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RESUMO

Abreu, M.C.C. Caracterizacdo microbioldgica, bioquimica e perfil de resisténcia a
antimicrobianos de Aeromonas spp. isoladas de piavucu (Leporinus macrocephalus). 57f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal), Faculdade de Agronomia e Zootecnia,
Universidade Federal de Mato Grosso, Cuiaba, 2018.

O conhecimento do valor nutricional do pescado pela populacdo mundial tem
motivado, nos Gltimos anos, a maior procura por esse alimento. No estado de Mato Grosso,
uma das espécies mais encontradas tanto em rios quanto em pisciculturas é o piavugu
(Leporinus macrocephalus), um peixe muito apreciado pela populacdo matogrossense devido
a sua carne saborosa, todavia, faz-se necessario o conhecimento de sua qualidade
microbioldgica, que inclui coliformes, Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas,
Salmonella spp e Aeromonas spp. Além disso, tem-se dado maior atencdo a doencgas em
peixes causadas por Aeromonas spp. e o tratamento destas com antimicrobianos, que, se feito
de forma errdnea pode ocasionar resisténcia aos mais diversos principios ativos. O objetivo
deste trabalho foi investigar a qualidade higiénico-sanitaria e verificar a ocorréncia de
bactérias do género Aeromonas spp., caracterizacdo bioquimica e resisténcia a
antimicrobianos de piavugus capturados em rio e piscicultura. Foram avaliados 11 exemplares
de piavucu de pesca extrativa oriundos do rio Cuiaba e 22 exemplares da mesma espécie
cultivada em cativeiros de duas pisciculturas diferentes (A e B), 11 de cada propriedade. As
analises microbioldgicas consistiram em: contagem de Bactérias Heterotroficas Aerobias
Mesofilas (BHAM), contagem de coliformes totais e termotolerantes, detec¢do de Salmonella
spp. e ocorréncia de Aeromonas spp., bem como sua caracterizac¢do bioquimica e resisténcia a
antimicrobianos. Para BHAM, coliformes e Salmonella spp, os resultados foram positivos,
uma vez que estes se apresentaram dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo e
literatura. Em relacdo as bactérias do género Aeromonas spp., houve ocorréncia em 81,82%
nos piavucgus de rio, 18,19% nos da piscicultura A e 72,72% nos da piscicultura B, sendo as
espécies encontradas: A. trota, A. veronii bivar sobria, A. veronii bivar veronii e A.
hydrophila. Nos peixes de rio, 100% das col6nias de Aeromonas spp. isoladas foram
resistentes a cefalotina, 13,33% foram resistentes para cefoxitina 26,66% foram

intermediarias para 0 mesmo antimicrobiano e 6,67% apresentaram-se intermediarias para



sulfazotrim. Nos isolados da piscicultura A, 100% apresentaram-se resistentes a cefalotina e
nos da piscicultura B, esse numero foi de 35,72% para 0 mesmo composto. A qualidade
higiénico-sanitaria dos peixes dos trés locais analisados apresentou-se de forma positiva,
entretanto, para Aeromonas spp. 0s resultados demonstraram maior ocorréncia em piavugus
de rio, assim como sua maior resisténcia aos antimicrobianos. Isso evidencia um risco a saude
publica uma vez que a populacdo da regido cuiabana tem por cultura, e maior acessibilidade,

piavucus capturados em rio.

Palavras-chave: peixe; microbiologia; patdgeno; antibidtico; Aeromonas spp; resisténcia.



ABSTRACT

Abreu, M.C.C. Microbiological quality, biochemical characterization and antimicrobial
resistance profile of Aeromonas spp. isolated from piavucu (Leporinus macrocephalus).
57f. Dissertation (Master in Animal Science), Faculty of Agronomy and Zootechny, Federal

University of Mato Grosso, Cuiaba, 2018.

Knowledge of the nutritional value of fish by the world population has motivated, in
the last years, the greater demand for this food. In the state of Mato Grosso, one of the species
most found in both rivers and fish farms is the piavugu (Leporinus macrocephalus), a fish
very appreciated by the population of Mato Grosso because of its tasty meat, however, it is
necessary to know its microbiological quality , which includes coliforms, Mesophilic Aerobic
Heterotrophic Bacteria, Salmonella spp and Aeromonas spp. In addition, greater attention has
been given to diseases in fish caused by Aeromonas spp. and the treatment of these with
antimicrobials, which, if done in an erroneous way can cause resistance to the most diverse
active principles. The objective of this work was to investigate the hygienic-sanitary quality
and verify the occurrence of Aeromonas spp. Bacteria, biochemical characterization and
antimicrobial resistance of piavugus captured in river and fish culture. Eleven specimens of
extractive fishery from the Cuiabé river and 22 specimens of the same species cultivated in
captivity of two different fish farms (A and B) were evaluated, 11 of each property.
Microbiological analyzes consisted of: count of Mesophilic Aerobic Heterotrophic Bacteria
(BHAM), counts of total and thermotolerant coliforms, detection of Salmonella spp. and
occurrence of Aeromonas spp., as well as its biochemical characterization and antimicrobial
resistance. For BHAM, coliforms and Salmonella spp, the results were positive, since these
were within the limits established by legislation and literature. In relation to the bacteria of the
genus Aeromonas spp., 81.82% occurred in the river piavugus, 18.19% in the A fishery and
72.72% in the B fishery. The species found were: A. trota, A veronii bivar sober, A. veronii
bivar veronii and A. hydrophila. In the river fish, 100% of the colonies of Aeromonas spp.
were resistant to cephalothin, 13.33% were resistant to cefoxitin 26.66% were intermediate
for the same antimicrobial and 6.67% were intermediates for sulfazotrim. In the isolates of
fish culture A, 100% were resistant to cephalothin and in fish B, this number was 35.72% for

the same compound. The hygienic-sanitary quality of the fish of the three analyzed sites was
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positive, however, for Aeromonas spp. the results showed greater occurrence in river
piavugus, as well as their greater resistance to antimicrobials. This shows a risk to public
health since the population of the Cuiabana region has by culture, and greater accessibility,

piavucus caught in the river.

Keywords: fish; microbiology; pathogen; antibiotic; Aeromonas spp; resistance.
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1. INTRODUCAO

O conhecimento do valor nutricional do pescado e a divulgacdo de estudos que o
associam com melhorias para a saude tem causado, nos ultimos anos, um aumento de
interesse por esse alimento (BURGER, 2008).

H& mais de cinco décadas, a Unica forma de se adquirir o pescado era através de pesca
extrativa e/ou artesanal, o que até hoje ainda € de importancia em alguns paises por estar
diretamente ligado a cultura. Todavia, segundo Cardoso (2001), devido a sobrepesca de
algumas espécies, a pesca predatoria de outras e a destruicdo de ecossistemas, a pesca
extrativa estd em decadéncia.

No Brasil e em especial no estado de Mato Grosso, ainda h4 uma grande variedade de
espécies nativas encontradas nos rios, com destaque para 0 piavucu (Leporinus
macrocephalus) também conhecido popularmente como Piaucu e Piau-Acu. Dentro do género
Leporinus, esta espécie apresenta maior porte, razdo pela qual é considerada de grande
importancia econdmica para a pesca na &rea do Pantanal Matogrossense. Contudo, esta
espécie também tem sido amplamente criada em pisciculturas por ser rustico, possuir habito
alimentar onivoro e apresentar 6timos indices zootécnicos (GARAVELLO E BRITSK ,1988;
SOARES et al., 2000;).

A aquicultura tem apresentado um interessante potencial como alternativa para
substituicdo parcial da estagnacao da pesca extrativa (SHIROTA; SONADA, 2004). Todavia,
com a intensificacdo dessa atividade, também tem crescido a ocorréncia de bacterioses em
peixes.

