no Parana e Ceara.

Streptococcus agalactiae teve origem em mamiferos terrestres e Streptococcus
iniae originou de mamiferos aquaticos, contudo o potencial de zoonose nao foi
explorado adequadamente (EVANS et al., 2006b).
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Streptococcus agalactiae, vulgarmente conhecido como grupo B streptococcus
(grupo B de Lancefield, ou GBS), € uma das causas de doenca infecciosa de inUmeras
espécies animais (EVANS et al., 2008). Foi encontrado em trés continentes e em seis
paises, inclusive no Brasil (EVANS et al., 2006b), isolado por SALVADOR et al. (2005)
de encéfalo, figado, rim, raspado de pele, liquido ascitico e olho de tilapias do nilo
(Oreochromis niloticus) doentes cultivadas em sistema de tanque-rede e em viveiros de
terra no norte do Parand, Brasil. FIGUEIREDO et al. (2006) também isolaram
Streptococcus agalactiae de fragmentos de rins, baco e cérebro de tilapia do nilo em
surtos de meningoencefalite em duas pisciculturas em tanques-rede, no estado de
Minas Gerais e no Espirito Santo.

Na baia do Kuwait, Golfo Arabe, EVANS et al. (2002) isolaram Streptococcus
agalactiae de varias espécies de peixes doentes e infectaram experimentalmente tilpia
do nilo com isolados, resultando em 100 e 90% mortalidade, sete dias pos-inoculacao.
No mesmo local, EVANS et al. (2006b) isolaram essa bactéria do musculo epaxial,
cortex de rim, baco, e coracdo de golfinho (Tursiops truncatus) morto.
Experimentalmente, inocularam os isolados em tilapia do nilo (Oreochromis niloticus),
ocorrendo 90% de mortalidade.

Para que ocorra infeccdo em uma espécie de peixe, € necessario que o agente
patogénico seja capaz de multiplicar dentro da faixa de temperatura que é ideal para
aguela espécie de peixes (TAN et al., 2006). Dos Streptococcus, as espécies e géneros
relacionados que sédo agentes potenciais de zoonose e que causam morte de peixe por
estreptococose em agua a temperaturas acima de 15C incluem Lactococcus garvieae
(syn. Enterococcus seriolicida), Streptococcus iniae (syn. S. shiloi), Streptococcus
agalactiae (syn. S. difficile) e Streptococcus parauberis e em agua fria a temperaturas
abaixo de 15C, a morte é causada por Vagococcus salmoninarum e Carnobacterium
piscicola (MATA et al., 2004).

Lactococcus garvieae € o0 agente etiolégico de lactococose, uma doenca
emergente, com septicemia hemorragica que afeta muitas espécies de peixes e

provoca importantes perdas econdmicas na aquicultura marinha e de agua doce
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(VENDRELL et al., 2006). Relatado pela primeira vez por COLORNI et al. (2003), em
peixe selvagem (Coris aygula), no mar vermelho, Golfo de Eilat, Israel, em temperatura
da agua de aproximadamente 25°C e salinidade constante de 40 ppt. Segundo
VENDRELL et al. (2006), essa bactéria torna-se problema quando a temperatura da
agua aumenta acima de 16T nos meses de verdo. Para TAN et al. (2006), esse € um
agente patogénico de peixe de aguas temperadas, mas ndo de peixes de agua quente,
como garoupa, robalo e tilapia.

A estreptococose por Streptococcus agalactiae pode ser encontrada em tilapia,
durante o verdo quando a temperatura da agua € superior a 30C, sendo a temperatura
preferencial desse agente patogénico. Em temperatura da agua menor que 30°C, a
mortalidade associada a esse agente € baixa (TAN et al., 2006).

AMAL et al. (2008) verificaram que o maior numero de isolamento de
Streptococcus agalactiae em tilapia cultivada na Malasia em gaiola foi registrado em
peixes entre 150 e 250 gramas e temperatura da dgua acima de 31°C. SALVADOR et
al. (2003) também encontraram maior numero de infeccbes estreptocdcicas por
Streptococcus spp. em tilapia do nilo de criagdo em tanques-rede no Parana, Brasil, nos
meses com temperaturas mais elevadas e que os valores de oxigénio dissolvido, pH,
alcalinidade, nitrito e aménia da dgua estiveram dentro da normalidade.

S. iniae também €& uma bactéria indicadora de calor, de agua doce,
possivelmente de origem nos mamiferos, pois mostra uma extrema variagdo na
tolerancia no crescimento em temperatura extrema e as condi¢cdes oOtimas sdo
temperaturas moderadamente quentes, pH neutro e salinidade zero (POSSANTE et al.,
2004).

2.3.2. Streptococcus em seres humanos

Nos Estados Unidos, ha registros de infeccdes por Streptococcus em
manipuladores de tilapias infectadas. A idade dos pacientes oscilava entre 40 e 80
anos, sendo mais frequentes em mulheres, por estarem em maior contato com
alimentos durante seu preparo (ROMANO & MEJIA, 2003).



20

Durante o Inverno de 1995-1996 em Ontéario, Canad4, ocorreram quatro casos
de infecgao invasiva por Streptococcus iniae (trés acompanhadas de celulite e o quarto
com endocardite infecciosa, meningite e provavel artrite séptica). Todos os pacientes
eram de descendéncia chinesa e tinham como caracteristica comum a manipulacéo de
tilapias vivas ou filés frescos antes do cozimento (WEINSTEIN, 1997).

Os dois primeiros casos de infecgcdes por Streptococcus iniae em pacientes
chineses ocorreram fora da América do Norte e foram relatadas por LAU et al. (2003),
sendo um dos casos como 0 primeiro reconhecido de osteomielite por Streptococcus
iniae. Um declinio na funcdo imunoldgica pode ser importante na patogénese dessa
bactéria pois a maioria dos casos relatados é em pessoas idosas (idade média 70 anos,
entre 40-81 anos). Ha provas claras de que esse agente € capaz ndo sO de causar
doencgas graves em peixes e golfinhos, mas também de ser transmitido para seres
humanos causando infecgéo.

A maior parte dos pacientes estudados vive no Canad4, Estados Unidos e
Europa sendo de procedéncia asiatica, por serem 0os maiores consumidores de peixes.
Esses estudos sédo de paises desenvolvidos, com eficiente assisténcia médica e preciso
diagndstico, por isso supfe-se que podem existir varios casos ndo diagnosticados ou
com diagnosticos errbneos em paises com escasso ou nulo controle sanitario
(ROMANO & MEJIA, 2003).

O diagnostico de infeccdo de Streptococcus iniae pode ser perdido porque os kits
de identificacdo comercial ndo o incluem em seus bancos de dados (LAU et al., 2003).
Streptococcus iniae pode ser confundido com S. dysgalactiae subs. equisimilis e com S.
uberis (WEINSTEIN et al., 1997). Portanto a prevaléncia de infec¢cdes de S. iniae,
especialmente na populacdo asiatica, pode ser subestimada (ROMANO & MEJIA,
2003). Isso impede o desenvolvimento de estratégias efetivas para o controle de
doenca (TAN et al., 2006). Esse problema pode ser agravado porque médicos que ndo
estao familiarizados com a infeccdo nédo questionam o paciente sobre a exposicao a

peixe.
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H&4 também grande relevancia meédica para S. agalactiae ou Streptococcus
(grupo B de Lancefield) que podem causar sérias infeccbes caracterizadas por
septicemia e meningite em neonatos (EVANS et al., 2006b) e, bacteremia, endocardite,

infeccdes de tecido e pele, e osteomielitis em adultos (KAWAMURA et al., 2003).

2.3.3. Viruléncia de Streptococcus

Nos filtrados de culturas de estreptococos, detectam-se substancias de natureza
tOxica, enzimatica e dotada de outras propriedades biolégicas. Entre os fatores de
viruléncia relacionados aos Streptococcus, tém-se fimbria, toxina eritrogénica, capsula,
proteina M, proteina C, acidos lipoteicoicos, peptideoglicano, proteases, fator CAMP,
estreptolisina, entre outras (FACKLAM, 2002).

A estreptolisina S é uma exotoxina de proteina extracelular, estavel ao O,
responsavel pelo halo de hemodlise (lise das hemécias) produzida por estirpes beta-
hemoliticas (BORGER et al., 2005). Estudos recentes sugerem que ela é responsavel
pela morte de parte dos leucdcitos que fagocitam o Streptococcus. O sistema imune
ndo produz anticorpos contra ela. A estreptolisina O, também é uma hemolisina, mas so
€ ativa na auséncia de oxigénio. Parece contribuir com a viruléncia do Streptococcus
porque pode lesar outras células além das hemécias (NIZET, 2002). Hemodlise é usada
como um guia na medicina clinica para o gerenciamento de pacientes, bem como

auxilio para a classificacdo de bactéria ao nivel de espécies (FACKLAM, 2002).

2.3.4. Sensibilidade a agentes antimicrobianos por Streptococcus

Antibidticos s6 sao eficazes para tratar surto de Streptococcus em peixes, se for
aplicado no inicio da doenca. Na maioria dos casos, antibiéticos orais sao ineficazes;
pois, peixes infectados tém um apetite reduzido. Devido a falta de diagndéstico, os
aquicultores aplicam muitas vezes antibidticos quando a mortalidade aumenta, sem
saber a causa da doenca, algumas vezes como forma de "medida preventiva”, sao
administrados antibidticos na expectativa de um surto de doenca esperado. Isso

resultou em um uso intenso de produtos quimicos e drogas, levando a consequéncias
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negativas para os produtores devido ao aumento da pressédo de selecdo de bactérias
resistentes e a preocupac¢do dos consumidores com residuo na carne (TAN et al.,
2006).

No Brasil, Streptococcus agalactiae isolados por FIGUEIREDO et al. (2006), a
partir de surtos de meningoencefalite em tilapia do nilo em producdo de alevinos em
Minas Gerais e de engorda e abate no Espirito Santo, foram resistentes ao acido
nalidixico, gentamicina e neomicina. Todas foram sensiveis a amoxicilina, ao
cloranfenicol, a eritromicina, a tetraciclina e a sulfonamida. Os mesmos autores citaram
gue os perfis de sensibilidade das amostras foram similares aos observados por outros
pesquisadores em isolados de S. agalactiae de peixes cultivados no Kuwait.

Em 2002, KAWAMURA et al. (2003) verificaram que estirpes de S. agalactiae
isolados de infeccdes de recém-nascidos e idosos na provincia de Tottori, Japdao,

resistentes a maioria das quinolonas.
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Ill. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

 Avaliar durante dois periodos, seco e chuvoso, parametros fisico-quimicos da
agua e a presenca das bactérias Aeromonas spp. e Streptococcus spp. em um sistema
de criagéo intensiva de tilapias do nilo em tanques-rede, em uma lagoa localizada no

Estado do Espirito Santo, regido sudeste do Brasil.

3.2. Objetivos especificos

» Verificar, através de parametros fisico-quimicos, se o sistema de criacdo em
tanques-rede causa impacto no ambiente ou se atende as exigéncias estabelecidas na
Resolu¢cdo Conama n° 357, de 17/03/2005, para corpos de &gua doce de classe 2 e
para a atividade de aquicultura.

» Avaliar a influéncia dos parametros fisico-quimicos na presenca e variacao da
populacdo de Aeromonas spp. e Streptococcus spp. na agua da lagoa, dos tanques-
rede e nos peixes.

» Definir quando os peixes sdo capazes de sobreviver na presenca desses
agentes patogénicos ou quando o0s parametros ambientais quebram esse equilibrio
levando a perdas da producéo.

o Determinar a producdo de p-hemdlise e o nivel de resisténcia a

antimicrobianos dos isolados de Aeromonas e Streptococcus.
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IV. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacao

O local de estudo refere-se a uma area aquicola da lagoa Juara, pertencente ao
complexo lacustre do municipio da Serra, regido da grande Vitéria, Estado do Espirito
Santo, sudeste do Brasil, latitude 20° 06' e longitude 40° 14', distante 5 km do Oceano

Atlantico com aproximadamente 2,8 km? de &rea, 16 km de extensdo (Figura 1).

Figura 1. Mapa do litoral do Espirito Santo com a localizacdo do municipio de Jacaraipe

onde esté situada a Lagoa Juara onde foi conduzido o estudo

a. Mapa do Estado do Espirito Santo, Brasil.

b. Montagem de imagens de satélite obtidas pelo programa Google Earth.
http://maps.google.com/maps?ll=-20.114011,-40.229739&z=14&t=h&hl=pt-br..

c. Croqui com pontos de amostragem: 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 13*, 14* e 15* (coleta de agua) e
7 a 12 (Tanques-rede = coleta de agua e peixe).
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No local, era mantida uma criacdo intensiva de tilapia do nilo (Oreochomis
niloticus) em 150 tanques-rede. A unidade de criacdo possuia cinco linhas com 30
tanques de 4 m® de volume Gtil com densidade média de 125 peixes por m®, com
espacamento entre linhas de aproximadamente 10 m e entre os tanques-rede de 2 m. A
area aquicola onde estavam instalados os tanques-rede apresentava uma profundidade
média de 3 m, sem fluxo predominante (Figura 1c).

Os dados climatolégicos médios, para o municipio de Vitéria, Espirito Santo,

Brasil, foram fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia (Tabela 1).

