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RESUMO

Em setenta amostras de tilapia (Oreochromis niloticus), originarias de pisciculturas
dos municipios de Cachoeiras de Macacu e de Pirai, identificou-se espécies do
género Aeromonas A pesquisa em questao testou duas metodologias: na “I” com
plagueamento nos meios Agar Aeromonas, Mac Conkey, Sangue e GSP
suplementados com ampicilina, a incubagao deu-se por 24 horas a 28°C; na “II” com
plagueamento nos meios Agar GSP, Desoxicolato Citrato e TCBS suplementados
com NaCl, incubacdo deu-se por 24 horas a 37°C. Procedeu-se a identificacdo do
género Aeromonas e das espécies através de provas bioquimicas As estirpes
isoladas foram submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana com seguintes
com os farmacos: ampicilina, oxacilina, tetraciclina, lincomicina, penicilina G,
kanamicina, estreptomicina, rifampicina, gentamicina, eritromicina, nitrofurantoina,
trimetropim, cloranfenicol, novobiocina, sulfametoxazol+trimetropim e amoxacilina
Detectou-se a presenca de Aeromonas spp. em 68,1% das amostras ensaiadas,
sendo as espécies identificadas como A. hydrophila, A. sobria, A. veronii bv veronii,
A. caviae, A. trota, A. media e A. atipica. Verificou-se a seguinte ordem decrescente
do isolamento do género nos meios seletivos utilizados: Aeromonas com ampicilina
(85,3%), GSP com ampicilina (70,0%), GSP com NaCl (69,0%), Mac Conkey com
ampicilina (67,6%), Desoxicolato Citrato com NaCl (63,4%) e Sangue com ampicilina
(58,0%).0 meio TCBS nao foi seletivo. Observou-se uma variagdo da seletividade
dos meios de cultivo, devido a diversidade qualitativa e quantitativa das espécies
isoladas em cada uma das pisciculturas. Essa diversidade também provocou
comportamento variado quanto a resposta ao teste de sensibilidade antimicrobiana.
Constatou-se diferenga de resposta entre o género e as espécies isoladas, em
relagdo aos farmacos trimetropim, ampicilina, lincomicina, kanamicina, eritromicina,
novobiocina, penicilina G e sulfametoxazol +trimetropim; resposta semelhante
quanto a resisténcia ao farmaco oxacilina; sensibilidade intermediaria a amoxacilina
e tetraciclina e, igualmente sensiveis a gentamicina, estreptomicina, rifampicina,
cloranfenicol e nitrofurantoina. Os resultados permitiram concluir que o consumo
desse pescado na forma in natura (cru), ndo € recomendado devido a ocorréncia de
espécies potencialmente patogénicas para o homem, assim como espécies
possiveis produtoras de toxinas termoestaveis, tornando o pescado ensaiado
potencial veiculador de doengas. Observou-se maior eficiéncia da “Metodologia I” no
isolamento de A. hydrophila e, a “Metodologia II” de A. veronii bv veronii. Verificou-se
maior seletividade do Agar Aeromonas com ampicilina, dentre os utilizados, para o
género Aeromonas, com sensibilidade para todas as espécies identificadas neste
estudo. Com o Agar Sangue com ampicilina percebeu-se maior sensibilidade para A.
hydrophila, mas com baixa seletividade para o género. Com o Agar Desoxicolato



Citrato com NaCl constatou-se maior sensibilidade para A. veronii bv veronii.
Ocorreu variacdo quanto ao perfil antimicrobiano com a maioria dos farmacos
testados, tanto em relagao as pisciculturas quanto a area geografica, e as espécies
isoladas permitindo observar tendéncia a resposta de resisténcia.

Palavras-chave: tilapia nilotica, Oreochromis niloticus, Aeromonas spp., seletividade
bacteriana, perfil antimicrobiano, saude coletiva.