Bactérias como as heterotréficas aerébias meséfilas (BHAM), coliformes totais e
termotolerantes e Salmonella spp., indicam as condi¢Ges higiénico-sanitarias da matriz
alimenticia e consequentemente da &gua ao qual era seu habitat, podendo sugerir se esse
alimento podera ou ndo ser um veiculador de enfermidades.

Aeromonas spp., tem sido relatada como uma das principais bactérias associadas a
doengas em peixes cultivados em pisciculturas. Alem disso, estas bactérias sdo importantes
agentes de gastroenterites transmitidas aos seres humanos pelo contato e consumo de carne e
agua contaminadas (ABDULLAH et al., 2003).

Né&o obstante, ha a necessidade de um maior controle na atividade de criacdo de peixes,
em destaque, a utilizacdo descomedida de antibioticos para tratamento de doencas, podendo
causar grande impacto por seus efeitos colaterais (SEBRAE, 2015) principalmente na questao

ambiental e de resisténcia aos farmacos.
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De um modo geral, a resisténcia a antimicrobianos é uma preocupacgdo quando se trata
de bactérias do género Aeromonas spp., tendo em vista os elevados percentuais desses
isolados resistentes aos mais diversos principios ativos (SILVA, 2010).

O objetivo deste trabalho foi investigar a qualidade higiénico-sanitaria das matrizes
alimenticias, bem como verificar a ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp.,

caracterizagdo bioguimica e sua resisténcia a antimicrobianos em piavugus de rio e tanque.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producao de pescado

O aumento da oferta mundial de pescado para consumo humano superou o
crescimento da populacdo nas ultimas cinco décadas, aumentando a uma taxa anual média de
3,2% no periodo de 1961 a 2013, duas vezes a taxa de crescimento da populacgdo,
contribuindo para o aumento da disponibilidade per capita média (FAO, 2016).

Este aumento tem relacdo direta com a crescente procura mundial por pescado em
virtude da informacdo de suas caracteristicas nutricionais e também com seu atual
beneficiamento, facilitando o preparo e consequentemente, aumentando consumo desse
alimento (SILVA, 2010).

Devido ao continuo crescimento da exploracdo da pesca e a demanda mundial de
pescado, esse recurso natural tem estado proximo do limite méximo de exploracdo. Nesse
mesmo periodo, a aquicultura apresentou um interessante potencial como alternativa para
substituicdo parcial da estagnacao da pesca extrativa (SHIROTA; SONADA, 2004).

2.1.1 Pesca extrativa

A pesca se baseia na retirada de recursos pesqueiros do seu habitat natural (BRASIL,
2017a). A pescaria estd presente desde a pré-histéria da humanidade, como atividade
extrativa, compds a dieta alimentar dos grupos humanos ancestrais (CARDOSO, 2001).

Além de fazer parte da dieta, a pesca extrativa possui outros diversos fins, tais como o
entretenimento (pesca recreativa) a ornamentacdo (captura de espécies ornamentais), ou para

beneficiamento industrial, incluindo a fabricacdo de racGes para alimentacdo de animais de
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criacdo e producdo de substancias de grande interesse para a salde da populagdo. Exerce
também um papel importante na economia mundial, gerando empregos. Além disso, é visto
de forma cultural em diversas regides (SEBRAE, 2015). Segundo Staples e colaboradores
(2004), nas regides tropicais e nos paises em desenvolvimento, 0S recursos pesqueiros
representam uma importante fonte de proteina e renda para a populagdo; sua importancia é
econdmica e social para populagdes ribeirinhas.

Os pescadores brasileiros estdo presentes oficialmente em 60,6% dos municipios
brasileiros, totalizando 693.705 profissionais formalmente cadastrados no Registro Geral da
Pesca (RGP) em 2008, dos quais 65,7% sdo homens e 34,3% sdo mulheres (ALENCAR,;
MAIA, 2011).

Como visto, hd um namero considerdvel de profissionais da pesca, aliado a isso, a
procura pelo pescado é muito grande, o que esta acarretando huma sobrepesca, levando assim,
a diminuicdo dos estoques pesqueiros (VASCONCELOS et al., 2007; HAIMOVICI, 2011;
MARCHESINI E CRUZ, 2014).

Este conflito que a pesca extrativa mundial tem enfrentado fica claramente
demonstrado pela situacdo de estagnacdo ou mesmo, pela queda da producdo a partir de
meados dos anos de 1980 e também pela situacdo de calamidade em que se encontra a
exploracdo dos principais recursos pesqueiros, principalmente por causa da sobrepesca e
poluicdo das aguas (DIAS-NETO, 2010).

2.1.2 Aquicultura

Segundo a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa) (BRASIL, 2017a)
a aquicultura tem como base o cultivo de organismos aquaticos geralmente em um espaco
confinado e com rigido controle, resultando em produtos mais homogéneos, tendo
rastreabilidade durante toda a cadeia, dentre outras inUmeras vantagens que contribuem para a
seguranca alimentar, no sentido de gerar alimento de qualidade, regular e com planejamento.

Em todos os segmentos da aquicultura se ttm como objetivo alcangar a produgdo em
grande escala em menor periodo de tempo e com rigido controle, o que implica algumas
estratégias de manejo no processo de criagdo como, por exemplo, 0 povoamento correto,
alimentacdo balanceada, monitoramento sanitario, qualidade de &gua, entre outros (SEBRAE,
2015).
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Em 2011 a aquicultura foi responséavel 40,1% de toda producdo mundial de pescado
(FAO, 2013). Todavia, em 2014 foi atingido um marco mundial (cerca de 70%) quanto a
contribuicdo do setor da aquicultura, pela primeira vez superou a dos peixes capturados no
ambiente natural. 1sso se deve a crescente procura mundial de pescado como alimento
humano e a consequente estagnacao na pesca extrativa (FAO, 2016).

No Brasil, a aquicultura teve uma producdo de 593.881.925 toneladas de pescado no
ano de 2016, sendo o Centro Oeste responsavel por 63.996.927 toneladas e o estado de Mato
Grosso por 40.479.613 toneladas, e deste, a producdo de Piau e Piaugu representou 502.393
toneladas (BRASIL, 2017b).

Tendo em vista isso, o Brasil se destaca como um dos paises com maior potencial para
expansdo da aquicultura uma vez que possui condicdes climaticas favoraveis, grande
quantidade de recursos hidricos disponiveis, facilidade na adaptacdo de tecnologias e também
na importacdo de insumos e equipamentos (SCORVO-FILHO, 2004).

Em detrimento disso, o Brasil vem ganhando posi¢do no “ranking” internacional,
atualmente esta entre os 16 maiores produtores. Estima-se que a producdo deve crescer mais
de 100% até 2025 (FAO, 2016).

A atividade é praticada em todas as regides do Brasil e abrange, principalmente, as
modalidades: piscicultura (criacdo de peixes), carcinicultura (camardes), ranicultura (ras) e
malacocultura (moluscos: ostras, mexilhdes, escargot). O cultivo de algas é praticado em
menor escala. A piscicultura de agua doce € o Unico setor presente em todos os Estados do
Brasil, sendo o maior responsavel por aumentar a receita produzida da aquicultura (CYRINO
et al., 2004).

A criacdo de peixes é a forma mais comum de aquicultura. Ela envolve a criacdo de
peixes comercialmente em tanques, lagoas, lagos, rios e oceano, em grande parte para a
alimentacdo humana. No entanto, ha grandes preocupacfes com a atividade, incluindo o
tratamento de residuos, a concorréncia entre espécies cultivadas e espécies nativas, o uso de
outras espécies para alimentacdo dos peixes carnivoros, colonizacéo de espécies invasoras, 0s
residuos organicos compostos por nutrientes que sdo excretados pelos peixes, o bem estar
animal e os efeitos colaterais dos antibidticos utilizados para prevenir e tratar doencas
(SEBRAE, 2015).