Tabela 1. Dados climatolégicos médios, para o municipio de Vitoria, Espirito Santo,

Brasil, fornecidos pelo Instituto Nacional de Meteorologia

Periodo T Po N
abr/08 26,1 55,2 10,0
mai/08 22,7 36,0 10,0
Seco jun/08 21,8 47,6 10,0
jul/o8 21,0 21,0 8,0
ago/08 22,6 30,6 8,0
set/08 22,4 35,6 11,0
Média 22,8 37,7 9,5
out/08 24,5 116,8 14,0
nov/08 23,8 624,2 26,0
Chuvoso dez/08 24,9 130,6 16,0
jan/09 26,1 279,6 16,0
fev/09 27,1 53,4 9,0
mar/09 26,6 240,0 18,0
Média 25,5 240,8 16,5

T = Temperatura média do periodo (°C)
Po =Precipita¢do ocorrida no periodo (mm)
N = Numero de dias chuvosos
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O clima da regido é tropical. Os maiores niveis pluviométricos ocorreram de
outubro/08 a marco/09. A variacdo média da temperatura do ar foi de 22,8 a 25,5°C, a
precipitacdo pluviométrica ocorrida foi de 37,7 a 240,8 mm, nos periodos, seco e
chuvoso, respectivamente. Constatou-se no més de novembro a menor temperatura do
ar de 23,8°C e a maior precipitacao de 624,2 mm.

O trabalho foi divido em dois periodos, seco (abril a setembro de 2008) e
chuvoso (outubro de 2008 a marco de 2009). Para cada periodo, foram disponibilizados
seis tanques-rede para estudo e povoados com 500 juvenis de tilapias do nilo

(Oreochromis niloticus), 125 peixes por m* (Figura 2).

Figura 2. Visao lateral do trecho da Lagoa Juara, municipio da Serra, ES, Brasil, onde
localiza a piscicultura. Foto: outubro de 2007

As racdes utilizadas apresentaram trés niveis de proteina bruta (PB) minima de,
32, 28 e 22%, e com teor minimo de 0,8% a 0,6% para o fosforo total de acordo com a
fase de vida dos peixes. O arragcoamento era realizado fornecendo de 2% a 4% da
biomassa de acordo com a temperatura da agua e o consumo, dividindo em uma a
duas vezes ao dia.

Dos seis tanques-rede disponibilizados para estudo, no periodo seco, os peixes
foram despescados para a venda no més de setembro de 2008, e a média do peso dos
peixes que foram retirados para analise, variou do minimo de 445,74 ao maximo de
1045,85 g, com média de 740,71 g, ndo houve morte significativa de peixes na criagao

durante o periodo. No periodo chuvoso, os peixes foram despescados para a venda no
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més de marco de 2009, a média do peso dos peixes que foram retirados para analise,
variou do minimo de 403,82 ao maximo de 954,76 g, com média de 680,27 g e a

porcentagem de morte de peixe foi de 15%.

4.2. Coleta das amostras

As amostras foram colhidas mensalmente, de abril a setembro de 2008 (periodo
seco) e de outubro de 2008 a marco de 2009 (periodo chuvoso), entre 07 e 10 horas,
padronizando assim as interferéncias decorrentes do ciclo diario, perfazendo seis
coletas por periodo. As primeiras coletas de cada periodo foram feitas no inicio do
povoamento dos tanques-rede, com o objetivo de se obter informacdes para serem

comparadas com os dados do respectivo periodo.

4.2.1. Agua

Para avaliar a presenca de Streptococcus e Aeromonas e 0s parametros fisico-
guimicos da agua, foram analisadas 400 mL amostras de agua da lagoa
correspondentes aos pontos de 1 a 6, (seis amostras mensais). A partir do segundo
més de coleta, devido a similaridade dos resultados de andlises fisico-quimicas da agua
foram estabelecidos mais trés pontos de 13* a 15* (nove amostras mensais). Para os
tanques-rede foram coletadas 400 mL amostras de agua referente aos pontos de 7 a 12
(seis amostras mensais) correspondentes aos tanques-rede utilizados para a coleta de
peixes (Figura 1c). Totalizando, no periodo seco, 48 amostras de agua da lagoa e 36 de
agua dos tanques-rede e no periodo chuvoso, 54 amostras de 4gua da lagoa e 36 de
agua dos tanques-rede.

Andlises de temperatura, transparéncia e oxigénio dissolvido foram realizadas “in
situ”. Para andlise de pH, alcalinidade, aménio, nitrato, nitrito e fosforo total, as
amostras foram colhidas em frascos plasticos de 500 mL, com tampa rosqueada
desprovidos de residuos e para pesquisa de Streptococcus spp. € Aeromonas spp. em

frascos de vidro estéreis.
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Os frascos de coleta foram segurados pela base, com a boca para baixo e
abaixo 20 cm da superficie da agua. Logo apos, inclinados lentamente para cima, para
permitir a saida do ar e consequentemente a entrada de agua. Apds a retirada dos
frascos do corpo de agua, era desprezada uma porcao da amostra, de 100 mL, em que
se deixou um espaco vazio para permitir uma boa homogeneizacao antes do inicio da
analise. Para analise microbioldgica, os frascos foram adicionados de (Na;EDTA) (acido
etilenodiaminotetraacético) estéril, (0,3 mL de solugdo de EDTA a 15%, para cada 100
mL de agua a ser coletada) (WHO, 2002; HUNT & RICE, 2005). O Na,EDTA é um
agente quelante que reduz a toxidade de possiveis metais, principalmente o cobre que
é toxico para Aeromonas em baixas concentracées, como 10 pg L™ (WHO, 2002).

Todas as amostras foram identificadas com os respectivos locais de coleta e
para o transporte foram acondicionadas em caixas isotérmicas de poliestireno
expandido (Isopor®), contendo gelo protegido por sacolas de polietileno, mantidas em

temperatura menor que 10°C até o momento da analise.

4.2.2. Peixe

De cada um dos tanques-rede onde foram retiradas amostras de agua, pontos de
7 a 12 (Figura 1c), também foram retirados dois peixes utilizando puca. Esses foram
acondicionados em sacos plasticos contendo agua do mesmo tanque-rede,
identificados e adicionados de oxigénio para o transporte. No primeiro més de coleta de
cada periodo (abril e outubro), os juvenis foram recolhidos do caminhdo no ato da
entrega, utilizando a agua da embalagem onde se encontravam os peixes, dando o
mesmo tratamento descrito anteriormente para o transporte.

Mensalmente, analisaram-se 12 peixes, representados por 12 amostras de agua
de enxaguadura da superficie dos peixes para pesquisa de Streptococcus spp. e
Aeromonas spp. Para pesquisa de Streptococcus spp. em amostras de cérebro e de
Aeromonas spp. no rim dos peixes, também foram analisados mensalmente 12 peixes,
exceto nos meses de abril e outubro. Totalizando para cada periodo, 72 amostras da

superficie, 60 amostras de cérebro e 60 amostras de rim dos peixes.
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4.3. Preparo das amostras para analise microbiologica

O preparo das amostras, as contagens e o isolamento dos microrganismos foram
realizados no IFES - Instituto Federal do Espirito Santo - Campus de Alegre — Rod.
Alegre - Cachoeiro de Itapemirim, Km 47 - CP 47 — Cep: 95.200-000 — Rive — Alegre -
ES.

4.3.1. Agua de enxaguadura da superficie dos peixes para pesquisa de Aeromonas e
Streptococcus

No laboratorio, os peixes foram retirados das sacolas e transferidos para
recipientes estéreis de peso conhecido e identificados. Estes foram imersos em caixas
de PVC contendo agua e gelo na proporcdo de ¥ do volume da agua,
(dessensibilizacdo por hipotermia).

O recipiente contendo o peixe foi pesado e adicionado um volume de &agua
peptonada estéril (APE) 0,1%, igual ao peso do peixe (MORALES et al., 2004) e
invertendo o recipiente por 25 vezes, de forma a lavar toda a superficie do peixe. O
liquido resultante da lavagem foi utilizado para diluicdes decimais. Nos juvenis,
coletados nos meses de abril e outubro de 2008 procedeu apenas a analise da agua de
enxaguadura da superficie externa, utilizando APE 0,1%, enquanto nos adultos, as
amostras foram obtidas a partir da andlise da 4gua de enxaguadura da superficie
externa e também pelo cérebro e rim.

As diluicdes foram preparadas retirando-se 1,0 mL do liquido de lavagem de
cada amostra de peixe e diluindo em 9,0 mL de APE a 0,1% a mesma temperatura do
ambiente (HUNT & RICE, 2005), obtendo-se a diluicdo 10™. Diluicdes subsequentes
foram efetuadas, transferindo assepticamente 1,0 mL de cada diluicao anterior para 9,0
mL do mesmo diluente, de forma a obter placas com 20 a 200 colbnias para contagens
de Aeromonas e coldnias isoladas de Streptococcus, diluices de 10° a 10°. Antes da
retirada do volume transferido, o tubo foi agitado vigorosamente por 15 segundos com
auxilio de um agitador tipo “vortex”. Com uma pipeta automaética, inoculou-se 0,1 mL de

cada diluicdo na superficie das placas pelo método em superficie (spread plate) e o
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indculo espalhando por toda a superficie do meio, com uma alca de Drigalski, até que o
excesso de liquido fosse absorvido.

Para o isolamento de Streptococcus foi utilizado o TSA (Himedia), acrescido de
5% de sangue desfibrinado de cavalo (BORGER et al., 2005; EVANS et al., 2006b)
suplementado apés esterilizagdo com antibidtico (acido nalidixico 15 pg mL™)
(BORGER et al., 2005) e as placas incubadas em aerofilia e em jarras de anaerobiose
com atmosfera modificada com 5% de CO, a 37°C por 48 a 96 horas, em estufa
bacterilégica. Para contagem e isolamento de Aeromonas foram utilizados o ADA
(Himedia) (DI BARI et al., 2007) e o agar seletivo M-Aeromonas base (Havelaar),
(Himedia) (TOKAJIAN & HASHWA, 2004; KOZINSKA, 2007) suplementados apoés
esterilizacdo com antibiético (ampicilina 10 pg/mL) e as placas incubadas em aerofilia a
28°C por 24 horas, em estufa BOD (WHO, 2002).

4.3.2. Amostra do cérebro para isolamento de Streptococcus

Apds a obtencdo da agua de enxaguadura da superficie externa, dentro da
capela de fluxo laminar os peixes foram mergulhados em etanol a 70%, flambados e
colocados sobre bandeja forrada com papel aluminio e feito um corte em “L” na cabeca
e com uma pinca e suabe fragmentos do cérebro foram retirados e transferidos para
tubos de ensaio contendo caldo Todd Hewitt, recomendado pelo CDC (SCHRAG et al.,
2002) e incubados a 35°C por 6 horas (BORGER et al., 2005), em estufa bacterioldgica,
e a seguir procedido o plagueamento por estria em placas contendo TSA (Himedia),
acrescido de 5% de sangue desfibrinado de cavalo (BORGER et al., 2005; EVANS et
al., 2006b). As placas foram incubadas em aerofilia e em jarras de anaerobiose com
atmosfera modificada com 5% de CO, a 37°C por 24 a 96 horas, em estufa

bacterioldgica.

4.3.3. Amostra do rim dos peixes para isolamento de Aeromonas
Apoés a retirada do cérebro, foi feita uma incisdo na porcdo ventral média do

peixe e com um novo suabe foram retirados fragmentos do rim. Os suabes foram
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transferidos para tubos de ensaio contendo TSB (Himedia) e incubados a 28°C por 24
horas, em estufa BOD, e a seguir procedido o plaqueamento seletivo por estria, em
placas contendo o &gar dextrina-ampicilina (Himedia) (DI BARI et al., 2007) e o agar
seletivo M-Aeromonas base (Havelaar), (Himedia) (TOKAJIAN & HASHWA, 2004,
KOZINSKA, 2007) suplementados ap0Os esterilizagdo com antibidtico (ampicilina 10
pHg/mL). As placas foram incubadas em aerofilia a 28°C por 24 horas, em estufa BOD
(WHO, 2002). A bandeja, facas, tesouras e pingas também foram desinfetadas com

etanol a 70% e flambadas imediatamente antes do uso.

4.3.4. Amostra de 4gua para a pesquisa de Aeromonas e Streptococcus

A amostra de agua foi homogeneizada manualmente, invertendo o recipiente por
25 vezes. As diluicbes foram preparadas retirando-se 1,0 mL da amostra e diluindo em
9,0 mL de APE a 0,1% a mesma temperatura do ambiente, obtendo-se a diluicdo 10™.
Diluicdes subsequentes foram efetuadas, transferindo assepticamente 1,0 mL de cada
diluicdo anterior para 9,0 mL do mesmo diluente, de forma a obter placas com 20 a 200
colonias para contagens de Aeromonas e colonias isoladas de Streptococcus, diluicbes
de 10° a 10%. Antes da retirada do volume transferido, o tubo foi agitado vigorosamente
por 15 segundos com auxilio de um agitador tipo “vortex”. Com uma pipeta automatica,
inoculou-se 0,1 mL de cada diluicdo na superficie das placas pelo método em superficie
(spread plate) e o inoculo espalhando por toda a superficie do meio, com uma alca de
Drigalski, até que o excesso de liquido fosse absorvido.

Para o isolamento de Streptococcus foi utilizado o TSA (Himedia), acrescido de
5% de sangue desfibrinado de cavalo (BORGER et al., 2005; EVANS et al., 2006b)
suplementado apés esterilizacdo com antibiético (4cido nalidixico 15 pg mL™)
(BORGER et al., 2005) e as placas incubadas em aerofilia e em jarras de anaerobiose
com atmosfera modificada com 5% de CO, a 37°C por 48 a 96 horas, em estufa
bacterilégica. Para contagem e isolamento de Aeromonas foram utilizados o ADA
(Himedia) (DI BARI et al., 2007) e o agar seletivo M-Aeromonas base (Havelaar),
(Himedia) (TOKAJIAN & HASHWA, 2004; KOZINSKA, 2007) suplementados apoés
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esterilizacdo com antibiotico (ampicilina 10 pg/mL) e as placas incubadas em aerofilia a
28°C por 24 horas, em estufa BOD (WHO, 2002).