ABSTRACT

Species from the genus Aeromonas were identified in seventy tilapia samples
originated from the counties of Cachoeiras de Macacu e Pirai. The research in
question tested two types of methodologies: the "I" with streaked on plates on the
breeding-grounds Agar Aeromonas, MacConkey, Blood and GPS supplemented
with ampicilin. The incubation happened 24 hours at a 28°C; the "II" was made with
streaked on plates on the breeding-grounds Agar GSP, Desoxicolato Citrato and
TCBS supplemented with NaCl. The incubation happened for 24 hours at 37°C.
The identification of genus Aeromonas and its species was proceeded trough
biochemical tests. The isolated stirpses were submitted to the antimicrobial
sensitivity test with the following drugs: ampillicin, oxacillin, tetracycline, lincomycin,
penicillin G, kanamycin, streptomycin, rifampin, gentamicin, erythromycin,
nitrofurantoin, trimethoprim, chloramphenicol, novobiocin, sulfamethoxazole+
trimethoprim and amoxicillin. The presence of Aeromonas spp. was detected in
68,1% of the tested samples and the identified species were A. hydrophila, A.
sobria, A. veronii bv veronii, A. caviae, A. trota, A. media e A. atypical. The
decrescent order of genus isolation on the utilized breeding-grounds was:
Aeromonas with ampillicin (85,3%), GPS with ampillicin (70,0%), GPS with NaCl
(69,0%), MacConkey with ampillicin (67,6%), Desoxicolato Citrato with NaCl
(63,4%) and Blood with ampillicin (568,0%). TCBS mean was not selective. There
was variation on the selectivity of the cultivation means due the qualitative and
quantitative diverseness of the isolated species in each of the fish farming. This
diverseness also aggravated assorted behavior as a response to the antimicrobial
sensitivity test. There were different responses between genus and species isolated
in relation to the drugs trimethoprim, ampillicin, lincomycin, kanamycin,
erythromycin, novobiocin, penicillin G and sulfamethoxazole+ trimethoprim; similar
response as to the resistance to the drug oxacillin, Intermediate sensitivity to
amoxicillin and tetracycline, and equally sensitive to gentamicin, streptomycin,
rifampin, chloramphenicol and nitrofurantoin. The results allowed concluding that
the consumption of the fishing in natura (raw) is not recommended thanks to the
occurrence of species potentially pathogenic to man, just as species which are
possible producers of heat-stable toxins, making the tested fishing a potential
disease vehicular. There was greater efficiency on methodology "I" on the isolation
of A. hydrophila and on Methodology "II" on A. veronii bv veronii. There was more
selectivity of Agar Aeromonas with ampicilin, among the utilized, to the genus
Aeromonas, with sensitivity to all the species identified in this research. Agar Blood
with ampicilin showed the highest sensitivity to A. hydrophila, but low selectivity for



the genus. Agar Desoxicolato Citrato with NaCl showed great sensitivity to A.
veronii bv veronii. There was variation as to the antimicrobial profile with most of
the tested drugs, either related to the fish farming or the geographical areas and the
isolated species, allowing observing tendency to the resistance response.

Key words: tilapia, Oreochromis niloticus, Aeromonas spp., selectivity, antimicrobial
substances, public health.



1 INTRODUCAO

O crescimento da populagdo mundial e os novos habitos alimentares vém
exigindo do setor de alimentos inovagbes em tecnologias, variedade de produtos
disponiveis ao mercado consumidor e a otimizagdo do aproveitamento em toda a
cadeia alimentar. Neste contexto, a ocorréncia de contaminagdo microbiana, bem
como a presenga de substancias tdxicas produzidas por microrganismos em
produtos de origem animal, vem despertando a atencao dos profissionais de saude
coleiva em funcdo do aumento de agentes etiologicos de doengas alimentares
acarretando a diminuicdo de produtividade da populacdo economicamente ativa e o
aumento dos gastos publicos no tratamento e cura de tais enfermidades.

Como o consumidor, geralmente, seleciona os produtos alimenticios
considerando o precgo e os aspectos de qualidade que podem ser avaliados apenas
sensorialmente como a aparéncia e o sabor, acaba por negligenciar qualidades de
extrema importancia para a saude e bem estar humanos como: o valor nutritivo, e a
auséncia de substancias tdéxicas e contaminantes microbianos, que nao podem ser
avaliados sensorialmente.