Com o crescimento da aquicultura, principalmente da piscicultura intensiva e semi-
intensiva no pais, tem-se observado um aumento dos casos de problemas de ordem
microbioldgica nas criaces. Grande parte dos agentes bacterianos ainda ndo foi identificada

ou foram pouco explorados em diversas regides. Faz-se necessario conhecé-los para que néo
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haja queda nos indices da producdo e também para fazer o uso correto dos farmacos para
impedir a resisténcia a estes (SILVA, 2010).

2.2 Piavucu (Leporinus macrocephalus)

O Leporinus macrocephalus, piavucu ou piaucu, foi descrito como uma nova espécie
no final da década de 1980. Prevalece em toda bacia do Paraguai e Parand, sendo, porém,
menos frequente no Alto Rio Parana. Apresenta um comprimento de até 60 cm (BRITSKI et
al., 1999). E uma espécie com habito alimentar onivoro (GARAVELLO; BRITSKI, 1988),
gue consome uma ampla variedade de alimentos, sendo 0s vegetais e as sementes 0s itens
mais frequentes de sua dieta (BOSCOLO et al, 2005). Além disso, é um peixe que apresenta
rapido crescimento em cativeiro e carne saborosa. Dentro do género Leporinus, apresenta
maior porte, razdo pela qual é considerada de grande importancia econémica para a pesca na
area do Pantanal Matogrossense (GARAVELLO E BRITSKI, 1988; SOARES, 2000;).

O piavucu € uma espécie considerada migradora, pois durante seu periodo pré-
reprodutivo, realiza longos deslocamentos ascendentes (REYNALTE-TATAJE, 2001). Esta
espécie realiza a desova total, ou piracema, onde se reproduz na cabeceira dos rios de
novembro a janeiro (BRITSKI et al., 1999).

Pertencente a familia Anostomidae possui boca pequena, com 8 a 6 dentes em cada
maxila, portanto com 4 ou 3 dentes no pré maxilar e 4 ou 3 no dentario. Os dentes, geralmente
assimétricos, nunca ocorrem no 0sso maxilar. O padrdo de colorido geralmente é
caracterizado pela presenca de listras longitudinais, barras transversais ou maculas
arredondadas ou ovaladas sobre o corpo, nadadeira caudal com escamas apenas na base e sem
manchas (BRITSKI et al., 2007).

Na figura 1 verificam-se os piavugus capturados no rio Cuiaba, na cidade de Bardo de

Melgaco.
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Figura 1. Piavugus capturados no rio Cuiaba, na cidade de Bardo de Melgaco-MT.

De forma geral, o piavucu apresenta grande aceitacdo no mercado e € muito conhecido
pelos pescadores comerciais, esportivos e colecionadores de peixes ornamentais. Além da
grande beleza dos juvenis, apresentam excelente qualidade de carne e os adultos sé&o
caracterizados como peixes ageis quando sdo capturados em anzol (BALDISSEROTTO;
GOMES, 2005), podendo atingir peso de até 7kg (BEZERRA; SILVA, 1997). E considerada
a espécie de Leporinus mais intensamente cultivada para fins comerciais (RIBEIRO et al,
2001).

Com vistas nisso, este peixe além de ser encontrado em rios, também tem sido
amplamente criado em pisciculturas por ser rustico, possuir habito alimentar onivoro e

apresentar 6timos indices zootécnicos (SOARES et al., 2000).

2.3 Microrganismos indicadores de qualidade higiénico-sanitaria: coliformes,
Bactérias Heterotréficas Aerdbias Mesofilas e Salmonella spp.

O peixe, por sua natureza, é o alimento de origem animal que sofre deterioracdo mais
rapidamente, uma vez que uma série de alteracdes se inicia imediatamente apds a despesca.
Possui rapida instalacdo da fase de rigidez post-mortem, liberacdo de muco, alta quantidade de
agua nos tecidos, constituicdo frouxa do tecido conjuntivo e tecido rico em proteinas,
fofolipidios e acidos graxos polinsaturados que servem de substratos para as bactérias. Além

disso, seu musculo é altamente perecivel devido a rapida degradacdo causada pelas enzimas
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proteoliticas do seu organismo que utilizam as substancias nitrogenadas, principalmente as
ndo proteicas, resultando na elevacdo do pH, favorecendo o crescimento microbiano.
(BATISTA et al., 2004; AL-HARBI E UDDIN, 2005; GHALY, et al., 2010).

Pesquisadores relatam a contaminacdo primaria do peixe, a partir de ecossistemas
aquaticos, todavia 0 manuseio apds a captura, representado pelas etapas de beneficiamento,
conservacao e armazenamento é referido como o fator determinante da qualidade do produto
final (BARROS, 2003; FARIAS E FREITAS, 2008; SILVA et al., 2008; RIBEIRO et al.,
2009; MACHADO et al., 2010; MOL E TOSUN, 2011).

Em consequéncia do inevitavel contato dos peixes com a agua, a microbiota presente
na superficie corporal, branquias e no trato gastrintestinal desses animais também esta
relacionada qualitativa e guantitativamente com aspectos microbioldgicos do seu habitat.
Assim, peixes capturados em ambientes poluidos por esgotos, dejetos e fezes podem albergar
microrganismos patogénicos, como coliformes e Salmonella spp. e também grande parte das
Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas (PAL E DAS GUPTA, 1992; GUZMAN, et al.,
2004).

Os coliformes, sobretudo os termotolerantes, apontam uma grande probabilidade da
presenca de contaminacgdo fecal, ou seja, a possivel presenca de organismos que ocorrem em
grande nimero na microbiota intestinal humana ou de animais homeotérmicos, uma vez que
nédo fazem parte da microbiota do pescado (FRAZIER E WESTHOFF, 1998).

Outro representante da familia Enterobacteriaceae, a Salmonella spp. também néo faz
parte da microbiota natural do peixe. Quando presente pode estar associada a manipulacéo
inadequada em qualquer uma das etapas da cadeia produtiva ou por contato com aguas
contaminadas, através das bacias pesqueiras e pelas descargas de efluentes de esgotos que
representa importante via de transmissdo destas bactérias para os peixes (MARTINS et al.,
2002a; NOVOTNY et al., 2004; MELLO et al., 2010).

Bactérias Heterotroficas Mesofilas Aerobias podem indicar a existéncia de diversos
grupos de microrganismos patogénicos e oportunistas que constituem risco aos peixes e a
salde publica, e também podem ser indicadores de qualidade bacteriolégica da agua
(CAHILL, 1990; AMARAL, et al.,1992).

Por isso, se faz necessaria a conscientizacdo referente a ndo polui¢do dos rios, assim
como o controle da qualidade de agua em pisciculturas, uma vez que esse fator estad
diretamente ligado ao seu sucesso econdmico. Porém, em muitas situacdes, a populacdo em
geral e os propriedades ndo tém dado a devida atengdo a isso, 0 que vem gerando diversos

problemas, notadamente ambientais e até mesmo de satde publica (SILVA, 2010).
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2.4 Caracterizacao do género Aeromonas spp.

Aeromonas spp. sdo bactérias caracterizadas por bastonetes Gram negativos,
anaerdbios facultativos, na sua maioria moveis, sua ocorréncia pode ser isolada, em pares ou
em pequenas cadeias, medindo 0,3-1,0 um de diametro x 1,5-3,5 um de comprimento
(MARTINS et al., 2002b; EPA, 2006). E, possui familia propria - Aeromonadaceae
(GHENGHESH et al., 2008).