4.4. Isolamento de Streptococcus spp. e isolamento e contagem de Aeromonas spp.

4.4.1. Isolamento de Streptococcus spp.

De cada placa, colénias puntiformes acinzentadas, brancas acinzentadas e
brilhantes com halo de B hemdlise ou ndo hemoliticas foram repicadas em TSA,
acrescido de 5% de sangue desfibrinado de cavalo e incubadas a 37°C por 48 horas,
para a obtencdo de cultura pura. Os isolados foram submetidos a coloracdo de Gram.
Colbnias que apresentaram cocos isolados, aos pares ou em cadeia e Gram positivos
foram transferidas para tubos inclinados com TSA, incubadas a 37°C por 24 horas e
realizada a prova da catalase; se negativa nesse teste, foram testadas para
crescimento em 6,5% de NaCl. Colénias com cocos Gram positivos, catalase negativas

e incapacidade de crescer em 6,5% de NaCl foram consideradas Streptococcus spp.

4.4.2. I1solamento e contagem de Aeromonas spp.

Para o isolamento do género Aeromonas foram selecionadas placas com
colonias separadas e para contagem do género, a melhor diluicdo, isto é, placas
contendo entre 20 e 200 colonias amareladas, circundadas por halo decorrente da
hidrolise da dextrina.

Para confirmagdo bioquimica das colbnias isoladas das amostras de rim dos
peixes e para o célculo de UFC mL™ das placas de contagem das amostras de agua e
da superficie corporal dos peixes, trés das colénias selecionadas, foram semeadas em
TSI (Himedia). ApOs incubacdo a 28°C por 18 a 24 horas, as coldnias que
apresentaram reacgdo acida tanto na base como no bisel, ou 4cida na base e alcalina no
bisel, com ou sem formacdo de gas foram coradas pelo método de Gram, as colonias
gue se apresentaram na forma de cocos bacilos retos e curtos, aos pares, isolados ou

em cadeias curtas e Gram negativas foram repicadas em tubos com TSA (Himedia)



33

inclinado e incubadas a 28°C por 24 horas. Apds o periodo de incubagdo, para
determinacgdo do género foram submetidas as provas de oxidase, catalase e resisténcia
ao agente vibriostatico O/129. Colénias que apresentaram oxidase e catalase positivas
e resisténcia ao agente vibriostatico O/129 foram consideradas Aeromonas spp.
(RAHMAN et al., 2002).

OBS: Embora a susceptibilidade de 0/129 tenha sido um ensaio extremamente
atil no passado, na atualidade esta sendo duvidosa devido a um numero crescente V.
cholerae estarem se tornando resistentes a este composto pteridine em base global
(ABBOTT et al.,1994).

4.5. Expresséao do resultado para o género Streptococcus e Aeromonas

Com base nos isolados confirmados bioguimicamente como pertencentes ao
género Streptococcus ou Aeromonas, foi determinada a porcentagem sobre o numero
total de amostra mensal.

Para o célculo de Unidade Formadora de Colbnia por mL de amostra da

contagem da populagdo de Aeromonas spp. em placas, foi utilizado a férmula :

Em que:
n

txd

UFC mL™ = Unidade Formadora de Colénia por mL de amostra

UFCmL?=

N = Numero de colbnias contadas na placa
n = Namero de colbnias confirmadas como Aeromonas spp.
t = Numero de col6nias testadas

d = Diluicdo usada na placa

A identificacdo dos microrganismos foi realizada no Laboratorio de Microbiologia
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (UNESP) — Campus de Jaboticabal —
Via de Acesso Prof. Paulo Donato Castellane, s/n — Cep: 14.884-900 — Jaboticabal —SP.
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4.6. Diferenciagéo das espécies de Streptococcus

Dos isolados caracterizados como Streptococccus spp., aproximadamente 20% de
cada local foram repicados TSA (Himedia) acrescido de 5% de sangue desfibrinado de
cavalo e incubados a 37°C por 18 a 24 h para identificacdo fenotipica pelo sistema de
microtestes APl 20 Strep (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), seguindo instrucdes do
fabricante. Foram considerados apenas os isolados que obtiveram classificagcdo de
“identificacdo aceitavel” a “muito boa identificacdo” pelo software apiweb™ fornecido
pelo fabricante. Isolados classificados em diferente taxon como “fraca discriminacéo” e
“identificacao incorreta” foram considerados como néo identificados. Para validagdo da
metodologia, foi testada uma amostra de referéncia de Streptococcus agalactiae (ATCC
13813) cedida pela FIOCRUZ-RJ.

4.7. Diferenciacdo das espécies de Aeromonas

As colbnias caracterizadas como Aeromonas spp., isto €, que apresentaram a
forma de cocos bacilos retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas, Gram
negativas, oxidase e catalase positivas e resistente ao agente vibriostatico O/129 foram
comparadas as provas bioquimicas, segundo parte do esquema constante no Bergey’s
Manual (HOLT et al., 1994), (Tabela 2).

Também foi realizado ensaio de hemdlise usando placas contendo TSA
(Himedia), acrescido de 5% de sangue desfibrinado de cavalo (MONFORT & BALEUX,
1991; TOKAJIAN & HASHWA, 2004) e incubadas a 28°C por 24 horas, sendo entédo
conferida a atividade hemolitica para o tipo (. Para validacdo da metodologia de
diferenciacdo parcial das espécies e hemolise, foi testada uma amostra de referéncia
Aeromonas hydrophila (ATCC 7966) cedida pela FIOCRUZ-RJ.
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Tabela 2. Diferenciacéo das principais espécies Aeromonas "

A. salmonicida

Caracteristicas

achomogenes
Subsp.
masoucida
Subsp.
salmonicida

+ |A. sobria

Prod. de indol
VM

V-P

Producéo H,S
Lisina
Arginina
Ornitina
Motilidade
Gas D-glicose -
Prod.de acido:
D-glicose
Lactose
D-manitol
Rafinose
D-sorbitol
Sacarose
Esculina -
Oxidase +
Sensibilidade 0/129 - - - - - - - - - - . _

® HOLT et al. (1994). Ver Tabela 3.48. Simbolos: + — 90% s&o positivas, (+) — 80-89% s&o
positivas, d — 21-79% séo positivas, (-) — 11-20% sé&o positivas, - — 90% sao negativas
¢ CARNAHAN et al. (1991). ND — N&o determinado

+ + A. caviae
+ ' JA. schubertii

+ 2 /A. media
+ a
+ +
+ + 1 O
+ 1

1 2 + A, eucrenophila
+ 4 Subsp.

+ + +JA. veronii

+ 1
+ 1
1
+ o
+ o+ + + +

+
+
++ 1+ + + + 5 +A jandaei’

+ + 1 + 2+ + + + A hydrophila
+
+

+ + +

+
1
1
+
+
=+
1
1

+
+
+
+
=+
+
+
+
+

+ o +
4+
+ o +
+ o +
[
+
4+
[
[
1
Z
O

+

1
-
1
+ 1 001 o

+ + +
+ +a
+ 4+ +
+a +
+ + +
+ +

+ 4+ +

1

4.8. Antibiograma

A sensibilidade de estirpes de Aeromonas e Streptococcus a agentes
antimicrobianos foi determinada pelo método de difusdo de disco (BAUER et al., 1966),
usando agar Mueller-Hinton.

Aliguotas das culturas isoladas em TSA (Himedia) com 18 a 48 horas de
incubacdo foram transferidas com uma alca bacteriologica, para tubos contendo
solucdo salina a 0,85% até a turvacdo semelhante a escala 0,5 de Mac Farland,
obtendo uma concentracéo bacteriana final de aproximadamente 10° células mL™. As

placas com o meio, bem como os discos de antibidticos foram aclimatados na
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temperatura ambiente. Um suabe estéril foi embebido na suspensdo e retirado o
excesso na parede do tubo e feito um esfregaco suavemente em trés sentidos
diferentes na superficie da placa com o meio.

Dentro do prazo maximo de 15 minutos, utilizando uma pinca estéril, os discos
com antibiéticos foram distribuidos sobre a superficie do agar seco contendo a
suspensao bacteriana, flambando-se a pinca a cada novo antibiético e, mantendo-se
uma distancia de aproximadamente 24 mm entre eles. Os seguintes antibidticos
(Laborclin e Sensifar) foram testados. Para Aeromonas: Gentamicina (10 pg), acido
nalidixico (30 pug), tetraciclina (30 pg), ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 ug),
amoxicilina (10 pg), eritromicina (15 pg), levofloxacina (pg) e ofloxacina (10 pg)
(GHENGHESH et al., 2001; ALVAREZ et al., 2004; TOKAJIAN & HASHWA 2004; LIMA
et al., 2006). Para Streptococcus: Gentamicina (10 pg), acido nalidixico (30 pug),
tetraciclina (30 pg), ampicilina (10 pg), eritromicina (15 pg), amoxicilina (10 pg),
cotrimoxazol (25 pg), penicilina (10 pg), norfloxacina (10 pg), neomicina (30 ug)
(EVANS et al., 2002; FIGUEIREDO et al., 2006). Ap6s esses procedimentos, as placas
foram incubadas em aerobiose, para as espécies de Aeromonas a 28°C em estufa BOD
e para Streptococcus a 37°C em estufa bacteriologica por 18 a 48 horas. A
determinacéo do grau de sensibilidade bacteriana levou em consideracéo o didametro do

halo.

4.9. Parametros fisico-quimicos da agua

Temperatura e OD foram determinados “in situ” utilizando um oximetro AT-150 e
a transparéncia foi medida utilizando o Disco de Secchi (30 cm de diametro).

O pH foi avaliado em laboratério por poténciometria utilizando um peagametro
digital (Eletrodo Combinado Universal de Vidro 0 — 14 pH).

A alcalinidade foi determinada por titulacdo potenciométrica, utilizando acido
sulfarico 0,02N, como recomendado por GOLTERMAN et al. (1978).

O N-amoniacal (N-NH;" + N-NH3) foi determinado segundo a metodologia
descrita por KOROLEFF (1976).
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As concentracdes de N-NOs e de N-NO, foram determinadas segundo a
metodologia descrita por GOLTERMAN et al. (1978).

O P-total foi determinado com base na metodologia descrita por ANDERSEN
(1976).

As analises foram realizadas no Laboratério do Nacleo de Estudos e de Difusédo
de Tecnologia em Floresta, Recursos Hidricos e Agricultura Sustentavel (NEDTEC) -
Av. Carlos Lindemberg, s/n - Cep: 29.550-000 - Jeronimo Monteiro - ES. Os dados
obtidos foram avaliados por indicadores estabelecidos na Resolu¢cdo Conama n° 357,
de 17/03/2005, para corpos de agua doce de classe 2 (BRASIL, 2005).

4.10. Andlise Estatistica

Para determinar diferencas entre os locais e entre os periodos, foi aplicado o
teste de Lilliefors e Testes de Cochran e Bartlett para verificacdo de normalidade e
homogeneidade de variancias. Devido a distribuicdo ndo normal, para os parametros
fisico-quimicos, porcentagem de isolamento de Aeromonas e Streptococcus e
populacdo média de Aeromonas a analise usada foi a n&o-paramétrica, Teste de
Wilcoxon. Para esta analise, foi utilizado o software SAEG (Universidade Federal de
Vigosa, Brasil). As contagens de Aeromonas foram transformadas para logio (HAZEN et
al., 1978).

Qualquer probabilidade estatistica, igual ou inferior a 5%, foi considerada
significativa.

A porcentagem de isolamento do género Aeromonas e Streptocococcus e a
populacdo média de Aeromonas spp. foi obtida a partir dos isolados confirmados

bioquimicamente.
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V. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Variacdo dos parametros fisico-quimicos da agua

A Tabela 3 mostra que houve diferenca (p<0,05) entre os periodos, seco (abril a
setembro/08) e chuvoso (outubro/08 a marco/09) para todos os parametros fisico-
guimicos avaliados, com excecdo do pH. Entre os locais, na agua da lagoa e dos
tanques-rede houve diferenca significativa (p<0,05) para a concentracdo de OD no
periodo chuvoso, N-amoniacal no periodo seco e o P-total nos dois periodos, com
concentracdes maiores na agua dos tanques-rede, com excecao do OD.

Variacbes maiores entre os dois periodos demonstraram variagcdo temporal.
Menores variacdes entre os locais sdo explicadas pela agua do ambiente em questédo
ser classificada como Iéntico, ou seja, de pouca movimentacdo (BUENO et al., 2008).
ALVES (2006) também encontrou mais variagbes temporais que espaciais em seu
estudo sobre impacto de piscicultura em tanques-rede do Reservatério de Nova
Avanhandava, Rio Tieté, Séo Paulo.