Dentro deste contexto, ha a necessidade da manutencao de um bom controle
higiénico-sanitario na manipulacdo dos produtos alimenticios, para assegurar a
preservacdo das qualidades nutricionais e sensoriais, bem como garantir a
producdo de alimentos higienicamente seguros com validade comercial suficiente
para atender as demandas do mercado consumidor.

As politicas publicas de saude em nivel mundial indicam necessidade de
mudangas nos habitos alimentares para evitar as chamadas doencgas crénicas nao
transmissiveis, recomendando uma dieta saudavel optando por alimentos de origem

animal com baixos niveis de colesterol, ricas em acidos graxos poliinsaturados (que
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reduzem o risco de doengas cardiacas), e alto valor protéico estimulando desta
forma o consumo de carne de pescado, colocando este alimento como uma
alternativa no cardapio diario da populacéo.

Pela mesma motivacdo a populacédo brasileira, também, vem preferindo as
carnes brancas, mas apesar de reconhecidas as vantagens do pescado na
alimentacgao, o Brasil ainda apresenta um consumo per capita deste tipo de carne
abaixo das expectativas. Segundo Germano e Germano (2003), o universo de
consumidores brasileiros de pescado dividia-se em dois podlos distintos - populagao
de baixa renda, que habita regides ribeirinhas e litordneas e a de alta renda que tem
no produto um alimento alternativo, categorizado como leve (“diet”, “soft” e “light”)
que permite manter uma dieta rica em nutrientes e com baixos indices caldricos.
Atualmente o mercado se encontra mais acessivel a populagcédo, sendo comumente
encontrado em lojas de “fast food”, que na década anterior serviam
preferencialmente carnes vermelhas e hoje oferecem produtos a base de carne de
pescado, como por exemplo os hamburgueres de carne de tilapia

A Tilapia, cujo nome cientifico & Oreochromis niloticus, € uma espécie
proveniente da Africa, e que foi introduzida em diversos paises do mundo, e em
quase todo territorio brasileiro (IGARASHI, 2005).

As tilapias, por serem pouco exigentes, apresentam uma grande capacidade
de adaptacao a diversos tipos de ambiente. Sdo resistentes a doencgas, suportam
grandes variagbes de temperatura, reproduzem-se facilmente, sobrevivem em
aguas com baixos niveis de oxigénio dissolvido o que facilita o seu cultivo, além de
apresentarem rapido crescimento e baixo custo de produgéo. Estas caracteristicas,
em principio vantajosas, podem se tornar perigosas quanto ao aspecto higiénico-
sanitario do produto, pois propiciam certa tranquilidade e consequente negligéncia
no manejo de produgao, permitindo a ocorréncia de contaminag¢des microbianas.

Algumas espécies se reproduzem a partir de trés meses de idade, sendo que
a desova pode ocorrer mais de quatro vezes por ano, além do nivel de
sobrevivéncia ser elevado devido a esta espécie ter instinto de protecéo a prole
(ESPANA, 2007; IGARASHI, 2005; MESCHKAT, 2007; WIKIPEDIA, 2007).

O baixo valor de custo da producédo da espécie, e seu elevado valor protéico
torna o produto uma nova alternativa de interesse para industrias de processamento
em implantagdo, sendo necessarios conhecimentos técnicos relacionados tanto a

produgdo como ao processamento.
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O sistema intensivo de criagao de Tilapia (Oreochromis niloticus) no Estado
do Rio de Janeiro vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Este fato
€ devido a criagao de trés polos de piscicultura no Estado que incentivou pequenos
produtores rurais, que utilizam tanques e viveiros em represas para o cultivo. Como
0 pescado € um alimento altamente perecivel, para garantir a sua qualidade sao
necessarios varios cuidados especiais que devem ser observados e controlados em
toda a sua manipulacao, desde a despesca até a comercializagao.