Em 1980, apenas quatro espécies de Aeromonas spp. eram conhecidas na
nomenclatura (A. hydrophila, A. punctata, A. salmonicida e A. sobria). J4 em 2008, segundo a
mais recente edicdo do Manual Bergeys, 0s autores descreveram que 0 género Aeromonas
compreende as seguintes espécies: A. hydrophila, A. bestiarum, A. salmonicida, A. caviae, A.
media, A. eucrenophila, A. sobria, A. veronii (biovar sobria e veronii), A. jandaei, A.
schubertii, A. trota, A. allosaccharophila, A. encheleia, A. popoffii e dois grupos DNA
homdlogos, Aeromonas sp. (HG11), e Aeromonas sp. (HG13, formando o grupo entérico
501). E ainda, A. ichthiosmia e A. enteropelogenes, consideradas como sinénimas de A.
veronii e A. trota. Mais cinco novas espécies foram descritas: A. simiae, A. molluscorum, A.
bivalvium, A. aquariorum e a espécie A. culicicola que foi sugerida como sindnima de A.
veronii (DEMARTA et al, 2008; JANDA e ABBOT, 2010).

Além disso, essas bactérias podem ser divididas em dois grupos. O primeiro € formado
por bactérias heterogénicas, mesofilas e moveis, com temperatura étima de multiplicacdo de
28°C, podendo crescer de 5 a 45°C, como por exemplo: A. hydrophila, A. caviae, A. sobria,
entre outras, sendo consideradas patogénicas para humanos e peixes. J& o segundo grupo, sao
caracterizadas como imoveis e psicrofilos, sendo exemplo as espécies A. salmonicida e A.
media., aos quais se multiplicam em temperaturas menores que 25°C. A. salmonicida causa
furunculose em peixes marinhos, porém é encontrada apenas em aguas profundas, sua
deteccdo € rara (POPOFF, 1984; CASTRO-ESCARPULLI, et al., 2003; RODRIGUES E
RIBEIRO, 2004; AMADOR, 2007).

A espécie A. hydrophila é uma das mais encontradas em ambientes aquaticos, é
potencial produtora de exoenzimas termoresistentes, como lipases e proteases, e estes
produtos, mesmo tendo sua estrutura tercidria danificada durante o processo de altas
temperaturas, sdo capazes de reorganizar a estrutura tridimensional, tornando-se novamente
ativos e passiveis de deteriorar os produtos finais (CHEN, et al., 2003; BRAUN E
SUTHERLAND, 2005).
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As Aeromonas spp , de forma geral, sdo patdgenos emergentes encontrados em uma
grande diversidade de habitats além da &gua, tais como solo, fezes de animais e esgoto.
Todavia, possuem uma ampla distribuicdo em meios aquaticos, principalmente dulcicolas e,
por essa razdo sao descritos por alguns autores como componentes da microbiota associada a
animais pecilotérmicos e, por outros, como patdgenos de peixes e do ser humano em
enfermidades de veiculacdo hidrica (HANNINEN et al., 1997; VIVEKANANDHAN et al.,
2002; HIRSCH et al., 2006). Estdo presentes em grandes quantidades em aguas de baixa
qualidade, principalmente com baixos niveis de oxigénio, altos niveis de matéria organica e
poluentes e embora o tratamento de agua proporcione uma reducdo significativa do nimero de
Aeromonas spp., ha evidéncias de que estas bactérias exibem mecanismos adaptativos que
permitem a sua sobrevivéncia e proliferacdo nos sistemas de distribuicdo de agua (FIGUEIRA
etal., 2011)

Levando em consideracdo o aumento do risco de surgimento de doencas em
pisciculturas intensivas, as bactérias do género Aeromonas spp. tém assumido, nos ultimos
anos, uma maior importancia nos diagndsticos de doencas de peixes, muitas vezes aparecendo
como agente primario causador de lesdes ulcerativas e septicemia hemorragica em peixes de
agua doce (GHENGHESH et al., 2001; SOUSA E SILVA-SOUZA, 2001; SAHA E PAL,
2002).

Em humanos, vérias espécies de Aeromonas spp. sdo consideradas patdgenos
causadores de gastrenterites, apresentando relevancia epidemioldgica em casos de infeccbes
oportunistas em pacientes imunodeprimidos. Apesar desta ser a mais comum forma de
infeccdo em humanos, a Aeromonas spp. também é causadora de outras doengas, tais como:
septicemias, endocardites, meningites e pneumonias, tendo um maior risco em pacientes com
baixa imunidade. Infeccdes de pele, do trato urinario, oculares e sindrome urémica hemolitica
também tém sido associadas a contaminacdo por bactérias desse género (JANDA E
ABBOTT, 2010; SILVA, 2010).

2.5 Uso de antimicrobianos em piscicultura

O sucesso na piscicultura depende da utilizacdo de boas praticas de manejo nos
viveiros, como: controle da qualidade da agua, realizacdo de quarentena na aquisicdo de

novos lotes, fornecimento de alimentacdo de qualidade e balanceada, garantindo assim a
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salde dos animais e, consequentemente, prevenindo doencas. Muitas destas sdo provocadas
por agentes infecciosos e podem tornar a atividade onerosa e pouco lucrativa para oS
piscicultores, devido ao alto indice de contaminacdo e mortalidade excessiva (TAVECHIO et
al, 2009).

Os surtos de doencas em sistema de produgdo se deve principalmente pela
intensificacdo da aquicultura no Brasil (WO0O,2006; XU et al.,2012). Quando epizootias
ocorrem, a utilizacdo de antimicrobianos e quimioterapicos é a maneira mais efetiva de
controlar as enfermidades e reduzir a oportunidade de transmissao de patdgenos para todo o
local (GOZI, 2016).

Os antibidticos ou antimicrobianos sdo substancias que podem ser extraidas de
plantas, produzidas por microrganismos ou em laboratérios de maneira artificial
(FIGUEIREDO et al., 2008), sdo capazes de inibir o desenvolvimento e a proliferacdo de
bactérias, exercendo para tal efeito bactericida mesmo quando presentes em pequenas
quantidades (KUMMERER, 2009; MANAIA et al., 2012).

Utilizados na prevencdo e tratamento de infeccdes bacterianas, os antibioticos séo
empregados nas pisciculturas através da sua mistura com a racao a ser ofertada (MOTA et al.,
2005; CABELLO et al., 2013), além disso, podem ser usados também sub terapeuticamente
como promotores de crescimento (VASEEHARAN et al., 2005).

Todavia, os antibidticos tem efeito toxico aos tecidos dos peixes, principalmente o das
branquias, do tegumento e do figado e podem acumular residuos na musculatura, oferecendo
risco potencial ao consumidor, caso ndo sejam respeitados os tempos de caréncia pés-
tratamento (TAVECHIO et al, 2009).

Esses impactos podem ser mais graves se a mudanca da agua ndo for efetuada
adequadamente, levando assim, a um aumento de riscos em termos de seguranca alimentar,
devido a presenca de residuos de antibidticos em peixes (BURRIDGE et al, 2010). O
consumo destes farmacos nédo detectados em alimentos tambem podem gerar problemas de
alergia e toxicidade, que séo dificeis de diagnosticar devido a falta de esclarecimento na sua
ingestdo (CABELLO, 2006).

Além disso, 0 uso desenfreado de antimicrobianos ocasiona a contamina¢do do
ambiente aquatico e terrestre e também causa impactos adversos em organismos ndo-alvo e,
principalmente, na selecdo de microrganismos resistentes (BILLA E DEZOTTI, 2003;
PILARSKI E SAKABE, 2009; CABELLO et al., 2013).
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2.6 Resisténcia aos antimicrobianos

A pressdo seletiva causada pelo uso intensivo de antimicrobianos em medicina humana,
veterinaria e aquicultura, associada a varios mecanismos de transferéncia genética entre
bactérias pode ter contribuido para o surgimento e propagacdo da resisténcia em diferentes
grupos de bactérias (GOLD, 2001).