Maior diferenca (p<0,05) para o N-amoniacal no periodo seco e P-total, nos dois
periodos, na agua dos tanques-rede em relacdo a agua da lagoa pode ser devido
principalmente a sobra de racdo que apresenta nitrogénio e fosforo em sua formulagéo
e segundo GUO & LI (2003), mais de 85% desses nutrientes da alimentacao vai para a
area de criacdo dos tanques-rede. Excretas dos peixes, crescimento de algas e outros
organismos também podem causar colmatacdo das malhas dos tanques-rede, e em
ambiente represado a concentracdo desses nutrientes € maior (GUO et al., 2009).
BUENO et al. (2008) verificaram maior concentracdo de P-total nos pontos proximos
aos tanques-rede e GUO & LI (2003) e GUO et al. (2009) também verificaram valores
maiores para 0 nitrogénio total e P-total perto dos tanques-rede, sem nenhuma

alteracgéao significativa a 50 e 100 m dos tanques.
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Tabela 3. Valores médios dos parametros fisico-quimicos na agua da lagoa e dos
tanques-rede nos periodos, seco (abr a set/08), chuvoso (out/08 a mar/09) e o padrdo

do CONAMA para as aguas doces de classe 2

Local’
Parametros Periodo™ Padrdo CONAMA*
Lagoa Tanque
seco 24,8" 25,1"
Temperatura (°C) 5 B
chuvoso 27,6 27,9
. Seco 7,08 6,5" N&o inferiora 5 mg L™
OD (mg L ) Ba Bb
chuvoso 4,6 3,8
H seco 7,1 7,1 6a9
P chuvoso 7,0 7,1
o L. Seco 27,8% 28, 4°
Alcalinidade (mg L™) B B
chuvoso 249 24,3
_ seco 61,5" 53,9%
Transparéncia (cm) B B
chuvoso 51,6 48,7
N-NOy (g LY seco 0,007* 0,0083* 1mgL'N
- m
2 {9 chuvoso 0,0029°  0,0033"
N-NOs (Mg LY seco 0,1248*  0,1577* 10mg L' N
- m
3 (Mo chuvoso 0,0537°  0,0529°
N-Amoniacal (mg L) seco 0,2022%  0,2316" 3,7mg LN,
-Amoniacal (m
J chuvoso 0,3024° 0,3231° parapH <75
b-Total (mg LY seco 0,0678"*  0,0881""  Até0,03mgL™ em
-Total (m
J chuvoso 0,0223%%  0,0287%®  ambientes lénticos

* Resolugdo n° 357, de 17 de marco de 2005, para as aguas doces de classe 2
(BRASIL, 2005)

** Médias seguidas de letra mailscula diferente, em cada coluna, para o0 mesmo
parametro, sao estatisticamente diferentes, a 5% de probabilidade (p<0,05)

* Médias seguidas de letra minuscula diferente, em cada linha, sdo estatisticamente
diferentes, a 5% de probabilidade (p<0,05)
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Variagbes maiores entre os dois periodos demonstraram variagcdo temporal.
Menores variagdes entre os locais sdo explicadas pela agua do ambiente em questéo
ser classificada como Iéntico, ou seja, de pouca movimentagdo (BUENO et al., 2008).
ALVES (2006) também encontrou mais variagbes temporais que espaciais em seu
estudo sobre impacto de piscicultura em tanques-rede do Reservatério de Nova
Avanhandava, Rio Tieté, S&o Paulo.

Maior diferenga (p<0,05) para o N-amoniacal no periodo seco e P-total, nos dois
periodos, na agua dos tanques-rede em relacdo a agua da lagoa pode ser devido,
principalmente, a sobra de racdo que apresenta nitrogénio e fosforo em sua formulagéo
e segundo GUO & LI (2003), mais de 85% desses nutrientes da alimentacdo vai para a
area de criacdo dos tanques-rede. Excretas dos peixes, crescimento de algas e outros
organismos também podem causar colmatacdo das malhas dos tanques-rede, e em
ambiente represado a concentragdo desses nutrientes € maior (GUO et al., 2009).
BUENO et al. (2008) verificaram maior concentracdo de P-total nos pontos proximos
aos tanques-rede e GUO & LI (2003) e GUO et al. (2009) também verificaram valores
maiores para 0 nitrogénio total e P-total perto dos tanques-rede, sem nenhuma

alteracéo significativa a 50 e 100 m dos tanques.

A menor concentracdo de N-amoniacal (p<0,05) e maior concentracao do P-total
(p=<0,05) no periodo seco estéo relacionadas a reduzida precipitacdo média no periodo
de 37,7 mm contra 240,0 mm no periodo chuvoso (Tabela 1). A baixa precipitacdo no
periodo seco aumentou a concentracdo do P-total na agua da lagoa e tanques-rede,
contribuindo para o crescimento excessivo de macrofitas, principalmente "taboa" (Typha
domingensis) nas margens, durante o periodo. No periodo chuvoso, com elevacao do
nivel das aguas, parte dessa vegetacdo foi coberta pela agua e desprendida das
margens, 0 que pode aumentar a quantidade de matéria organica no sistema, e
consequente decomposicao desse material por organismos aerdbicos. Segundo ALVES
(2006), € possivel que o maior input de matéria organica na agua e a degradacao desse
material por bactérias levem ao consumo de oxigénio. A decomposicdo do excedente

de matéria organica submersa no periodo chuvoso contribuiu para a reducdo da
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transparéncia, aliada a temperaturas mais altas, média de 27,9°C pode ter sido a causa
da deplecdo do OD na 4gua (CORRELL, 1998), como consequéncia pode ter ocorrido
diminui¢cdo do processo de nitrificagdo e dessa forma houve aumento na concentracao

de N-amoniacal.

A amobnia € um metabolito proveniente da excrecdo nitrogenada dos peixes e
outros organismos aquaticos e da decomposicdo microbiana de residuos organicos
(KUBITZA, 2000). A presenca do ion amoénio nos ambientes aquaticos caracteriza
poluicdo recente por residuos organicos, sua conversao a nitrito e depois a nitrato
consome OD, alterando as condi¢cdes bioquimicas do sistema aquatico (MARTINS,
2005). Alteracbes na concentracdo de OD podem originar-se de mudancas bruscas na
temperatura da agua, bem como de processos fisico-quimicos, quimicos e bioquimicos
(oxidacéo aerébica de substancias organicas) (MARQUES, 1993).

Esses valores sao referentes as médias de leituras no periodo diurno entre nove
e dez horas da manha e, segundo MERCANTE et al. (2005), provavelmente, durante a
noite, a concentracdo de OD diminua consideravelmente em funcéo da respiracao do

fitoplancton.

Alta concentracdo de nitrato pode ser devido ao lancamento de esgoto doméstico
clandestino no curso d’dgua (ALVES et al., 2008). Em decorréncia da existéncia de
vegetacdo ciliar na lagoa estudada, provavelmente ndo ha significativo aporte desse
nutriente por lixiviagdo e, portanto, o N-NO3™ produzido pode ter sido diluido pela cheia
no periodo (240,8 mm) ou assimilado pela vegetacdo e plancton, o que justifica
menores concentragdes (p<0,05) no periodo chuvoso, segundo HARGREAVES (1998),
concentracdes de N-NOs em lagoas de aquicultura em regides temperadas sao
maximas durante o inverno, quando a florescéncia de fitoplancton é minima.

As menores concentracdes de N-NO, e N-NOg3', no periodo chuvoso (p<0,05),
pode ser devido a diluicdo, a assimilacdo pela vegetacdo e plancton e a diminuicdo do

processo de nitrificacdo que demanda oxigénio, conforme discutido anteriormente.
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Para o P-total, as menores concentragdes (p<0,05), no periodo chuvoso, podem
ser explicadas pela existéncia de vegetacéao ciliar na lagoa e, provavelmente ndo ocorre
significativo aporte de nutriente por lixiviagdo. Assim, pode ter ocorrido diluigdo do P-
total pela cheia ou sua assimilacdo por alguma vegetacdo ou por adsorcdo do
sedimento (CORRELL, 1998). Outros fatores bidticos e abiodticos estdo envolvidos na
dindmica do fésforo no ecossistema aquético (BUENO et al., 2008).

A diluicdo das aguas no periodo chuvoso também pode ter reduzido os valores
da alcalinidade, o que justifica a diferenca (p<0,05) menor para a agua da lagoa de 24,9
mg L™ e 4gua dos tanques-rede de 24,3 mg L™.

Os valores médios mensais dos parametros fisico-quimicos da agua da lagoa e
da &gua dos tanques-rede nos periodos seco (abril a setembro/08) e chuvoso
(outubro/08 a margo/09) encontram-se na Figura 3.

A temperatura variou no periodo seco, sendo registrada minima de 21,99°C em
julho na agua da lagoa e maxima de 29,76°C em agosto na agua dos tanques-rede. No
periodo chuvoso, variou de 23,88°C em mar¢o na agua da lagoa ao maximo de 29,78°C
em fevereiro na &agua dos tanques-rede (Figura 3a). Essas variagbes sazonais
correspondem aos meses mais frios e quentes de cada periodo avaliado. No periodo
seco, nos meses de maio, junho, julho e setembro e no periodo chuvoso, no més de
marco a temperatura ficou abaixo da faixa de conforto térmico para tilapias que é de 27
a 32T (KUBITZA, 2000).

As concentracdes médias de OD, no periodo chuvoso, foram de 4,6 mg L, para
a agua da lagoa e de 3,8 mg L™ na 4gua dos tanques-rede com o minimo de 1,85 mg L’
! em janeiro (Figura 3b), sendo verificadas trés ocorréncias no periodo seco contra nove
no periodo chuvoso de valores abaixo do estabelecido pela legislacdo (BRASIL, 2005) e
de quatro ocorréncias no periodo seco, contra dez no periodo chuvoso, abaixo da
considerada ideal em sistemas de criacédo intensiva de tilapia do nilo, de 6,0 mg L™
(WELKER et al., 2007), coincidindo com o registro de mortalidade de peixes de 15%.
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Os valores de alcalinidade (Figura 3c) variaram do minimo de 18,18 mg L™ em
margo ao méaximo de 34,44 mg L™ em outubro, com trés ocorréncias de valores abaixo
de 20 mg L?, isto &, abaixo da concentracdo considerada suficiente para bom poder
tamponante, entre 20 a 300 mg L™ de CaCO; (ALBANEZ & MATOS, 2004) e da ideal
para as bactérias nitrificantes, que é superior a 20 mg L (FRANCIS-FLOYD et al.
2005). Nao foi verificada diferenca significativa para o pH nas aguas entre os locais e
nem entre os periodos (p=0,05). O pH minimo foi de 6,6 em janeiro e 0 maximo de 7,65
em outubro (Figura 3d), esses valores estdo proximos ou pouco acima de 7,0. Portanto,
a alcalinidade manteve o pH sem grandes alteracdes, estando os valores dentro dos
limites estabelecidos pela Resolucdo Conama n° 357/2005 (Tabela 3) e para a
piscicultura, em que o pH ideal é na faixa de 7,0 a 8,5 (ALBANEZ & MATQOS, 2004),
aguas alcalinas com pH maior que oito propiciam condi¢des ideais para a ocorréncia de
infeccbes em peixes por potencializarem a toxidez da amoénia (PEREIRA &
MERCANTE, 2005).

As concentracdes médias de N-amoniacal foram maiores no periodo chuvoso, de
0,302 mg L™ para a 4gua da lagoa e de 0,323 mg L para a agua dos tanques-rede
(Tabela 3), com o valor maximo de 0,450 mg L™ na &gua dos tanques-rede em
novembro (Figura 3e), esses valores ficaram abaixo do estabelecido pela legislacao
(BRASIL, 2005), para corpos de 4gua doce de classe 2 de no maximo 3,7 mg L para
agua com pH<7,5.

A transformacéo do ion amoénio (N-NH4") em amonia (N-NHs livre, gasoso), que
pode ser téxica para os peixes € dependente da temperatura e pH (HARGREAVES,
1998). No presente estudo, para calculo da forma ndo ionizada da amonia (N-NH3), foi
utilizada a tabela de conversdo (FRANCIS-FLOYD et al.,, 2005), considerando a
concentracdo méaxima de N-amoniacal de 0,450 mg L™ no més de novembro na agua
dos tanques-rede (Figura 3e), quando o valor de pH estava em 7,48 (Figura 3d) e a
temperatura em 27,87°C (Figura 3a). Dessa forma, o resultado para a concentracdo
maxima de N-NH; no periodo do estudo foi de 0,012 mg L™ na 4gua dos tanques-rede

em novembro, estando esse valor abaixo do que pode ser considerado problema para a
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piscicultura, que é superior a 0,05 mg L™ (HARGREAVES, 1998; EL-SHAFAI et al.,
2004; FRANCIS-FLOYD, et al., 2005).

A concentracdo média de N-NO; nos periodos estudados variou de 0,0083 mg L
! no periodo seco a 0,0029 mg L™ no periodo chuvoso (Tabela 3), com concentracdo
maxima de 0,011 mg L™* em setembro (Figura 3f), estando abaixo de 0,1 mg L™ que é
considerada segura para criacdo de peixes (FRANCIS-FLOYD et al., 2005) e do
estabelecido pela legislacdo para corpos de agua doce de classe 2 que é de 1,0 mg L*
(BRASIL, 2005).

O nitrato, produto final do ciclo do nitrogénio, € considerado inofensivo para os
peixes em sistemas naturais e lagoas. Em sistemas fechados, com pouca ou nenhuma
troca de 4gua, o acimulo pode ser prejudicial se for superior a 250 mg L™ (FRANCIS-
FLOYD et al., 2005). A concentracdo de N-NO3 foi significativamente maior (p<0,05),
de 0,1577 mg L™ no periodo seco contra 0,0529mg L™ no periodo chuvoso (Tabela 3),
com concentracdo méxima de 0,38 mg L em julho (Figura 3g), estando, portanto,
abaixo do considerado toxico para peixes e abaixo do estabelecido para corpos de agua
doce de classe 2, que é de no méaximo 10,0 mg L™ (BRASIL, 2005).

Para o P-total, no periodo seco, as concentracdes médias de 0,068 mg L™ na
agua da lagoa e de 0,088 mg L' nos tanques-rede (Tabela 3) ficaram acima do
estabelecido para corpos de 4gua doce de classe 2 (0,03 mg L) (BRASIL, 2005). No
periodo chuvoso, as médias foram menores, porém, préximas ao minimo permitido pela
legislacdo. Essa menor concentracdo pode estar relacionada a diluicdo das aguas pela
cheia.

A diferenca significativa (p<0,05) para média da transparéncia pelo disco de
Secchi, de 61,5 cm no periodo seco e de 48,7 cm no periodo chuvoso (Tabela 3), com
valor minimo de 35,5 cm em dezembro e maxima de 61,16 cm em abril, na agua dos
tanques-rede (Figura 3i), esta na faixa considerada ideal para a aquicultura, de 20 a 60
cm (MAMAR & CYRINO, 1988). O menor valor encontrado no periodo chuvoso pode
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ser explicado pela possivel presenca de maior quantidade de matéria organica oriunda

da decomposicao de parte da vegetacado que ficou submersa no periodo.