De acordo com o ultimo levantamento estadual publicado (CIDE, 1999), no
ano de 1998 a producgédo no Estado alcangou 335.000 kg e previa para o ano de
2001 um aumento de 50%. O consumo estadual suplantava a produgdo em
aproximadamente 20%, sendo este percentual importado de outros estados.
Contudo os maiores consumidores continuam sendo os estabelecimentos
denominados “pesque-pagues”, que distribuidos pelo Estado do Rio de Janeiro, em
1998 somavam 60 unidades. Em 2005, a producdo no Estado alcangou 749,0
toneladas, correspondendo ao 13° lugar na produgéao brasileira (BRASIL, 2005b).

Por todas as caracteristicas descritas € possivel concluir que a tilapicultura é
uma atividade econdmica significativa na produgdo de proteinas, na geragao de
empregos e na producao de divisas. Entretanto poucos estudos, em relacdo aos
aspectos higiénico-sanitarios e a conservagdo da tilapia pds-despesca sao
observados, sendo apenas os aspectos enfatizados aqueles relativos ao manejo no
qgue concerne a produgao, reprodugao e nutri¢ao.

Na piscicultura, diversos agentes patogénicos ocasionam perdas
consideraveis na produgdo do pescado, dentre eles as bactérias do género
Aeromonas. Alexandrino et al. (2000) relataram a ocorréncia de aeromonose
causada por Aeromonas hydrophilla, em lotes de alevinos de truta arco-iris
causando alta letalidade (40%). Estes microrganismos estdo presentes na
microbiota da agua e fazem parte da microbiota de organismos aquaticos. Além de
provocar enfermidades em animais aquaticos, causando perdas econdmicas
consideraveis ao produtor, sdo patogénicas para o homem, sendo as Aeromonas
spp. moveis causadoras de patogenias classificadas tanto como de nivel
gastrentéricas quanto nao intestinal (KO; CHUANG, 1995), sendo inclusive
responsaveis por quadros de meningites, endocardites, artrites, osteomielites,
infecgdes cutaneas, entre outros.

Existem varios relatos informando o isolamento de Aeromonas hydrophila em
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agua e diferentes tipos de alimentos de origem animal, tendo sido associada com
uma variedade de infecgdes (ALTWEGG; GEISS, 1989).

Recentemente a espécie tem sido indicada como patégeno emergente em
infecgbes entéricas, sendo designada como agente potencial de risco a saude
coletiva (PALUMBO et al., 2001).

A presengca de Aeromonas spp. em alimentos tem sido constantemente
verificada e, tem como fonte de contaminagdo a agua, que é o habitat natural de
muitas espécies patogenas.

O presente trabalho objetivou estabelecer a ocorréncia em carne de Tilapia
(Oreochromis niloticus), originarias de trés pisciculturas do Estado do Rio de
Janeiro, identificando grupos de risco no que concerne a saude coletiva,
diferenciando espécies, avaliando a sensibilidade e especificidade dos meios
seletivos utilizados, bem como a resisténcia antimicrobiana de bactérias do género
Aeromonas, isoladas e identificadas utilizando dois procedimentos analiticos

bacteriologicos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 LEGISLACAO

O artigo 438 do Regulamento da Inspecéao Industrial e Sanitaria de Produtos
de Origem Animal - RIISPOA (BRASIL, 1952), estabelece que a denominagao
genérica "PESCADQO” compreende os peixes, crustaceos, moluscos, anfibios,
queldnios e mamiferos de dgua doce ou salgada, usados na alimentagdo humana.

O artigo 439 do mesmo regulamento preconiza que: “o pescado em natureza
pode ser fresco, resfriado e congelado”. De acordo com o paragrafo primeiro
entende-se por pescado fresco aquele dado ao consumo sem ter sofrido qualquer
processo de conservacdao a nao ser a manutencdo temporaria de temperatura
amena (15° a 22°C) por agao do gelo. No paragrafo segundo, define pescado
resfriado como aquele “devidamente acondicionado em gelo e mantido em
temperatura entre - 0,5° C a -2° C (menos meio grau centigrado a menos dois graus
centigrados)” e no paragrafo terceiro define pescado congelado como “tratado por
processos adequados de congelagdo em temperatura ndo superior a - 25°C (menos
vinte e cinco graus centigrados)”.