O uso de antibiodticos na aquicultura tornou uma preocupagdo mundial por representar
um risco potencial a satde publica, seja pelo desenvolvimento da resisténcia bacteriana em
ambiente aquatico que pode infectar seres humanos, ou mesmo pela transferéncia de genes de
resisténcia até a sua incorporagdo a patdégenos humanos (LAPATRA; MACMILLAN, 2008),
0 que resultaria em uma vulnerabilidade em relacdo as infeccbes bacterianas, uma vez que
determinados antibioticos, ndo teriam mais efeito (CAUMO et al., 2010; CANTAS et al.,
2013).

Devido a pressdo seletiva que exercem sob as bactérias, os antibidticos agem como
indutores da expressdo de genes bacterianos que codificam mecanismos de resisténcia, sendo
0 poder de selecdo proporcional ao tempo de exposicdo das bactérias ao antibidtico
(BUTAYE et al., 2003).

A obtencdo de resisténcia por uma bactéria sensivel que provém de uma alteracdo
genética se expressa bioquimicamente. Essa alteracdo pode ser decorrente de mutacGes
cromossémicas ou pela aquisicdo de plasmidios de resisténcia (BILLA E DEZOTTI, 2003;
MOTA et al.,, 2005; TRABULSI E ALTERTHUM, 2008), sendo a ultima forma a mais
preocupante, uma vez que um plasmidio pode conter genes de resisténcia para varios
antibioticos de diferentes composi¢des, como também uma bactéria pode conter um ou mais
plasmidios de resisténcia distintos (TRABULSI E ALTERTHUM, 2008). E, a transferéncia
génica entre bactérias permite a passagem de material genético entre outras espécies e até
géneros diferentes (GOZI, 2016).

A organizacao internacional Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) é a
responsavel pela padronizacdo das metodologias de determinacdo da susceptibilidade
bacteriana a antimicrobianos, como também fornece os pardmetros de avaliag¢do de resisténcia
pelos métodos de disco difusdo (antibiograma) e da concentragdo minima inibitéria (MIC).
Entretanto, para bactérias provenientes de animais aquaticos, 0s parametros ainda ndo estao
bem definidos, sendo Aeromonas salmonicida a Unica a possuir um valor de corte
epidemiolégico (SMITH e KRONVALL, 2014).
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Todavia, a resisténcia aos antibidticos apresenta uma grande preocupac¢do quando se
trata de bactérias do género Aeromonas spp., tendo em vista os elevados percentuais desses

isolados resistentes aos mais diversos principios ativos (SILVA, 2010).
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4. CAPITULO 1: ARTIGO CIENTIFICO

Caracterizacdo microbioldgica, bioquimica e perfil de resisténcia a antimicrobianos de

Aeromonas spp. isoladas de piavucu (Leporinus macrocephalus)

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi investigar a qualidade higiénico-sanitéaria e verificar a
ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp., caracterizacdo biogquimica e resisténcia a
antimicrobianos de piavugus capturados em rio e piscicultura. Foram avaliados 11 exemplares
de piavucu de pesca extrativa oriundos do rio Cuiaba e 22 exemplares da mesma espécie
cultivada em cativeiros de duas pisciculturas diferentes (A e B), 11 de cada propriedade. As
analises microbioldgicas consistiram em: contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias
Mesofilas (BHAM), contagem de coliformes totais e termotolerantes, detec¢do de Salmonella
spp. e ocorréncia de Aeromonas spp., bem como sua caracterizacéo bioquimica e resisténcia a
antimicrobianos. Para BHAM, coliformes e Salmonella spp, os resultados foram positivos,
uma vez que estes se apresentaram dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo e
literatura. Em relacdo as bactérias do género Aeromonas spp., houve ocorréncia em 81,82%
nos piavucus de rio, 18,19% nos da piscicultura A e 72,72% nos da piscicultura B, sendo as
espécies encontradas: A. trota, A. veronii bivar sobria, A. veronii bivar veronii e A.
hydrophila. Nos peixes de rio, 100% das col6nias de Aeromonas spp. isoladas foram
resistentes a cefalotina, 13,33% foram resistentes para cefoxitina 26,66% foram
intermediarias para 0 mesmo antimicrobiano e 6,67% apresentaram-se intermediarias para
sulfazotrim. Nos isolados da piscicultura A, 100% apresentaram-se resistentes a cefalotina e
nos da piscicultura B, esse numero foi de 35,72% para 0 mesmo composto. A qualidade
higiénico-sanitaria dos peixes dos trés locais analisados apresentou-se de forma positiva,
entretanto, para Aeromonas spp. 0s resultados demonstraram maior ocorréncia em piavugus
de rio, assim como sua maior resisténcia aos antimicrobianos. Isso evidencia um risco a saude
publica uma vez que a populacdo da regido cuiabana tem por cultura, e maior acessibilidade,

piavugus capturados em rio.

Palavras-chave: pescado; microbiologia; Aeromonas spp.; antibidtico; resisténcia.
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ABSTRACT

The objective of this work was to investigate the hygienic-sanitary quality and verify the
occurrence of Aeromonas spp. Bacteria, biochemical characterization and antimicrobial
resistance of piavucus captured in river and fish culture. Eleven specimens of extractive
fishery from the Cuiab4 river and 22 specimens of the same species cultivated in captivity of
two different fish farms (A and B) were evaluated, 11 of each property. Microbiological
analyzes consisted of: count of Mesophilic Aerobic Heterotrophic Bacteria (BHAM), counts
of total and thermotolerant coliforms, detection of Salmonella spp. and occurrence of
Aeromonas spp., as well as its biochemical characterization and antimicrobial resistance. For
BHAM, coliforms and Salmonella spp, the results were positive, since these were within the
limits established by legislation and literature. In relation to the bacteria of the genus
Aeromonas spp., 81.82% occurred in the river piavugus, 18.19% in the A fishery and 72.72%
in the B fishery. The species found were: A. trota, A veronii bivar sober, A. veronii bivar
veronii and A. hydrophila. In the river fish, 100% of the colonies of Aeromonas spp. were
resistant to cephalothin, 13.33% were resistant to cefoxitin 26.66% were intermediate for the
same antimicrobial and 6.67% were intermediates for sulfazotrim. In the isolates of fish
culture A, 100% were resistant to cephalothin and in fish B, this number was 35.72% for the
same compound. The hygienic-sanitary quality of the fish of the three analyzed sites was
positive, however, for Aeromonas spp. the results showed greater occurrence in river
piavugus, as well as their greater resistance to antimicrobials. This shows a risk to public
health since the population of the Cuiabana region has by culture, and greater accessibility,

piavucus caught in the river.

Keywords: fish; microbiology; Aeromonas spp .; antibiotic; resistance
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4.1 Introducéo

O Leporinus macrocephalus, piavugu ou piaucu, € um peixe considerado de grande
importancia econdmica para a pesca extrativa na area do Pantanal Matogrossensse. Além
disso, essa espécie também tem sido cultivada em pisciculturas por ser rdstica, de habito
alimentar onivoro, apresentar rapido crescimento, 6timos indices zootécnicos e carne saborosa
(GARAVELLO E BRITSKI, 1988; SOARES, 2000).

Apesar de todos esses pontos positivos, para que o piavugu continue sendo de grande
aceitabilidade no mercado, é necessario também o controle de sua qualidade higiénico-
sanitaria. A matriz alimenticia refletird o local onde foi capturada, ou seja, quanto mais
poluido for seu habitat, mais rica sera a sua microbiota. Como consequéncia da poluicéo fecal
dos mananciais aquaticos, este peixe pode ser potencialmente capaz de transmitir
microrganismos patogénicos, como, por exemplo, as bactérias da familia Enterobacteriaceae:
coliformes e Salmonella spp. (GONCALVES, 2011) e grande parte das Bactérias
Heterotroficas Aerdbias Mesofilas.

Além dessas bactérias, Aeromonas spp também se destaca por possuir alta
patogenicidade . Em humanos, algumas espécies sdo consideradas patdégenos causadores de
gastrenterites, septicemias, endocardites, meningites, pneumonias, infecgdes de pele, do trato
urinario, oculares e sindrome urémica hemolitica, tendo um maior risco em pacientes com
baixa imunidade (JANDA; ABBOTT, 2010).