5.2. Ocorréncia de Aeromonas spp e Streptococcus spp. e populacdo média de
Aeromonas spp.

As diferencas, nos locais analisados, entre a ocorréncia e populacdo média de
Aeromonas spp e ocorréncia de Streptococcus spp. nos periodos seco (abril a
setembro/08) e chuvoso (outubro/08 a margo/09) encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Ocorréncia de Aeromonas spp. e Streptococcus spp. e populacdo média de
Aeromonas spp. na agua da lagoa, tanques-rede, superficie, rim e cérebro dos peixes

nos periodos seco (abr a set/08) e chuvoso (out/08 a mar/09)

% 0 s Local’
— p - O Ve
g; *g S Agua Peixes
@ S o -
s} < 2 Lagoa Tarneqduees Superficie Rim  Cérebro
ol
7 (48/20) (36/17) (72/141) (60/0)
(72] -
o (Analisadas/ Seco 42" 47" 574° 0
Q  Positivas)
§ Isol?or/n )e o (54/8) (36/10) (72/23) (60/0)
— 0
g Chuvoso % gea 285" 328 ' 0
n

(Analisadas/ ¢, (48/20) (36/2b7) (72/6b0) (60@6) )
: - a c
2  Positivas) 63 75 83 10
3 Isolamento Chuvoso (54/23) (36/25) (72/55) (60/10) i
@ (%) 4352 69° 78° 175
o
E Populagigo  Seco 2,35x10%* 2,80x10%®  6,82x10%° - -
) média
< (UFCmL™Y) Chuvoso 1,77x10%® 246x10°®  3,14x107%" - -

Médias seguidas de letra mailscula diferente, em cada coluna, para cada dois
periodos séo estatisticamente diferentes, a 5% de probabilidade (p<0,05)

* Médias seguidas de letra minuscula diferente, em cada linha, sdo estatisticamente
diferentes, a 5% de probabilidade (p<0,05)
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Houve diferenca (p<0,05) nos locais e nos periodos para isolamento de
Aeromonas spp. e Streptocccus spp.

Entre os periodos, no periodo seco, a ocorréncia de Aeromonas spp. foi maior
(p=<0,05) na agua da lagoa, em 63% das amostras analisadas e a populacéo foi maior
na superficie dos peixes de 6,8 x 10° UFC mL™. No periodo chuvoso, a ocorréncia de
Aeromonas spp. foi maior (p<0,05) no rim dos peixes em 17% das amostras analisadas.
A ocorréncia de Streptococcus spp. foi maior (p<0,05) no periodo seco, em 42% das
amostras de agua da lagoa, 47% dos tanques-rede e 57% da superficie dos peixes.

Entre os locais, as diferencas (p<0,05) na ocorréncia de Aeromonas spp., N0S
dois periodos, foi: rim < agua da lagoa < agua dos tanques-rede = superficie dos peixes
e para Streptococcus spp., ho periodo seco foi: agua da lagoa = 4gua dos tanques-rede
< superficie dos peixes, e no periodo chuvoso: agua da lagoa < agua dos tanques-rede
= superficie dos peixes. Bactérias do género Streptococcus spp. ndo foram encontradas
nas amostras de cérebro dos peixes.

Para a populacdo média de Aeromonas spp., a diferenca significativa (p<0,05) no
periodo seco foi: agua da lagoa = agua dos tanques-rede < superficie dos peixes, € no
periodo chuvoso, ndo houve diferenca significativa (p=0,05) na comparacao entre as
amostras da agua dos tanques-rede e da agua da lagoa e da superficie dos peixes,
porém a populacdo de Aeromonas spp. foi significativamente maior (p<0,05) na
superficie dos peixes comparada a agua da lagoa.

Entre os periodos, a diferenca maior (p<0,05) no periodo seco, para a
porcentagem de isolamento Aeromonas spp. e Streptococcus spp. na agua da lagoa,
estd relacionada a baixa precipitacdo de 37,7 mm (Tabela 1) e ao aumento da
concentracdo de P-total nas aguas no periodo (Tabela 3), isso pode ter favorecido a
multiplicacdo dessas bactérias. O fésforo favorece a multiplicacdo de Aeromonas spp.
em ambientes aquaticos (ARAUJO et al., 1989). Esse elemento mineral é essencial
para todas as formas de vida. Enzimas extracelulares hidrolisam formas orgénicas de

fosfatos, o ortofosfato é a Unica forma do fésforo que os organismos autotroficos
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assimilam e o resultado da producdo excessiva €& a eutrofizacdo. Essa alta
produtividade leva ao aumento de populagdes bacterianas (CORRELL, 1998).

No periodo chuvoso, o menor numero (p<0,05) de amostras positivas para
Aeromonas spp. e Streptococcus spp. na agua da lagoa pode ser atribuida a diluicdo
das aguas e também ao efeito da radiacdo solar, mesmo em menor transparéncia
(p=<0,05), as amostras foram colhidas préximas a superficie (20 cm), MAALEJ et al.
(2003) verificaram efeito da radiacdo solar na reducéo de Aeromonas spp.

O efeito de nutrientes, diluicdo da dgua e possivel radiacdo ndo caracterizaram
diferenca (p=0,05) entre os locais para a porcentagem de isolamento de Aeromonas
spp. has amostras de agua dos tanques-rede e da superficie dos peixes, enquanto para
Streptococcus spp. a ocorréncia foi maior (p<0,05), na superficie dos peixes no periodo
seco.

Houve menor ocorréncia de Streptococcus spp. nas amostras em relacdo a
Aeromonas spp., isso pode ter ocorrido devido as temperaturas médias no periodo
seco, de 25,1°C e no periodo chuvoso, de 27,9°C, terem sido mais favoraveis a
multiplicacdo de Aeromonas spp., temperatura o6tima de 22 a 28°C em relacdo aos
Streptococcus spp., que exigem temperaturas mais altas 25 a 45°C (HOLT et al., 1994)
e a diluicdo das aguas no periodo chuvoso reduziu ainda mais sua presenca nas
amostras.

O efeito da diluicAo maior para amostras com menor multiplicagdo bacteriana,
também caracterizou a diferenca (p<0,05) para a porcentagem de isolamento de
Streptococcus spp. e populacdo de Aeromonas spp. maior na superficie dos peixes em
relacdo as aguas no periodo seco. Isso se deve ao fato dos peixes apresentarem na
sua superficie reentrancias nas escamas, branquias e nadadeiras, que servem de
suporte para maior aderéncia de matéria organica com consequente multiplicacdo
bacteriana, sendo maior no ambiente represado dos tanques-rede e no periodo seco
em funcdo de menor fluxo de dgua. Esse resultado estd de acordo com o encontrado
por AL-HARB & UDDIN (2005), em que a porcentagem de isolamento de Streptococcus
sp. foi maior nas branquias de peixe do que na agua e SOUSA & SILVA-SOUZA (2001),
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onde houve maior abundancia de Aeromonas nos peixes em relacdo a agua do rio
Congonhas, Parana e por LIMA et al. (2006), em que a contagem total de bactérias em
ordem decrescente foi: Agua de abastecimento < 4gua dos tanques < muco dos peixes.
Em funcdo disso, sugeriram que o ambiente de criacdo favoreceu o aumento das
populacdes de bactérias, e segundo OGAWA & MAIA (1999), a pele e branquias de
peixes, por estarem em contato com a agua, apresentam um razoavel nivel de
contaminacgéo.

Nos tanques-rede, o represamento em funcdo do numero de peixes e da
colmatacdo das malhas por deposi¢cdo de residuos organicos, como restos de racao,
excretas, crescimento de algas e outros organismos reduziu o efeito da diluicdo
causada pela cheia, nivelando a porcentagem de isolamento de Aeromonas spp. entre
a agua dos tanques-rede e da superficie dos peixes, ndo sendo verificado diferenca
(p=0,05). A microbiota do peixe é influenciada pela microbiota da agua (AL-HARBI &
UDDIN, 2005). MONFORT & BALEUX (1991) consideram que a distribuicdo de
Aeromonas spp. e coliformes fecais estao sujeitos a efeitos de diluicdo, mas também a
outros parametros ambientais.

A diferenca significativa (p<0,05) para o P-total com concentragcdo menor no
periodo chuvoso, e maior na agua dos tanques-rede, teve 0 mesmo comportamento
para a ocorréncia de Aeromonas spp. e de Streptococcus spp., enquanto a
concentracdo do N-amoniacal aumentou no periodo chuvoso. Portanto, o P-total e a
diluicdo das aguas tiveram maior influéncia na ocorréncia dessas bactérias no sistema
aquatico que o N-amoniacal e, as diferencas (p<0,05) de temperatura, minima de
24,8°C e maxima de 27,9°C parece nédo ter influenciado a multiplicacdo dessas
bactérias entre os dois periodos.

O efeito do represamento na agua dos tanques-rede também propiciou o
aumento da populacéo de Aeromonas na superficie dos peixes no periodo seco, para a
mesma porcentagem de isolamento em relacdo a agua dos tanques-rede.

O maior suporte de matéria organica na agua dos tanques-rede ndo caracterizou

aumento na populacdo de Aeromonas spp. em relacdo a agua da lagoa e entre o0s
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periodos (P=0,05). Devido ao maior represamento da agua dos tanques-rede, houve
maior ocorréncia e contagens mais homogéneas, enquanto na agua da lagoa houve
menor ocorréncia e grandes variacbes com altas reducbes nas contagens devido ao
efeito da diluicio em relagdo aos pontos de amostragens mais equidistantes dos
tanques-rede.

N&o houve diferenca (p=0,05) entre a agua dos tanques-rede e a superficie dos
peixes para o isolamento de Aeromonas nos dois periodos e para Streptococcus no
periodo chuvoso. Os peixes para andlise e a agua foram recolhidos dos tanques-rede,
portanto a contaminacdo nas amostras foram uniformes, estando de acordo com EL-
SHAFAI et al. (2004); AL-HARBI & UDDIN (2005), que consideram que a composi¢cao
microbioldgica da agua de cultivo reflete na variedade de bactérias presente na pele
dos peixes.

A diferenca significativa (p<0,05) menor para a porcentagem de isolamento de
Aeromonas spp. no rim dos peixes em relacdo aos outros locais € devido a protecdo da
pele pelos mecanismos de defesa naturais dos peixes. Anfibios e peixes aparentemente
saudaveis apresentam na pele peptideos antimicrobianos (AMPSs), que atuam como
mecanismo de defesa contra patdégenos bacterianos e fungos (CHO et al.,, 2009).
Porém, no periodo chuvoso a diferenca observada (p<0,05) maior para o isolamento de
Aeromonas spp. nas amostras de rim dos peixes de 17% pode ser devido a deplegéo
da concentracéo de OD a 3,8 mg L™ ocorrida no periodo, na agua dos tanques-rede o
gue pode ter causado estresse nos peixes, o que segundo FRANCIS-FLOYD (2003);
KUBITZA (2003), excessivo estresse e risco de mortalidade em piscicultura ocorrem
quando a concentracéo de oxigénio cai para concentracdes inferiores a 2,0 mg L™.

REITH et al. (2008) relataram que a maioria das espécies de Aeromonas sao
agentes patogénicos oportunistas, introduzidos através de feridas ou afetam apenas
animais imunocomprometidos, tendo como principal causa o estresse. Para EL-SHAFAI
et al. (2004); AL-HARBI & UDDIN (2005) a microbiota bacteriana comensal incluindo
agentes patogénicos facultativos, a partir de certo limiar, que representa o limite dos

mecanismos de defesa natural do peixe, é capaz de invadir os tecidos podendo originar
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doencas nos peixes. Segundo KOZINSKA (2007), existe um risco permanente de surtos
de doencas em piscicultura devido a ocorréncia de Aeromonas patogénicas em 0rgaos
internos de peixes saudaveis.

SALVADOR et al. (2003) encontraram varia¢des para o OD em agua de tanques-
rede entre 4,0 e 7,6 mg L™ e a maior frequéncia de isolamentos Streptococcus spp. em
tilapia do nilo foi observada nos periodos de menor concentracédo de OD.

EVANS et al. (2004) verificaram que tilapia do nilo infectadas com 9,5x10" ou
7,5x10? UFC de S. agalactiae e expostas a taxas subletais de OD de até 1 mg L™ por
24 h a taxa de mortalidade foi de 27% e 80% e para peixes expostos a nivel aceitavel
ndo ocorreu mortalidade. Aumento da susceptibilidade de Tilapia do nilo para S.
agalactiae pode ser o resultado da resposta de estresse para a exposicdo a taxas
subletais de OD.

N&o houve isolamento de Streptococcus spp. no cérebro dos peixes. Relatos de
isolamento de Streptococcus spp. em cérebro sdo geralmente de peixes com sinais de
infeccdo estreptococica (SALVADOR et al.,, 2003 e 2005; PULIDO et al., 2004;
FIGUEIREDO et al., 2006), entre outros. AMAL et al. (2008) observaram que a taxa de
isolamento aumentou com a taxa de mortalidade, pois Streptococcus agalactiae foi
isolado em cérebro, rins e olhos de tilapias sadias numa taxa menor que 5%, em
ambiente sem relato de surto de doencas, onde a taxa de mortalidade foi de 5 e 45%, a
porcentagem de isolamento foi de 8 a 55% e, com mortalidade de 5 a 60% houve
aumento do isolamento de 5 a 78%. No presente estudo, a auséncia de Streptococcus
no cérebro dos peixes era esperada, apesar da mortalidade de 15% ocorrida no periodo
chuvoso, os peixes ndo apresentavam sinais de estreptococose.