Em relacdo aos padrées microbiolégicos, a RDC n° 12 (BRASIL, 2001)
estabelece para “pescado, ovas de peixes, crustaceos e moluscos cefaldpodes in
natura, resfriados ou congelados ndo consumido cru” Ilimites para os
microrganismos: Estafilococos coagulase positiva e Salmonella spp.

Nao é referenciado nenhum padrao microbiolégico para Aeromonas spp. em

alimentos na legislacao brasileira.
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2.1.1 Importancia na Alimentacéo e Habitos de Consumo Humano

Conforme relatado por Hobbs (1997), as proteinas do pescado possuem
todos os aminoacidos essenciais e tal como as proteinas do leite, ovos e carne de
mamiferos tem valor biolégico muito alto.

De acordo com Price; Schweigert (1994), as carnes possuem uma variedade
de lipidios, importantes no metabolismo: acidos graxos essenciais, colesterol e
fosfolipidios. Porém para atender as recomendacgdes de diminuigdo na ingestao de
acidos graxos saturados € indicado o consumo de carnes mais magras.

Agnase (2001), Germano et al. (1993), Germano; Germano (2003), Hobbs
(1997) e Ogawa e Maia (1999) relataram que a carne de pescado e derivados séo
alimentos ricos em proteinas e lipideos. As proteinas se apresentam com alto valor
nutritivo e o balanceamento de aminoacidos e Omega 3 é favoravel, pois apresenta
efeitos redutores sobre os teores de trigliceridios e colesterol sanguineo, reduzindo
com isto a incidéncia de doengas cardiovasculares.

Em relagdo aos micronutrientes, Germano e Germano (2003), afirmaram que
0 pescado possui uma quantidade significativa de fésforo em torno de 250 ug/100g
de tecido. Peixes com altos teores de gordura (acima de 15%) apresentam niveis
elevados de vitamina A e D na musculatura, nos demais peixes essas vitaminas sao
mais abundantes no figado; a vitamina B1 esta presente em quantidade significativa
na musculatura, mas apenas em peixes frescos € possivel aproveita-la. Quanto ao
teor de sddio informaram nao apresentar diferenga entre peixe do mar e de agua
doce.

Germano et al. (1993), Germano e Germano (2003), Hobbs (1997) e Ogawa
e Maia (1999) descreveram que a carne de pescado apresenta como vantagem
uma maior digestibilidade, devido a caracteristica de possuir quantidade minima de
tecido conjuntivo, quando comparada com a carne bovina, porém possuem o0s
tecidos mais frageis facilitando a decomposi¢c&o por enzimas e bactérias.

Conforme relatado por Huang et al. (1988), o musculo da tilapia consiste de
78% de umidade, 17% de proteina e 3% de gordura.

Fitzsimmons (2006) descreveu as caracteristicas nutricionais da carne de

tilapia, apresentadas nas tabelas 01, 02, 03, 04 e 05.



TABELA 1 — Composicao Centesimal de Tilapia Crua

Nutrientes Unidade Valor/100 g
Calorias kcal 96

kj 400
Agua g 78,08
Proteina g 20,08
Lipidios totais g 1,70
Cinzas g 0,93
Carboidratos (Nifext) g 0,00

Fonte: Fitzsimmons (2006)

TABELA 2 — Composi¢éo de Minerais da Tilapia Crua
Nutrientes/ Mineral Unidade  Valor/100 g

Calcio mg 10
Ferro mg 0,56
Magnésio mg 27
Fésforo mg 170
Potassio mg 302
Sadio mg 52
Zinco mg 0,33
Cobre mg 0,075
Manganés mg 0,037
Selénio mcg 41,8

Fonte: Fitzsimmons (2006)

TABELA 3 — Composic¢ao de Vitaminas da Tilapia Crua

Nutrientes/ Unidade  Valor/100 g
Vitaminas

Acido ascérbico mg 0,0
Tiamina mg 0,041
Riboflavina mg 0,063
Niacina mg 3,903
Acido pantoténico mg 0,487
Vitamina B6 mg 0,162
Folato mcg 24
Acido félico mcg 0,0
Vitamina B 12 mcg 1,58
Vitamina E mg 0,40
Vitamina K mcg 1,4