Em peixes de agua doce, Aeromonas spp. tem sido considerada agente primario de
doencas causadoras de lesbes ulcerativas e septicemia hemorragica. Os surtos geralmente
ocorrem em instalacBes de aquicultura pois essas bactérias sdo altamente onipresentes em
corpos de agua doce de baixa qualidade (SOUSA E SILVA-SOUZA, 2001; NOGA, 2011;
IGBINOSA et al., 2014).

Quando doencas de ordem bacteriolégica ocorrem em pisciculturas, o tratamento é
realizado atraves de antimicrobianos e este também € utilizado para impedir a sua
disseminacdo. Além disso, o uso profilatico de antimicrobianos na producdo de peixes €
generalizado devido a crenca de que esta pratica melhora o crescimento e reduz a mortalidade,
aumentando assim a producdo (PRIDGEON; KLESIUS, 2012).

Entretanto, 0 uso excessivo de antimicrobianos na piscicultura pode afetar
negativamente a salde animal e humana, bem como o meio aquéatico, podendo veicular
residuos do farmaco utilizado e causar resisténcia aos mais diversos compostos através da
descarga de agua e do consumo de peixe (ICMSF, 2011; PATIL et al., 2016).
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O objetivo deste trabalho foi investigar a qualidade higiénico-sanitéaria e verificar a
ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp., caracterizacdo bioquimica e sua

resisténcia a antimicrobianos de piavucus capturados em rio e pisciculturas.

4.2 Material e Métodos

Para a realizacdo do estudo, foram avaliados 11 exemplares de piavucu de pesca
extrativa, capturados no rio Cuiab4, na cidade de Bardo de Melgago — Mato Grosso (MT) e 22
exemplares da mesma espécie cultivada em cativeiros de duas pisciculturas diferentes (11 de
cada propriedade), ambas localizadas na regido da grande Cuiaba-MT.

Os peixes foram adquiridos inteiros, diretamente com pescadores e piscicultores,
sendo acondicionados em caixas isotérmicas contendo gelo na propor¢do 2:1 (peixe: gelo) e
transportados imediatamente ao laboratorio de Higiene e Tecnologia do pescado pertencente a
faculdade de Zootecnia da Universidade Federal de Mato Grosso, localizada em Cuiabad-MT.
Foi utilizado 25g da musculatura dos peixes como unidade analitica, obtida em ambiente de
cabine de seguranca microbiolégica.

As analises microbioldgicas consistiram em: Bactérias Heterotroficas Aerdbias
Mesofilas, contagem de coliformes totais e termotolerantes, pesquisa de Salmonella spp. e
ocorréncia de Aeromonas spp., bem como sua caracterizacdo bioquimica e resisténcia aos
antimicrobianos.

Em relacdo a avaliacdo da qualidade higiénico sanitaria dos peixes, a contagem de
aerobios Mesofilos Totais foi realizada pelo método da American Public Health Association
(APHA) para analise de alimentos (MORTON 2001), a contagem de coliformes totais e
termotolerantes foram realizadas conforme a Instru¢cdo Normativa n°62 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL 2003) e para analise de Salmonella
spp. foi utilizado o método da International Organization for Standardization (ISO 6579:2007
(E)) (SILVA, 2010) adaptado.

Ja para a analise de ocorréncia de Aeromonas spp, foram utilizadas as metodologias
descritas por Majeed et al. (1990) e Palumbo et al.(1991). Para a confirmagdo do género
foram utilizadas as metodologias de Saad et al. (1995). E, para identificacdo das espécies, foi
utilizada a chave de classificacdo Aerokey Il (CARNARHAN et al. 1991). Apds a
identificacdo das espécies, foram realizados os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos:
amicacina, cefalotina, cefoxetina, cefepime, ceftazidima, florfenicol, sulfazotrin e tetraciclina

conforme o método de difusdo de discos com o agar Mueller Hinton (NCCLS, 2004).
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O experimento foi conduzido em delineamento em blocos casualisados (DBC), com
trés tratamentos que consistiram em: rio, piscicultura A e piscicultura B e 11 repeti¢des para
cada tratamento, perfazendo um total de 33 amostras. Para os testes microbiolégicos foi
realizada a analise descritiva dos dados através de tabelas e porcentagem, j& para o teste de
susceptibilidade das amostras de Aeromonas spp. frente aos antimicrobianos foi realizada
avaliacdo pelo teste de Kruskal-Wallis. Foram atribuidos valores para as respostas ao teste de
sensibilidade (sensivel = 2, intermediario = 1, resistente = 0). As andlises foram realizadas

pelo programa estatistico Statistical Analysis System (SAS).

4.3 Resultados e Discussao

Os Resultados das contagens de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas
(BHAM), coliformes totais, coliformes termotolerantes e ocorréncia de Salmonella spp. em
peixes capturados no rio Cuiaba e cultivados em duas pisciculturas distintas localizadas na

grande Cuiabé estdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Resultados das contagens de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Meséfilas (BHAM),
coliformes totais, coliformes termotolerantes e ocorréncia de Salmonella spp em peixes
capturados no rio Cuiaba e cultivados em duas pisciculturas distintas localizadas na grande

Cuiaba.

Local

Analise Rio Piscicultura A Piscicultura B
BHAM 3,29 + 0,96* 3,93 +£0,99* 5,06 +0,93*
(log UFC/g) (0 — 4,52)** (0 — 5,23)** (3,69 — 6,47)**
Coliformes Totais 2,77 £0,69* 3,50 +1,03* 4,26 +1,15*
(log UFC/g) (<2 — 3,90)** (<2 — 5,40)** (2,48 — 5,62)**
Coliformes 0+0* 0+0* 0+0*
Termotolerantes
(log UFCl/g) (0-0)** (0-0)** (0-0)**
Salmonella spp. Ausente/ 259 Ausente/ 25¢ Ausente/ 25¢

*Meédia £ desvio padrao; **Valor minimo - maximo; BHAM = Bactérias Heterotroficas Aerébias Mesofilas.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Salde,
através da RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL 2001), ndo estabelece padrdo para
BHAM em peixe fresco, porém a International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 2011) recomenda o valor maximo de 7,0 log UFC/g. Diante
disso, 100% das amostras dos trés locais analisados estavam conformidade com a literatura

para este grupo de bactérias. No entanto, alguns pesquisadores (AGNESE et al., 2001;
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PACHECO et al., 2004) relatam que contagens acima de 6,0 log UFC/g em pescado podem
comprometer a inocuidade do alimento. Diante disso, na piscicultura B houve duas matrizes
alimenticias (18,18%) com contagens acima do limite de seguranca alimentar recomendado
por esses autores. De forma geral, os peixes da piscicultura B apresentaram maiores
contagens, mesmo que dentro do limite aceitavel.

A contagem de BHAM se faz necessaria para estimar o nivel de higiene do alimento,
uma vez que esta € inversamente proporcional a qualidade higiénica dele. Além disso,
segundo Silva (2010), BHAM s&o oportunistas e podem constituir risco aos peixes e a saude
de quem os consome. Diante disso, a piscicultura B se destaca por deixar a desejar na higiene
de suas matrizes alimenticias se comparada com os outros dois locais analisados, isso pode ter
ocorrido por diversos fatores, como: baixa qualidade de &gua, forma de abate e manuseio
incorreto do piscicultor.

Os resultados encontrados para BHAM se assemelham aos de Soares et. al (2014)
onde em um trabalho realizado com musculatura de Tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)
cultivados em gaiolas, estes pesquisadores obtiveram contagem média de 2,89 log UFC/g no
dia do abate, ndo ultrapassando assim o limite preconizado pela ICMSF (2011). Todavia,
observa-se que as contagens obtidas por esses autores foram menores, iSso se deve porque
eles tiveram controle na hora do abate, 0 que ndo ocorreu no presente estudo, uma vez que
adquirimos as matrizes alimenticias ja abatidas pelos pescadores e piscicultores.