No periodo seco, a variacdo da temperatura da agua de 24,8 a 25,1°C e
concentracdo de OD 6,5 a 7,0 mg L' (Tabela 3), taxas de isolamento para
Streptococcus spp. de 57% e para Aeromonas spp. de 83%, com populacdo média de
6,82x10% UFC mL™ nas amostras da superficie e isolamento em 10% das amostras de

rim dos peixes (Tabela 4) ndo representaram problemas na criacédo de tilapias do nilo.
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No periodo chuvoso, a variacdo da temperatura da agua de 27,6 a 27,9°C e
concentracdo de OD de 3,8 a 4,6 mg L* (Tabela 3) e taxas de isolamento para
Streptococcus spp. de 32% e para Aeromonas spp. de 78% com populacdo média de
3,14x10% UFC mL™" nas amostras da superficie e isolamento em 17% das amostras de
rim dos peixes (Tabela 4) representaram perdas de 15% dos peixes, acima do
considerado normal pelos produtores de tilapias do local de estudo. Nas criacdes de
salmé&o do Norte da Europa, Canadéa e Chile, uma taxa de mortalidade superior a 5% €&
um sinal de um surto de doenca (TAN et al., 2006).

As diferencas encontradas para dados quantitativos como populacdo e
isolamento de microrganismos, quando comparadas com resultados de outros autores,
sdo devido as caracteristicas peculiares dos ambientes onde foram colhidas as
amostras, principalmente quanto aos aspectos climaticos, bem como diferencas sutis
atribuidas a natureza do ambiente onde os peixes foram capturados (AL-HARBI &
UDDIN, 2005). Ao considerar o tipo de agua, aguas superficiais apresentam maior
variabilidade nas caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas que as
subterraneas e, sdo mais afetadas pelas atividades humanas, inclusive podem ser

contaminadas por excretas de animais domesticos e selvagens (MARTINS, 2005).

5.3. Distribuicdo das espécies de Aeromonas, Streptococcus e de géneros relacionados

5.3.1. Distribuicdo das espécies de Aeromonas
A distribuicdo das espécies de Aeromonas spp., identificadas nas amostras de
agua da lagoa, agua dos tanques-rede, superficie e rim dos peixes nos dois periodos,
seco (abril a setembro/08) e chuvoso (outubro/08 a mar¢o/09), encontra-se na Figura 4.
O total de Aeromonas spp. isoladas foram caracterizadas em oito espécies, A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria, A veronii, A. jandae, A. salmonicida, A. eucrenophila, A.

schubertii e isolados considerados como atipicas.
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Figura 4. Distribuicdo das espécies de Aeromonas isoladas das amostras de agua da
lagoa, agua dos tanques-rede, superficie e rim dos peixes, nos periodos, seco (a) e

chuvoso (b)



55

Aeromonas hydrophila foi a espécie dominante, isolada nas amostras de agua da
lagoa em 30 e 35%, na agua dos tanques-rede em 37 e 32% e na superficie dos peixes
em 27 e 38% nos periodos, seco e chuvoso, respectivamente.

O local de criacdo dos peixes nao recebe esgotos domeésticos e segundo
ARAUJO et al. (1989), Aeromonas hydrophila € a espécie que apresenta a melhor
sobrevivéncia/replicagdo em ambiente com baixa poluicdo. A pequena variacdo no
isolamento dessa espécie entre as amostras de agua e superficie dos peixes e entre 0s
dois periodos pode estar relacionada a sua multiplicagdo, maior em agua com
temperatura mais elevada, de 27,9°C no periodo chuvoso (P<0,05), porém a cheia no
periodo pode ter causado sua diluicdo em relagcdo a outras espécies. Segundo
SCHUBERT & MATZINOU (1990), Aeromonas hydrophila por ser adaptada a
temperatura baixa, quando exposta a temperaturas mais elevadas multiplicam-se mais
rapido.

O efeito da temperatura justifica os resultados, acima do encontrado por
SCHAFER et al. (2004) de 3,0% em amostras de rim e figado de trutas aparentemente
sadias criadas em agua com temperatura media de 15°C.

A variagdo de isolamento de A. hydrophila nas amostras de agua nos dois
periodos de 30 a 37% se aproximaram dos encontrados por ARAUJO et al. (1991), em
32% das amostras de agua de lagoa eutrofizada. As concentracfes de P-total nas
aguas de 0,0223 a 0,0881 mg L™, também pode ter favorecido sua multiplicacdo
(ARAUJO et al., 1989; RIPPEY et al., 1994).

Aeromonas caviae foi a segunda espécie isolada (23 e 17%) na agua da lagoa,
(26 e 20%) na agua dos tanques-rede e (15 e 16%) na superficie dos peixes, nos
periodos seco e chuvoso, respectivamente. A menor frequéncia de isolamento dessa
espécie em relacdo a A. hydrophila pode ser devido ao local de estudo nao receber
efluente de esgotos. A ocorréncia de A. caviae associada a aguas com maior nivel de
poluicao fecal foi descrita por MONFORT & BALEUX (1990; 1991).

Aeromonas sobria foi isolada na agua da lagoa em 23 e 9%, na agua dos

tanques-rede em 15 e 20% e na superficie dos peixes em 13 e 11% das amostras, nos
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periodos seco e chuvoso, respectivamente. ARAUJO et al. (1991) verificaram em
isolados de 10 estacles de tratamento de agua no norte da Espanha que essa espécie
predomina em aguas menos poluidas ou com nenhuma poluicéo fecal.

Aeromonas veronii foi isolada em 7 e 22% das amostras de dgua da lagoa, em 0
e 16% da agua dos tanques-rede, em 3 e 7% da superficie dos peixes e em 50 e 10%
das amostras analisadas do rim dos peixes, nos periodos seco e chuvoso,
respectivamente. Essa foi a espécie mais isolada na Espanha, em 43,6% das amostras
de agua doce (SOLER et al., 2002) e em tilapias criadas em Pesque-Pagues da Regido
Metropolitana de Sédo Paulo (AZEVEDO et al., 2003). A predominancia dessa espécie
em 50% das amostras de rim no periodo seco deste trabalho também foi encontrada
por KOZINSKA (2007), em 57% de amostras de rim de carpas sadias na Poldnia e por
AZEVEDO et al. (2003), em 31,9% de tilapias criadas em Pesque-Pagues da Regido
Metropolitana de Sdo Paulo. RAHMAN et al. (2002) isolaram Aeromonas veronii biovar
sobria de varias espécies de peixes com Sindrome Ulcerativa Epizootica (SUE) em
Bangladesh. OROZOVA et al. (2009) consideram essa espécie patogénica para peixes
de aguas tropicais e KOZINSKA (2007), para peixes de aguas temperadas.

Aeromonas jandaei foi isolada nas amostras de agua da lagoa em 3 e 9%, na
adgua dos tanques-rede em 11 e 8% e na superficie dos peixes em 7 e 13%, nos
periodos seco e chuvoso, respectivamente. Essa espécie também foi isolada por
HIRSCH et al. (2006), em superficie corporea de tilapias do nilo e 4gua de tanques-rede
de pisciculturas da regido do Alto Rio Grande, Minas Gerais.

Aeromonas salmonicida e A. eucrenophila sé foram isoladas nas amostras de
superficie dos peixes em 6 e 5% e 2% e 2% das amostras, nos periodos seco e
chuvoso, respectivamente. AUSTIN et al. (1998) consideram A. salmonicida de dificil
isolamento em aguas por sobreviver em ambiente aquéatico como cocultura com outras
bactérias, e essa estreita associacdo diminui as chances de reconhecé-la em uma

populacdo mista.
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Aeromonas schubertii s6 foi isolada nas amostras de superficie dos peixes em
3% no periodo seco e nas amostras de agua da lagoa em 4% no periodo chuvoso, essa
espécie apresenta potencial patogénico para seres humanos (CARNAHAN et al., 1989).

Embora tenham sido analisadas tilapias aparentemente saudaveis, foram
encontradas as espécies potencialmente patogénicas para peixes de aguas tropicais,
Aeromonas hydrophila, (KOZINSKA, 2007) A. caviae (MARTINS et al., 2008), A. sobria
(RAHMAN et al., 2002), A. veronii (OROZOVA et al., 2009) e A. jandaei (SANTOS et al.,
1999) e também a espécie patogénica para peixes de aguas frias A. salmonicida
(AUSTIN et al., 1998). Com excecdo de A. salmonicida, as demais espécies também
foram isoladas na agua da lagoa e dos tanques sem grandes diferencas, reforcando a
hipétese de que a microbiota apresentada pelo pescado reflete a qualidade
microbiologica do ambiente em que ele é capturado (MARTINS, 2005). O fato de essas
espécies serem patogénicas para seres humanos pode implicar em gastrenterite pela
ingestdo de alimentos que venham a sofrer contaminacao cruzada com esses peixes ou
com a agua, ou ainda infeccdo de ferida em pescadores e manipuladores portadores de
dilaceracbes ou abrasdes na pele, bem como para os que fazem uso da lagoa para
recreacdo, pois acidentalmente pode ocorrer contato e ou ingestdo dessa agua
(FIGUERAS et al., 2005; HIRANSUTHIKUL et al., 2005).

A divergéncia nos resultados do presente estudo com os dos autores pode ser
devido as diferencas entre os ambientes em que foram coletadas as amostras.
Aeromonas sdo encontradas com frequéncia em altos nUmeros em aguas residuarias,
porém as espécies sdo diferentes daquelas presentes em agua limpa (RIPPEY &
CABELLI, 1985). O local de criacdo dos peixes ndo recebe esgotos domésticos e as
margens sao protegidas por vegetacao, o que reduz a lixiviacdo de agua das encostas;
portanto, esse ambiente apresenta caracteristicas préprias, o que dificulta a

comparacao com dados de outros autores.
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5.3.2. Distribuicdo das espécies de Streptococcus e de géneros relacionados

A distribuicdo das espécies de Streptococcus spp. e de géneros relacionados,
identificados nas amostras de agua da lagoa, agua dos tanques-rede e superficie dos
peixes nos dois periodos, seco (abril a setembro/08) e chuvoso (outubro/08 a
marc¢o/09), encontra-se na Figura 5.

Os 55 isolados de Streptococcus spp. (cocos Gram-positivos, catalase negativos
e incapacidade de crescimento em 6,5% de NaCl), do presente estudo, obtidos a partir
das amostras de agua da lagoa, agua dos tanques-rede e superficie dos peixes, foram
identificados como Lactococcus lactis ssp. lactis, Streptococcus agalactiae, Aerococcus
viridans, Streptococcus equinus, Streptococcus porcinus e Streptococcus mitis e nédo
identificado.

No periodo seco, houve maior diversidade de espécies na agua da lagoa e agua
dos tanques-rede (Figura 5 a).

Das espécies identificadas, houve predominancia de Lactococcus lactis spp.
lactis, com maior ocorréncia nas amostras da superficie dos peixes em 44 e 36%,
seguida da agua da lagoa em 37 e 25% e agua dos tanques-rede em 30 e 17% nos
periodos seco e chuvoso, respectivamente. A maior porcentagem de isolamento foi no
periodo seco (Figura 5 a). Essa espécie é reconhecida com significado clinico para
humano e veterinario (VIANNI & LAZARO, 2003; TEIXEIRA et al., 2009). Em humanos,
L. lactis subsp. lactis tém sido associado com endocardite (TEIXEIRA et al., 2009).
Confusédo de identificagdo bioquimica dessa espécie tem sido relatada. Segundo
COLORNI et al. (2003), o perfil bioquimico de isolado de lesdes de peixe selvagem
(Coris aygula) no Golf de Eilat (Israel), pelo sistema API 20 Strep e API 50-CH foi
identificado como Lactococcus lactis ssp. lactis e pelo sistema Rapid ID 32 Strep houve
correspondéncia com Lactococcus garvieae (99,6% confianga), confirmado por PCR.

Lactococcus garvieae ndo esta incluido no sistema de identificacdo API.
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Aerococcus viridans foi isolado em 12% das amostras da superficie dos peixes e
Streptococcus mitis nas amostras de agua da lagoa em 13 e 25% nos periodos seco e
chuvoso, respectivamente. Essas espécies sdo relatadas em infeccbes dentérias e
endocardites em seres humanos (SMITH & JACKSON, 2003).

Streptococcus porcinus foi isolado em 20% das amostras de agua dos tanques-
rede no periodo seco. Streptococcus equinus foi isolado em 10% das amostras de agua
dos tanques-rede no periodo seco e em 9% das amostras de superficie dos peixes no
periodo chuvoso. Streptococcus porcinus foi isolado do trato geniturinario de humanos
(DUARTE et al. 2005). Apesar de essa espécie apresentar algum potencial zoondético
(FACKLAM et al., 2005), a patogenicidade provavelmente depende da combinacéo
bacteriana, hospedeiro e parametros ambientais (COLORNI et al., 2003).

A espécie Streptococcus agalactiae, no periodo seco, sO foi isolada nas
amostras de agua, e no periodo chuvoso, apesar dessa espécie ter sido isolada na
superficie dos peixes, a ocorréncia de 9% foi menor que o encontrado nas amostras de
agua nos dois periodos. JAFAR et al. (2009) também encontraram no Kuwait, maior
ocorréncia de S. agalactiae em aguas residuarias que nos tecidos de peixes doentes
coletados dessas aguas.

Os isolados de Streptococcus spp., que nao foram identificadas pelo sistema API
20 Strep, representaram 44 e 45% das amostras de superficie dos peixes, 20 e 50% da
agua dos tanques-rede e 37 e 50% da agua da lagoa, nos periodos seco e chuvoso,
respectivamente.