Fonte: Fitzsimmons (2006)



TABELA 4 — Perfil lipidico da Tilapia Crua

Acidos graxos Unidade  Valor/100
g
Gorduras saturadas, g 0,571
total
Saturados
14:0 g 0,052
16:0 g 0,414
18:0 g 0,104
Monoinsaturados, total g 0,486
16:1 g 0,097
18:1 g 0,370
20:1 g 0,020
Poliinsaturados, total g 0,387
18:2 g 0,154
18:3 g 0,032
18:4 g 0,002
20:2 g 0,002
20:3 g 0,010
20:4 g 0,022
20:5 g 0,005
22:5 g 0,042
22:6 g 0,084
Colesterol mg 50

Fonte: Fitzsimmons (2006)

TABELA 5 — Perfil de aminoacidos da Tilapia Crua

Aminoécido Unidade  Valor/100 g
Triptofano g 0,210
Treonina g 0,950
Isoleucina g 0,930
Leucina g 1,603
Lisina g 1,810
Metionina g 0,593
Cistina g 0,220
Fenilalanina g 0,810
Tirosina g 0,680
Valina g 0,970
Arginina g 1,277
Histidina g 0,470
Alanina g 1,220
Acido aspartico g 2,297
Acido glutamico g 3,213
Glicina g 1,043
Prolina g 0,757
Serina g 0,813

Fonte: Fitzsimmons (2006)
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2.1.2 Microbiota do Pescado

Santos (1981) verificou a microbiota do pescado de agua doce em diferentes
paises e, relatou que em peixes provenientes de aguas frias ha uma predominancia
de espécies bacterianas Gram negativas sobre as Gram positivas, e que nos peixes
capturados em regides tropicais ha um equilibrio de espécies bacterianas.
Ressaltou que a microbiota predominante em peixes de agua doce é composta por:
Aeromonas spp., Acinetobacter spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp. e
bactérias coliformes.

O autor acima citado, ainda elucidou que determinados microrganismos,
como os proteoliticos, tém a capacidade de se adaptar as temperaturas de
refrigeragdo, apesar de apresentarem uma temperatura 6tima de desenvolvimento
entre 20°C e 37° C.

Norval; Nicholson (1992) afirmaram que ha perda da qualidade inicial do
pescado devido a trocas autoliticas, enquanto a degradacdo € devida a agao
bacteriana.

Yano et al. (1993) confirmaram que o frio ndo é um agente de esterilizagao
de microrganismos, pois quando por qualquer motivo, o produto resfriado ou
congelado tem sua temperatura aumentada. No ensaio realizado pelos autores,
verificaram que o0s microrganismos inoculados e que estavam em estado de
laténcia, se desenvolveram mais rapidamente a medida que o produto se aproximou
da temperatura 6tima de crescimento do inéculo.

Leitdo et al. (1993) descreveram que o pescado tem naturalmente a
microbiota prépria da espécie, que esta associada as condigdes de equilibrio
ecologico do ambiente onde se cria e/ou de onde é capturado. Essa microbiota
pode trazer consequéncias durante a comercializagdo e/ou transformagdo do
produto para consumo. Ressaltaram os autores que a intensidade da ag¢ao dos
microrganismos é também consequéncia das condi¢cdbes em que é mantido o
produto, desde a sua captura até o inicio da comercializagéo, ou seja, a integridade
do pescado se ndao mantida, provoca lesdes na superficie e espalhamento do
conteudo das visceras. Foi explanado que estas condigcbes levam a perdas
econdmicas, uma vez que o aspecto do produto fica prejudicado, além do que, a

disseminagdo de microrganismos pode acelerar o processo de deterioragdo do
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produto.