Entre as bactérias BHAM estdo os do grupo coliforme. Assim como BHAM, a
legislacdo brasileira vigente (BRASIL 2001), ndo estabelece limite para a contagem de
coliformes totais, todavia, Franco e Landgraf (1996) trazem um valor de contagem aceitavel
de até 6,0 log UFC/g para ndo comprometer a inocuidade no alimento. Sendo assim, verifica-
se que 100% das amostras dos trés locais analisados apresentaram contagens dentro do
aceitavel pela literatura, sendo estas de 0 log UFC/g a 5,62 log UFC/g. Viana et. al (2016) em
um estudo realizado com tambaqui (Colossoma macropomum) verificou contagens entre 1,63
log UFC/g a 3,04 log UFC/g, resultado semelhante ao encontrado no presente estudo uma vez
que estes autores também obtiveram contagens dentro do limite de seguranga alimentar
estabelecido por Franco e Landfraf (1996).

Segundo Silva (2010), a presenca de coliformes totais, mesmo com contagens dentro
do limite estabelecido pela literatura, apresenta certa preocupacdo, pois varias cepas de
coliformes podem crescer em alimentos refrigerados, a qual é a forma de conservacdo mais

comumente utilizada para peixes recém-abatidos.
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Ressalta-se ainda que a conformidade na contagem de coliformes totais ndo anula a
possibilidade de que o consumo dos peixes analisados pode colocar em risco & saude do
consumidor, uma vez que Franco e Landgraf (1996) ndo estabelecem um limite especifico
para este microrganismo em peixe fresco, mas sim um limite geral para microrganismos
patogénicos presentes em produtos de origem animal.

Dentro do grupo de coliformes totais estdo os termotolerantes, que podem ser
patogénicos, sendo assim, os principais indicadores de condi¢des higiénico-sanitarias de
alimentos. A legislacdo brasileira atual, RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL 2001),
ndo preconiza limite para coliformes termotolerantes em peixe fresco, porém em peixe ja
processado, o limite maximo é de 2,0 log UFC/g, portanto, 100% das amostras de rio,
piscicultura A e B estdo em conformidade para esse grupo de bacteérias.

Altos valores de coliformes termotolerantes em peixe fresco podem ocorrer devido a
manipulacdo inadequada ou em decorréncia do local de captura pois quanto mais préximo ao
centro urbano maior € a contaminacdo em virtude de receber maior carga de dejetos. Os
peixes de rio sdo 0s Unicos em que seu habitat era proximo a cidade, mesmo assim, ndo houve
diferenca nas contagens se comparadas com os das pisciculturas A e B, isso se deve
provavelmente porque coliformes termotolerantes sdo pouco competidor e os peixes foram
analisados imediatamente apds a captura, com isso, estavam frescos dificultado assim a
proliferacdo desse grupo de bactérias. Além disso, foi realizado minimo manuseio do animal e
evisceracdo de forma higiénica o que inibe o crescimento de termotolerantes.

Assim como o0s coliformes, Salmonella spp. faz parte do subgrupo
Enterobacteriaceae. Este microrganismo é o principal agente de doengas de origem alimentar
em vérias partes do mundo (WHO, 2005) e também no Brasil (SILVA, 2010). A Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do Ministério da Saude preconiza através da
RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 (BRASIL 2001), parametros microbiologicos para peixe
fresco, onde determina que Salmonella spp. deve estar ausente em 25g do alimento.

Diante disso, verificou-se que 100% das amostras estdo de acordo com a legislacdo
vigente, uma vez que apresentaram auséncia de Salmonella spp em 25¢g do alimento.

Gongalves (2011) descreve que normalmente o musculo e a parte interna do pescado
recém-capturado sdo estereis. Tendo em vista isso, se a matriz alimenticia apresentar
presenca de Salmonella spp e valores elevados de BHAM e coliformes € porque ndo foram
tomados os devidos cuidados com a higiene e controle de tempo e temperatura durante o
manuseamento, neste caso, este peixe entrard num processo gradativo e irreversivel de

deterioracdo. Todavia, pelos resultados apresentados anteriormente, observa-se que, de forma
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geral, a higiene durante a coleta dos peixes, 0 transporte, a evisceracdo das matrizes
alimenticias foram eficientes, evidenciando assim, resultados microbioldgicos confiaveis.

A ocorréncia de Aeromonas spp. foi verificada em 81,82% nos piavucus capturados no
rio Cuiaba. Lanzarin e colaboradores (2011) identificaram Aeromonas spp. em 26,7% das
amostras de Pintado (Pseudoplatystoma coruscans) capturados neste mesmo rio, entretanto,
essa diferenca de ocorréncia deste microrganismo provavelmente se deve a altura do rio
Cuiaba em que foi capturado os peixes, uma vez que os piavucus foram capturados no entorno
da cidade de Bardo de Melgaco-MT, onde os niveis de matéria organica e poluentes na agua
tendem a ser maior.

Em relacdo aos peixes de cativeiro, houve ocorréncia de Aeromonas spp em 18,19%
nos peixes da piscicultura A e 72,72% nos da piscicultura B. Rodrigues et al. (2010) em um
trabalho realizado com tilapias cultivadas em trés pisciculturas (A, B e C) do estado do Rio de
Janeiro, verificou ocorréncia de Aeromonas spp. em 62,9% na piscicultura A, 25,5% na B e
11,5% de C. Esses autores relatam ainda que essa diferenca de presenca deste microrganismo
nas trés pisciculturas avaliadas indica possivel manejo diferenciado entre os produtores e/ou
cuidados distintos quanto a origem e qualidade da &gua de cultivo, o se assemelha aos
resultados encontrados no presente trabalho.

Pavanelli et al. (2008) relatam que em peixes, Aeromonas Spp. S0 oportunistas,
manifestam-se em hospedeiros enfraquecidos, sendo considerados invasores secundarios,
estabelecendo-se a0 mesmo tempo em que outras infecgdes bacterianas, virais, parasitarias ou
em decorréncias de problemas nutricionais ou de estresse, entretanto, € importante destacar
gue mesmo com elevada ocorréncia de Aeromonas spp. nos piavucus dos trés locais
avaliados, ndo foi detectado nenhum sinal clinico (lesbes cutaneas) em nenhum dos peixes
analisados, evidenciando assim que essas matrizes alimenticias eram portadoras
assintomaticas.

Outro ponto de destaque é que segundo Figueira e colaboradores (2001), embora o
tratamento de agua proporcione uma reducao significativa do niamero de Aeromonas spp., ha
evidéncias de que estas bactérias exibem mecanismos adaptativos que permitem a sua
sobrevivéncia e proliferacdo nos sistemas de distribuicdo de agua, sendo assim, de grande

impacto na saude publica quando detectada a presenca de espécies patogénicas.

Na Tabela 2 verificam-se as espécies de Aeromonas spp. de ocorréncia neste estudo,
de acordo com a chave de identificacdo Aerokey Il (CARNAHAN et al., 1991) utilizada para

especies moveis.
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Tabela 2. Espécies de Aeromonas spp. de ocorréncia em peixes do rio Cuiaba e de duas

pisciculturas distintas localizadas na grande Cuiaba.

Local
Espécie Rio (N=15) Piscicultura A (N=2)  Piscicultura B (N=14)
N % N % N %
Aeromonas schubertii 0 0 0 0 0 0
Aeromonas 13 86,67 0 0 4 28,57
hydrophila
Aeromonas jandei 0 0 0 0 0 0
Aeromonas caviae 0 0 0 0 0 0
Aeromonas veronii 1 6,66 0 0 1 714
bivar sobria
Aeromonas veronii 0 0 0 0 3 21,43
bivar veronii
Aeromonas trota 1 6.66 ) 100 6 42,86

N= nlmero de isolados.