SALVADOR et al. (2005) verificaram que de 36 amostras de estreptococos
provenientes de tilapias do nilo (Oreochromis niloticus), 16 amostras foram identificadas
como Streptococcus agalactiae e 20 nao foram caracterizadas pelo APl 20 Strep, mas
apresentaram o mesmo perfil bioquimico descrito para a cepa de referéncia de
Streptococcus difficile (ND-2-22). Para DUARTE et al. (2005), isolados de S. porcinus
apresentam caracteristicas bioquimicas similares e sorologicamente reacfes cruzadas
com Streptococcus agalactiae (Lancefield grupo B) e para FACKLAM et al. (1995), S.

porcinus também apresentam positivo no teste CAMP.
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Em temperatura da agua acima de 16T nos meses de verdo em climas
temperados, a espécie Lactococcus garvieae causa problema na aquicultura
(VENDRELL et al., 2006). Para TAN et al. (2006), ao contrario de Lactococcus garvieae,
Streptococcus agalactiae pode ser encontrado em Tilapia, em climas tropicais, durante
o verdo, quando a temperatura da dgua excede a 30T . Quando a temperatura da agua
esté abaixo de 30°C, a mortalidade associada a este agente patogénico é baixa.

A temperatura média da agua neste estudo variou do minimo de 24,8°C no
periodo seco a maxima de 27,9°C no periodo chuvoso, sem diferenca significativa entre
os locais (Tabela 3). Essas temperaturas justificam a maior porcentagem de isolamento
para Lactococcus lactis subsp. lactis no periodo seco.

A baixa porcentagem de isolamento de Streptococcus agalactiae deste estudo
esté relacionada a temperatura desfavoravel, a sua multiplicacdo e a diluicdo da agua
ocorrida no periodo chuvoso, como discutido para o menor isolamento do género.

Streptococcus agalactiae nao foi identificado na superficie dos juvenis analisados
antes do povoamento. Como essa bactéria foi identificada na agua, ela pode estar
presente naturalmente ou, a 4gua ter sido contaminada por algum povoamento anterior,
com lotes de alevinos/juvenis portadores dessa bactéria. FIGUEIREDO et al. (2006)
consideram que a ocorréncia de infeccdo por S. agalactiae numa piscicultura de
producdo de alevinos pode representar a disseminacdo do agente para varias regides
do pais, uma vez que os alevinos sao vendidos para engorda em diferentes regides
geogréficas e podem ser portadores assintomaticos dessa bactéria. E para YANONG &
FRANCYS-FLOYD (2006), bactérias endémicas em uma populacdo de peixes se
tornam mais prejudiciais para 0s novos peixes introduzidos na massa de agua, podendo
ocorrer grandes perdas desses peixes recém-estocados.

Das estirpes de Streptococcus spp. deste estudo, identificadas como
Lactococcus lactis spp. lactis e as que ndo foram identificadas pelo sistema APl 20
Strep, podem estar incluidas varias espécies de Streptococcus de significado zoonatico;

porém, apenas um estudo genético poderia responder a esta pergunta.
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Portanto, a presenca desses isolados nas aguas e nos peixes ndo deve ser
negligenciada, bem como, dos isolados identificados como Streptococcus agalactiae.
Essa espécie presente na &agua em algum momento pode causar doencas,
principalmente para novos lotes de alevinos/juvenis usados no povoamento dos
tanques-rede (YANONG & FRANCYS-FLOYD, 2006), e também quando ocorrer
elevacdo da temperatura da agua (TAN et al.,, 2006; AMAL et al., 2008). E, como
discutido para Aeromonas hydrophila e A. venonii, a espécie S. agalactiae também
pode causar, quando em contato com seres humanos sensiveis, serias infeccdes
caracterizadas por bacteremia, endocardites, osteomielite e infeccdes de tecido
(KAWAMURA et al., 2003).

5.4. Atividade hemolitica

5.4.1. Atividade hemolitica dos isolados de Aeromonas

Atividade hemolitica foi detectada em 65 (57%) das 114 culturas estudadas,
sendo 35 isolados das amostras de agua, 24 da superficie e 6 dos rins dos peixes. O
resultado da atividade hemolitica das culturas encontra-se na Figura 6.

A. jandaei foi a espécie em que a atividade hemolitica foi maior em isolados das
amostras de agua (100%), seguida por A. veronii (90%), A. hydrophila (74%) e A.
sobria (50%). Para isolados da superficie e rim dos peixes, A. hydrophila foi a espécie
mais hemolitica (56 e 80%), seguida de A. veronii (50 e 67%), respectivamente. A.
salmonicida, A. sobria, A. jandaei e A caviae isoladas da superficie dos peixes também
apresentaram atividade hemolitica. Essas espécies podem ser consideradas
potencialmente patogénicas (BRANDI et al., 1999; DI BARI et al., 2007).

A producédo de hemdlise para uma mesma espécie foi maior para os isolados da
agua, seguida do rim e superficie dos peixes, exceto para os isolados de A. hydrophila
do rim dos peixes em que a atividade hemolitica foi maior.

NAKANO et al. (1990), verificaram em isolados de &guas superficiais de

ambientes fluvial e maritimo que Aeromonas hydrophila e Aeromonas sobria foram
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altamente hemoliticas e MONFORT & BALEUX (1990) encontraram producdo de
hemolisina para 100% das estirpes de Aeromonas hydrophila e A. sobria isoladas da
agua de lagoa salobra de tratamento de esgotos, sul da Franca e MONFORT &
BALEUX (1991), em outro estudo, para isolados do mesmo local, encontraram 96% de
A. hydrophila e 97% de A. sobria produtoras de hemolisina. Esses resultados est&o
acima dos encontrados no presente trabalho, para isolados de amostras de agua, que

foi de 74% para A. hydrophila e de 50% para A. sobria.
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Figura 6. Atividade hemolitica dos isolados de Aeromonas da agua (lagoa e tanques-
rede), superficie e rim dos peixes

Dos isolados de A caviae da superficie dos peixes, 25% apresentaram atividade

hemolitica. Esse resultado esta acima do encontrado por NAKANO et al. (1990), em
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isolados de aguas superficiais de ambientes fluvial e maritimo, em que apenas 11% dos
isolados de A. caviae foram capazes de causar lise em eritrécitos de ovinos.

ABBOTT et al. (2003) encontraram em isolados de amostras clinicas, de animais
e ambientais, 100% de hemdlise para estirpes de A. veronii. Esses resultados estdo
acima dos encontrados no presente trabalho, para isolados de A. veronii de amostras
de agua que foi de 90%, da superficie foi de 50% e do rim dos peixes foi de 67%.
RAHMAN et al. (2002) verificaram que isolados de A. veronii biovar sobria de peixe com
Sindrome Ulcerativa Epizodtica (SUE) em Bengladesh apresentaram atividade
hemolitica e aglutinaram eritrocitos de peixes podendo ser um agente causal da SUE
nos peixes.

As diferencas para a atividade hemolitica de aeromonas encontradas neste
estudo pode ter sido influenciada pelas condi¢cdes ambientais de multiplicacdo, o que
altera a expressdo de genes que codificam hemolisina (WANG et al.,, 2003).
Aeromonas cultivadas em temperatura mais baixa apresentam mais estirpes e fatores
de viruléncia reunidos que aeromonas cultivadas em temperatura mais alta
(GONZALEZ-SERRANO et al., 2002). Segundo CHACON et al. (2003), em isolados
clinicos a atividade 3-hemolitica é significativamente mais frequente que em isolados
ambientais. Para ABBOTT et al. (2003), o aumento da incidéncia em isolados clinicos é
devido a transferéncia horizontal de genes de hemolisina de espécies de Aeromonas
hemolitica, para espécies ndo hemoliticas.

Aeromonas hydrophila foi a espécie predominante nos peixes e nas aguas nos
dois periodos, e no rim dos peixes no periodo chuvoso e A. veronii foi isolada no rim
dos peixes (Figura 4). Esses dados, aliados a maior producdo de hemdlise por essas
espécies, permitem inferir que elas podem ter contribuido para a mortalidade de tilapias
ocorrida nos tanques-rede no periodo chuvoso. O fato da atividade hemolitica dos
isolados da agua ser maior que os da superficie dos peixes (Figura 6) pode constituir
problema de saude publica. Ha varios relatos que demonstram gastrenterite e infeccbes
de ferida causadas Aeromonas spp. veiculadas por peixes e aguas contaminadas
(FIGUERAS et al., 2005; VALLY et al., 2004; HIRANSUTHIKUL et al., 2005).
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5.4.2. Atividade hemolitica dos isolados de Streptococcus e géneros relacionados

Atividade hemolitica foi detectada em 46 (59%) das 78 culturas estudadas, sendo

20 isolados das amostras de agua e 26 da superficie dos peixes. O resultado da

atividade hemolitica das culturas encontra-se na Figura 7.
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Figura 7. Atividade hemolitica dos isolados de Streptococcus e géneros relacionados
da agua (lagoa e tanques-rede) e superficie dos peixes

A. viridans e S. agalactiae foram as espécies em que a atividade hemolitica foi

maior em isolados das amostras da superficie dos peixes (100%), seguida dos isolados

ndo identificados (67%). Para isolados da &agua, S. agalactiae e S. porcinus

apresentaram a mesma porcentagem de isolados hemoliticos (50%). Lactococcus

lactis ssp. lactis isolados da &gua, apresentaram a mesma porcentagem de hemolise
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gue os isolados da superficie dos peixes (63%), seguida de isolados néo identificados
(55%). Esses isolados podem ser considerados potencialmente patogénicos (EVANS
et al., 2002, NIZET, 2002; BORGER et al., 2005). Nao foi observado nenhum tipo de
hemdlise para S. equinus e S. mitis.

S. agalactiae e isolados nao identificados apresentaram maior porcentagem de
isolados B-hemoliticos na superficie dos peixes, comparados aos isolados da agua. A
ndo producdo de PB-hemolise em 50% dos isolados das amostras de agua nao
descaracteriza a patogenicidade desses isolados, pois essa espécie poder ser alfa,
beta ou ndo produzir hemdlise em agar sangue (KAWAMURA et al., 2005). Segundo
EVANS et al. (2002), hemdlise é muitas vezes usada para diferenciar e identificar os
estreptococos que sdo patogénicos para peixes. Esse ensaio ndo deve ser usado
sozinho devido a variabilidade das metodologias empregadas, avaliacdo em diferentes
momentos de incubacéo e interpretacdes de hemdlise.

Diferentes caracteristicas fenotipicas de S. agalactiae tém sido observadas entre
isolados de pescado (EVANS et al., 2002; SALVADOR et al., 2005). SALVADOR et al.
(2005) nao verificaram hemodlise em 16 amostras identificadas como Streptococcus
agalactiae de 36 estirpes de estreptococos provenientes de tilapias do nilo
(Oreochromis niloticus). EVANS et al. (2008) compararam geneticamente estirpes de
Streptococcus agalactiae de varios hospedeiros e regides geogréaficas. Em 11 estirpes
isoladas de peixes, 6 ndo produziram hemolise, inclusive a cepa ATCC 51487.

Aerococcus viridans é considerado a hemolitico (HOLT et al., 1994). Em nosso
trabalho, 100% dos isolados da superficie dos peixes foram -hemoliticos. Essa espécie
tem sido isolada de infeccdes dentarias e endocardites (FACKLAM, 2002; SMITH &
JACKSON, 2003) e S. porcinus é a e S hemolitico (HOLT et al., 1994; FACKLAM et al.,
1995; MARTIN et al., 2004; DUARTE et al., 2005). S. porcinus podem ser patogénicos
para seres humanos (FACKLAM et al., 1995; DUARTE et al., 2005). Porém, a atividade
hemolitica, 0 CAMP teste e outras caracteristicas bioquimicas de estirpes clinicas de S.

porcinus levam a confusdo com isolados de S. agalactiae (FACKLAM, 2002).
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5.5. Resisténcia a antimicrobianos

5.5.1. Resisténcia a antimicrobianos pelas espécies de Aeromonas
O comportamento frente a antimicrobianos das espécies de Aeromonas isoladas

na agua, superficie e rim dos peixes, encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5 - Resisténcia a antimicrobianos por espécies de Aeromonas isoladas da agua

(lagoa e tanques-rede), superficie e rim dos peixes

Resisténcia a antimicrobianos (%)

Espécies Origem Gen Nal Tet Ofx Eri Amo Lvx Clo
10 pg 30 ug 30 pg 5 pg 15 pg 10 pg 5 pg 30 g

Padréo® 0 0 0 0 0 100 O 0
_ Agua (n=10) 0 0 0 0O 50 100 O 0

A. hydrophila _
Superficie (n=10) 0 0 0 0O 50 100 O 0
Rim (n=2) 0 0 0 0 0 100 O 0
_ Agua (n=4) 0 0 0 0 50 100 O 0

A. caviae _
Superficie (n=4) 0 0 0 0O 50 100 O 0
_ Agua (n=4) 0 0 0 0 50 100 O 0

A. sobria _
Superficie (n=4) 0 0 0 0O 50 100 O 0
Agua (n=7) 0 0 43 0 43 100 O 0
A. veronii Superficie (n=6) 0 0 50 0 33 100 O 0
Rim (n=2) 0 0 50 0 50 100 O 0
A. salmonicida Superficie (n=7) 29 0 43 0O 57 100 O 0
_ ) Agua (n=7) 0 0 0 0O 43 100 O 0

A. jandaei _
Superficie (n=7) 0 0O 57 100 O 0
Total de isolados (n=74) 3 0 14 0 47 100 O 0

& = Cepa padréo cedida pela FIOCRUZ-RJ

n = NUmero de isolados testados

Gen = Gentamicina, Nal = Acido nalidixico, Tet = Tetraciclina, Ofx = Ofloxacina, Eri =
Eritromicina, Amo = Amoxicilina, Lvx= Levofloxacina e Clo = Cloranfenicol
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O total de 74 estirpes caracterizadas como pertencentes as espécies
Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii, A. salmonicida e A. jandaei
isoladas das amostras de agua, superficie e rim dos peixes revelou resisténcia a
amoxicilina e sensibilidade ao &cido nalidixico, ofloxacina, levofloxacina e cloranfenicol.
Dos isolados de A. salmonicida da superficie dos peixes, 29% apresentaram resisténcia
a gentamicina e 43% a tetraciclina e para A. veronii, 43% dos isolados de amostras da
agua e 50% da superficie e rim dos peixes também apresentaram resisténcia a
tetraciclina. A eritromicina foi o antibiotico que apresentou maior variacao na resisténcia
para as espécies de aeromonas e para as origens dos isolados.