Colwell (1996) afirmou que para o controle das enfermidades € necessario
nao sO conhecer a viruléncia do agente etiologico, como também seu modo de
transmissdo e a epidemiologia da enfermidade. Relatou que o despejo de dejetos
no ambiente aquatico pode ter efeitos nocivos para a saude coletiva, citando como
exemplo, as infecgcdes em trabalhadores em contato com aguas contaminadas por
microrganismos potencialmente patogénicos para o ser humano, as quais s&o
frequentemente adquiridas devido a traumatismos ocorridos em ambientes
aquaticos contaminados, pelo consumo de agua oriunda de fonte de abastecimento
contaminada e pelo contato e/ou consumo de pescado proveniente de agua doce
contaminada.

Em estudos de Alvarez; Agurto (2000) objetivando identificar a microbiota de
tilapias silvestres cultivadas na regido central da Venezuela, no periodo de 1999 a
2000, foi verificada a predominancia dos géneros Aeromonas, Plesiomonas e
membros da familia Enterobacteriaceae, com menores propor¢des de Pseudomonas
spp. e Vibrio spp. Dentre as espécies de Aeromonas, foram identificadas a
Aeromonas sp., A. caviae, A. hydrophila anaerogenes, A. hydrophila hydrophila, A.
schubertii, A. sobria e A. veronii. A Pseudomonas fluorescens foi isolada apenas em
animais de cultivo, enquanto que o Vibrio cholerae foi identificado unicamente em

animais provenientes do Lago de Valencia.

2.1.3 Riscos a Saude do Consumidor

Pacheco; Carvalho (1990) analisaram a microbiota de tilapia (Oreochromis
niloticus) detectando presenca de bactérias dos géneros Corynebacterium
(22,82%), Bacillus (36,15%), Aerococcus (2,05%), Staphylococcus (0,51%), Listeria
(3,33%), Pseudomonas (17,69%), Achromobacter (7,47%) e Acinetobacter (1,54%),
também observaram que ao final do armazenamento prolongado acontecia aumento
da microbiota Gram negativa com decréscimo da microbiota Gram positiva.

Germano et al. (1993) citaram que devido as constantes agressdes aos
ambientes aquaticos e as praticas inadequadas de manipulagédo, o pescado pode
veicular varios microrganismos patogénicos ao consumidor. Enfatizaram que apesar

dos poucos relatos sobre enfermidades de origem alimentar no Brasil, publicagcbes
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cientificas relatando casos de intoxicacdes veiculadas por pescados sao frequientes.

Conforme relatado por Evangelista (1999), a temperatura de armazenamento
associada a presenga de bactérias psicrofilas e mesodfilas com atividade
proteoliticas, sdo condicdes que aceleram a deterioracdo de peixes, ressaltando
que a contaminagao e deterioracdo ocorre mais facilmente no peixe do que nos
animais de abate, devido a sua composigao quimica especifica e estrutura mais
fragil, que apresenta menor quantidade de tecido conjuntivo e elevado conteudo em
agua.

Para o homem, as Aeromonas spp. moveis determinam patogenias
classificadas como de nivel nao intestinal e gastrentéricas (KO; CHUANG, 1995).

Foram atribuidos as Aeromonas spp. quadros como osteomielites (LOPES et
al., 1968), peritonite, infecgdes cutédneas (JOSEPH et al., 1979), meningite
(ELLISON; MOSTOW, 1986), artrite, endocardite (DAVIS et al., 1987) e oculares
(LEE et al., 1997). Estas bactérias sao responsabilizadas por quadros que vao de
diarréias amenas a casos graves de disenteria (KO; CHUANG, 1995).

Estirpes de A. hydrophila e A. caviae produtoras de enterotoxinas foram
identificadas em material proveniente das maos de manipuladores, antes do inicio
das atividades, bem como da carne pronta para o consumo em industria de alto
nivel higiénico-sanitario (ROSSI Jr. et al., 2001).

A veiculagdo de espécies de Aeromonas capazes de produzir grande
variedade de exoenzimas envolvidas em processos infecciosos foi citada em CDC
(1990) e constatada por Santos eLima (2006).