Todas as espécies de ocorréncia neste estudo podem ser patogénicas para seres

humanos e peixes. Em destaque, a A. hydrophila que é uma das mais encontradas em

ambientes aquaticos e foi a de maior ocorréncia no presente estudo, nos peixes de rio e da

piscicultura B. E um dado alarmante uma vez que esta espécie é considerada potencialmente
patogénica. Além disso, alguns autores (CHEN, et al., 2003; BRAUN E SUTHERLAND,

2005) afirmam que Aeromonas hydrophila é uma grande produtora de exoenzimas

termorresistentes, como lipases e proteases, e esses produtos, mesmo tendo sua estrutura

terciaria danificada durante processos que utilizam altas temperaturas, sdo capazes de

reorganizar a estrutura tridimensional, tornando-se novamente ativos e passiveis de deteriorar

os produtos finais, colocando em risco a satde do consumidor.
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Verificou-se também a presenca de A. veronii bivar sobria e A. veronii bivar veronii
nos peixes de rio e piscicultura B. Villa et al. (2003) relacionam essas espécies com sintomas
de diarreia aquosa e febre com dor abdominal em humanos.

Na piscicultura B, houve ocorréncia de Aeromonas trota em 100% dos isolados.
Dallagassa e colaboradores (2018) associaram essa espécie com meningites em humanos e 0s
isolados foram resistentes a cefalotina, corroborando assim com o presente estudo uma vez
que 100% dos isolados de A.trota dos peixes da piscicultura A foram resistentes a este mesmo
composto, como se pode verificar na Tabela 3.

Na tabela 3 verifica-se 0 nimero (N) e frequéncia (%) de comportamento resistente,
intermediério e sensivel de Aeromonas spp. isoladas de piavucu do rio Cuiaba e duas

pisciculturas distintas, frente aos antimicrobianos.
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Tabela 3. Numero (N) e frequéncia (%) de comportamento resistente, intermediario e sensivel de Aeromonas spp. isoladas de piavucu do rio

Cuiaba e duas pisciculturas distintas localizadas na grande Cuiab4, frente aos antimicrobianos.

Comportamento
Resistente Intermediério Sensivel
Antimicrobianos Rio P2 Rio P2 Rio P2

N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Florfenicol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 100 2 100 14 100
Cefalotina 15 100 2 100 5 3571 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 64,29

Sulfazotrim 0 0 0 0 0 0 1 667 0 0 0 0 14 9333 2 100 14 100

Cefoxitina 2 1333 O 0 0 0 4 2667 O 0 0 0 9 60 2 100 14 100

Cefepime 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 100 2 100 14 100

Tetraciclina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 100 2 100 14 100

Amicacina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 100 2 100 14 100

Ceftazidima 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 100 2 100 14 100

N= namero de isolados; %= frequéncia; P1= piscicultura 1; P2= piscicultura 2.



49

A Cefalotina foi o Gnico antimicrobiano que diferiu estatisticamente, ao nivel de 0,05

de significancia (probabilidade de erro de 5%), em relacdo a resisténcia nos trés tratamentos,

como observado no gréafico 1.

Gréfico 1. Frequéncia de resisténcia de Aeromonas spp. para cefalotina.
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Verifica-se no grafico 1, pela cor azul, que 100% das col6nias de Aeromonas spp.
isoladas dos peixes de rio e piscicultura A apresentaram-se resistentes a cefalotina, ja na

piscicultura B este nimero foi de 35,72%.
A cor vermelha do grafico simboliza sensibilidade a este mesmo antimicrobiano, o que
em termos numéricos, representou 64,28% das colonias isoladas dos peixes da piscicultura B.
A cefalotina é uma cefalosporina de primeira geracdo, sua eficiéncia é maior em

bactérias gram (+), portanto é uma possibilidade para ter apresentado alto indice de resisténcia
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ja que Aeromonas spp. € uma bactéria gram (-), principalmente nas colbnias isoladas dos
peixes de rio. Caso piscicultores estejam utilizando esse antibiético para tratamento de
doencas causadas por Aeromonas spp. ou por outras bactérias, isso além de ser ilegal uma vez
que esse farmaco ndo é permitido para uso em pisciculturas pela legislacao brasileira, também
ndo deveria ser o antibiotico de eleicdo, uma vez que de forma geral, foi o de maior
resisténcia aos isolados.

Além da cefalotina, nos peixes de rio, 6,67% das coldnias isoladas de Aeromonas spp.
apresentaram-se intermediarias para sulfazotrim, 13,33% foram resistentes para cefoxitina e
26,66% foram intermediarias para 0 mesmo antimicrobiano, todavia estatisticamente nédo
houve diferenca significativa se comparado com 0s outros tratamentos.

Antimicrobianos pertencentes ao grupo das tetraciclinas sdo amplamente utilizados
para tratar e prevenir bacterioses em pisciculturas (TENDENCIA E DELA PENA, 2002;
HATHA et al., 2005) por conta do baixo custo e facilidade na compra. Alguns trabalhos
(HIRSCH et.al, 2006; CARNEIRO et al., 2007; SANTOS et al., 2014) realizados com
isolados de Aeromonas spp. em peixes identificaram resisténcia a esse composto, todavia no
presente estudo, ndo foi detectado nenhum isolado resistente a tetraciclina, provavelmente os
produtores das pisciculturas analisadas ndo utilizavam esse composto para o tratamento de
bacterioses.

E importante destacar também que, segundo Figueiredo (2008), o Unico
antimicrobiano permitido pela legislacdo brasileira em aquicultura é o florfenicol e este se
apresentou como sensivel em todas as coldnias isoladas de Aeromonas spp de peixes
capturados nas pisciculturas A e B, o que confirma a eleicdo desse antimicrobiano para
tratamento de bacterioses em pisciculturas, sendo imprescindivel o uso deste seguindo o
protocolo e aos cuidados de um médico veterinario.

Verificou-se que a maior ocorréncia de resisténcia aos farmacos, de forma geral, foi
nos isolados de Aeromonas spp. dos peixes provenientes do rio Cuiab4, todavia, em rios nao
se utiliza antibidticos para tratamento de bacterioses em peixes. Hatha et al. (2005) relatam
que a presenca de fezes no ambiente aquatico infelizmente é uma realidade no Brasil e que
elas frequentemente estdo acompanhadas de bactérias patogénicas ao qual poluem as aguas,
podendo ndo sO contaminar peixes e outros organismos aquaticos que vivem nelas como
também tem uma grande possibilidade de trocar facilmente plasmidos, o que pode resultar no
aumento da frequéncia de amostras multirresistentes e que a pressao de selecdo local também

pode influenciar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos.



51

Oliveira e Pinto (2017) realizaram anélise microbioldgica da agua do rio Cuiaba em
quatro pontos do perimetro urbano e verificaram contagens de Coliformes Totais e
Escherichia coli acima do permitido pela Resolucéo n° 357/05 do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA) em 100% das amostras coletadas. Portanto, a alta carga de
microrganismos patogénicos na &gua do rio Cuiaba teve direta relacdo com a frequéncia de

resisténcia aos antimicrobianos encontrada no presente estudo.

4.4 Concluséao

A qualidade higiénico-sanitaria dos peixes dos trés locais analisados foi positiva, uma
vez que os resultados obtidos encontraram-se dentro do limite estabelecido pela literatura e
legislacdo. Todavia, nestas mesmas matrizes alimenticias, houve elevada ocorréncia de
Aeromonas spp., sendo 0s peixes provenientes de rio 0s que apresentaram maior prevaléncia e
resisténcia aos antimicrobianos. 1sso evidencia um risco a salde publica uma vez que a
populacdo da regido cuiabana tem por cultura, e maior acessibilidade, piavucus capturados em

rio.
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