Resisténcia a amoxicilina por todas as estirpes de todas as origens deste estudo
estdo de acordo com BIZANI & BRANDELLI (2001), que encontraram 100% de
resisténcia a esses antibiéticos por A. hydrophila e A. sobria isoladas em amostras de
agua de abastecimento e lavagem final de carcaca em abatedouro de bovinos, em
Porto Alegre, e por HIRANSUTHIKUL et al. (2005), em isolados de Aeromonas de
infeccdes de tecido mole de pacientes na Tailandia depois do Tsunami de 2004.

A sensibilidade de 100% dos isolados de A. hydrophila para a tetraciclina e
gentamicina deste trabalho foram idénticos aos resultados de BARCELLOS et al.
(2008), para estirpes de A. hydrophila isoladas de amostras de rins, baco, figado, pele e
musculo de jundias (Rhamdia quelen). Entretanto, os resultados dos autores para
sensibilidade ao cloranfenicol e sensibilidade intermediaria a eritromicina estdo abaixo
dos encontrados neste estudo para isolados do rim dos peixes que foi de 100%.

ALVAREZ et al. (2006) observaram que Aeromonas hydrophila proveniente da
agua de cultivo de tilapias do Lago de Valencia apresentaram 100% resisténcia a
gentamicina, tetraciclina e eritromicina. Enquanto, neste trabalho, essas estirpes foram
sensiveis para gentamicina e tetraciclina e apresentaram resisténcia variavel a
eritromicina. Para sensibilidade ao acido nalidixico e cloranfenicol, os resultados foram
compativeis.

Os resultados deste estudo para sensibilidade a gentamicina e resisténcia a

amoxicilina por Aeromonas caviae estdo de acordo com os de AL-BENWAN et al.
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(2007), para isolados dessa espécie de paciente com cistite no Kuwait em que foram
sensiveis a ciprofloxacina, cefotaxina e gentamicina e resistentes a amoxicilina,
cotrimoxazole, ampicilina, cefuroxime e cephalothin.

Segundo HIRSCH et al. (2006), os dados de resisténcia ao cloranfenicol séo
extremamente variaveis dentro do género, ndo havendo parametro a ser considerado,
bem como para ofloxacina e levofloxacina. Neste trabalho, todas as estirpes de todas
as origens foram sensiveis a esses antibioticos.

Foi confrmado para todas as espécies de Aeromonas testadas resisténcia
apenas a amoxicilina.

N&o foram verificadas grandes diferengcas quanto a resisténcia para uma mesma
espécie isolada da dgua comparada a superficie dos peixes.

A resisténcia variavel a eritromicina, apresentada por todas as espécies de
Aeromonas isoladas da agua e superficie dos peixes neste estudo, também foi
encontrada por HIRSCH et al. (2006), em isolados de superficie corporea de peixes e
de agua do tanque de criacdo e atribuiram essa resisténcia a multiplicacdo de clones
resistentes que pode ter sido proveniente dos alevinos ou da ragéo.

A resisténcia variavel a tetraciclina apresentada pelos isolados de A. veronii e A.
salmonicida, neste estudo, pode ser pela facilidade dessas espécies em desenvolver
resisténcia na presenca de baixas concentracdes de antibiéticos (GONI-URRIZA et al.,
2000). Segundo ALVAREZ et al. (2004), na Venezuela, o acido oxolinico, cloranfenicol,
eritromicina e a tetraciclina, sdo amplamente usados na aquicultura para o controle de
patégenos Gram negativos. O cloridrato de oxitetraciclina € um dos antibioticos de uso
permitido nos Estados Unidos para controle de Septicemia por Aeromonas Moveis
(MAS) causada Aeromonas hydrophila (FAO, 2009). No Brasil, a oxitetraciclina ja &
utilizada para controle e profilaxia de doencas bacterianas nos peixes (PEREIRA JR et
al., 2006).

Aeromonas salmonicida ndo é considerada patogénica para espécies de peixes
de regidbes de clima tropical; porém, para as demais bactérias consideradas
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patogénicas, a resisténcia variavel a eritromicina e a tetraciclina jA pode ser

considerada motivo de alerta para a piscicultura em estudo.

5.5.2. Resisténcia a antimicrobianos pelas espécies de Streptococcus e de géneros
relacionados
O comportamento frente aos antimicrobianos das espécies de Streptococcus

isoladas na 4gua e superficie dos peixes encontra-se na Tabela 6.

Tabela 6. Resisténcia a antibiéticos por espécies de Streptococcus e de géneros

relacionados isolados da agua (lagoa e tanques-rede) e superficie dos peixes

Resisténcia a antimicrobianos (%)

Espécies Origem Gen Nal Tet Amp Eri Amo Cotr Pen Nor Neo
10pg 30ug 30 pg 10 ug 15 pg 10 pg 25 pg 10 pg 10 pg 30 pg
Padréo? 0O 100 O 0 0 0 0 0
S. agalactiae Agua (n=4) 0 100 25 0 25 0 25 0
Superficie(n=1) 0 100 O 0 0 0 0 0
L. lactis ssp. Agua (n=11) 9 100 64 0 27 0 64 0 45 45
lactis Superficie (n=16) 25 100 75 0 0 0 50 0 37 31
A.viridans  Superficie(n=2) 0 100 100 O 0 0 0 50 O
S. equinus Agua (n=1) 0O 100 O 0 0 0 0 0
Superficie(n=1) 0 100 O 0 0 0 0 0
S. porcinus  Agua (n=2) 50 100 100 O 0 0O 100 0 50 O
S. mitis Agua (n=1) 0O 100 O 0 0 0O 100 O 100 100
Nao Agua (n=6) 0 100 67 0 0 0 67 0 0 0
identificado  Superficie (n=5) 40 100 20 0 0 0O 100 O 0 0
Total de isolados (n=50) 14 100 58 0 8 0 56 0 28 22

& = Cepa padréo cedida pela FIOCRUZ-RJ.

n=NUmero de isolados testados, Gen=Gentamicina, Nal=Acido nalidixico,
Tet=Tetraciclina, Amp=Ampicilina, Eri=Eritromicina, Amo=Amoxicilina,
Cotr=Cotrimoxazol, Pen=Penicilina, Nor=Norfloxacina e Neo=Neomicina.
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Os 50 isolados de Streptococcus spp. foram resistentes ao acido nalidixico na
concentracdo de 30 pg. Esse antibiotico também foi usado no meio de cultura na
concentracdo de 15 pg para prevenir o crescimento de Gram negativos e
Staphylococcus spp.

Sensibilidade a ampicilina, amoxicilina e a penicilina foi verificada para todas as
estirpes de Streptococcus testadas. Esses antibidticos foram utilizados para validagéo
do estudo; pois, segundo o NCCLS (2005), a ampicilina & representante da amoxicilina
e um isolado de estreptococo sensivel a penicilina pode ser considerado sensivel a
ampicilina e amoxicilina, ndo sendo necessario testa-lo para esses agentes.

A excecdo do &cido nalidixico, Streptococcus agalactiae isolado da superficie
dos peixes e a cepa padrao foram sensiveis a todos os antibiéticos testados, enquanto
para os isolados da agua, 25% apresentaram resisténcia a tetraciclina, eritromicina e
cotrimoxazol. Para BORGER et al. (2005); GOMES (2008), a maioria das amostras de
S. agalactiae apresentam resisténcia ou sensibilidade intermediéria frente a tetraciclina.

Como ja era previsto, para o NCCLS (2005), Streptococcus agalactiae ou
Streptococcus pyogenes sdo sensiveis a penicilina e a ampicilina, podendo ser
resistente a eritromicina; no entanto, GAUDREAU et al. (2010) verificaram um caso de
Streptococcus agalactiae resistente a penicilina G e tetraciclina e sensivel a
eritromicina.

Os resultados para a cepa de S. agalactiae, isolada da superficie dos peixes
neste estudo, estdo de acordo com FIGUEIREDO et al. (2006), para a sensibilidade a
eritromicina e a tetraciclina e por EVANS et al. (2002), para sensibilidade a ampicilina e
amoxicilina, discordando da resisténcia para gentamicina verificada pelos autores.

Para L. lactis ssp. lactis, 55% das estirpes isoladas da agua e 63% da superficie
dos peixes apresentaram sensibilidade a norfloxacina e resisténcia a penicilina e
ampicilina. Esses resultados estdo acima dos encontrados por VIANNI & LAZARO
(2003), para estirpes de Lactococcus garvieae isolados de mastite bovina que

revelaram 47,62% sensiveis a norfloxacina e resisténcia a penicilina e ampicilina. Para
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a gentamicina, tetraciclina, cotrimoxazol, norfloxacina e neomicina a resisténcia foi
variavel.

Aerococcus viridans isolados da superficie dos peixes apresentaram
sensibilidade para gentamicina, eritromicina, cotrimoxazol e neomicina e resisténcia a
tetraciclina, enquanto 50% dos isolados foram resistentes a norfloxacina. A
sensibilidade para ampicilina, amoxicilina e penicilina discordam dos apresentados por
FACKLAM (2002), que considera A. viridans normalmente resistente para (3-lactamicos,
no caso ampicilina, amoxicilina e penicilina, no entanto para estirpes isoladas de
paciente com endocardite bacteriana, a resisténcia a penicilina foi de 48% em isolados
nos EUA, 45% do Canada e em 33% das isoladas na América Latina.

Para S. equinus, todos os isolados da agua e da superficie dos peixes foram
sensiveis a gentamicina, tetraciclina, eritromicina, cotrimoxazol, norfloxacina e
neomicina.

Streptococcus porcinus isolados de amostras da agua neste estudo foram
sensiveis a eritromicina e 50% dos isolados foram sensiveis para gentamicina e
norfloxacina e resistentes a tetraciclina e cotrimoxazol, apresentando o mesmo peffil
das estirpes isoladas de humanos por FACKLAM et al. (1995); DUARTE et al. (2005),
guanto a sensibilidade a ampicilina, eritromicina, amoxicilina, penicilina e neomicina e
resisténcia a tetraciclina.

S. mitis isolados da agua foram sensiveis a gentamicina, tetraciclina e
eritromicina e resistentes a cotrimoxazol, norfloxacina e neomicina. A sensibilidade aos
antibioticos testados foi maior neste estudo que os encontrados por BANCESCU et al.
(2004) para isolados de infeccdo dental humana, para a tetraciclina e penicilina de 50%
e para a ampicilina e eritromicina de 83% e aos encontrado por SMITH & JACKSON
(2003), em que a resisténcia a penicilina foi de 9% e a eritromicina de 29%, em 35
isolados.

Todas as estirpes néo identificadas pelo sistema API 20 Strep foram sensiveis a
eritromicina, norfloxacina e neomicina e resistentes a tetraciclina para 67 e 20% e ao

cotrimoxazol para 67 e 100% dos isolados da agua e da superficie dos peixes,
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respectivamente. Para a gentamicina, todos os isolados da agua apresentaram
sensibilidade, enquanto 40% dos isolados da superficie dos peixes foram resistentes.

A resisténcia apresentada a eritromicina e a tetraciclina por estirpes de
Streptococcus agalactiae, Lactococcus. lactis ssp. lactis e Streptococcus nao
identificados isolados da agua e da superficie dos peixes € preocupante; pois a

tetraciclina € o antibiotico eleito em ambientes de criacdo de peixes.

VI. CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem destacar que houve alteracbes de parametros
fisico-quimicos da agua mais relacionados a variacbes ambientais do que com a
atividade da criacdo intensiva de tilapias do nilo em tanques-rede; e que afetaram a
distribuicdo de Aeromonas e Streptococcus na agua e nos peixes no periodo de estudo.
E as seguintes conclusbes podem ser descritas:

+ Dos parametros fisico-quimicos avaliados, o P-total no periodo seco e o OD
no periodo chuvoso ndo atenderam as exigéncias para agua doce de classe 2 da
resolucdo do CONAMA de 2005;

4+ A atividade de criacdo intensiva de peixes foi responsavel na agua dos
tanques-rede, pelo aumento da concentracdo do N-amoniacal no periodo seco, do P-
total nos dois periodos e da deplecao de OD no periodo chuvoso;

4+ No periodo seco, o aumento do P-total no ambiente e maior ocorréncia de
Streptococcus spp. em todos os locais analisados, nao representaram problemas para

0S peixes;

+ No periodo chuvoso, a deplecdo acentuada da concentracdo de OD, somada
ao maior isolamento das espécies Aeromonas hydrophila, A. caviae, A. sobria, A

veronii, A. jandaei e Streptococcus agalactiae na superficie dos peixes e de Aeromonas
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hydrophila e A. veronii no rim dos peixes pode ter sido a causa da mortalidade de 15%

dos peixes nos tanques-rede;

+ Elevado numero de isolados produtores de B-hemdlise de espécies de
Aeromonas na agua e rim dos peixes pode representar problema de salde para os
peixes e usuarios da agua como pescadores, manipuladores de peixes e para 0s que

fazem uso da lagoa para recreacéo;

+ A. hydrophila, A. caviae, A. sébria e A. jandaei isoladas da agua e superficie
dos peixes e A. veronii isoladas da agua, superficie e rim dos peixes foram resistentes a
amoxilina e apresentaram resisténcia variavel a eritromicina e A. veronii também a
tetraciclina;

4 Streptococcus agalactiae isolados da agua apresentaram resisténcia variavel

a eritromicina, tetraciclina e cotrimoxazol.
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