2.1.4 Manipulagéo do Pescado

O pescado é altamente perecivel e como tal exige cuidados especiais na
sua manipulagédo e preparo. Segundo Germano; Germano (2003), a matéria prima
in natura deve ser imediatamente armazenada em temperatura de -15° C ou
inferiores para conservagao prolongada, e entre -5° e 0° C para conserva-la por no
maximo 72 horas.

O RIISPOA (BRASIL, 1952), no seu Art. 28, classifica os estabelecimentos
destinados ao pescado e seus derivados em: “Entrepostos de pescado” e “Fabricas

de conservas de pescado”. O paragrafo primeiro do mesmo artigo define:
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“‘entreposto de pescado como o estabelecimento dotado de dependéncias e
instalagdes adequadas ao recebimento, manipulacao, frigorificacado, distribuicdo e
comeércio de pescado, podendo ter anexa dependéncia para industrializacdo e
nesse caso, satisfazendo as exigéncias fixadas para as fabricas de conservas de
pescado, dispondo de equipamentos para aproveitamento integral de subprodutos
nao comestiveis”.

Neves Filho (1991) afirmou que mesmo o produto embalado e congelado
sofre desidratacdo com a migracéo do vapor de agua da superficie do interior da
embalagem para a atmosfera, e como consequéncia apresentaria uma alteragao da
aparéncia indesejavel, além de incrementar as reagdes oxidativas na superficie do
produto. Concluindo que o emprego de embalagens apropriadas e um bom sistema

de refrigeracédo sao imprescindiveis para reduzir perdas.

2.2 TILAPIA

2.2.1 Taxonomia e Defini¢&o

Taxonomicamente as tilapias sao classificadas como pertencentes ao Reino
Metazoa (Animalia), Filo: Chordata, SubFilo: Vertebrata, InfraFilo: Gnathostomata,
Classe: Osteichtyes, Ordem: Perciforme, Familia: Cichlidae, Género: Oreochromis,
Tilapia. Espécies: Oreochromis nilotica, Oreochromis mossambica, Tilapia rendalli
(= Tilapia melanopleura), Oreochromis aurea, Oreochromis urolepis, e outras sem
interesse aquicola (ESPANA, 2007; WIKIPEDIA, 2007).

Pesquisadores da area sugerem o agrupamento desse espécime em trés
géneros: Oreochromis, Sarotherodon e Tilapia; considerando suas diferengas nos
habitos alimentares e reprodutivos, caracteristicas eletroforéticas e anatémicas
(ESPANA, 2007; CARVALHO, 2005; ZANIBONI, 2004).

Com o nome popular de “tilapia”, estdo agrupadas mais de 100 espécies
diferentes. Sao peixes de escamas, com corpo um pouco alto e comprimido, que
suportam uma ampla variagao na concentragao de sal na agua, embora nao tolerem
mudangas bruscas de salinidade, sendo capazes de viver em meios doces e
salobros (ESPANA, 2007).

As espécies de tilapia possuem pouco valor comercial, devido a grande
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quantidade de espinhas, caracteristica pouco atrativa quando comercializadas
inteiras. Porém como nutricionalmente possui alto valor protéico, e quando
processadas produzem filés sem espinhas, sdo recomendados na dieta de criangas
e de pessoas de qualquer idade, incluindo pacientes convalescentes (GERMANO et
al., 1993).

Segundo Gherardi et al. (1997), a tilapia é viavel economicamente para
producao de alimentos protéicos estaveis e de facil conservagao.Os autores relatam
que a carne da tilapia conquista paladares exigentes e sofisticados, possuindo
sabor leve, semelhante as carnes dos peixes maritimos de pedra, tipo linguado.

Meurer et al. (2002) descreveram que este peixe aceita alimentagao na forma
de ragbes com grande facilidade desde o periodo larval.

As caracteristicas peculiares de cor branca, textura e consisténcia da carne,
fazem com que este pescado de agua doce seja aceito pelos especialistas em
“sashimi” (FITZSIMMONS, 2006; GUERRA et al. 2002; JOSUPEIT, 2005).

As tilapias sao consideradas um dos peixes com maior potencial para a
piscicultura devido aos seguintes fatos: se alimentam dos itens basicos da cadeia
trofica; aceitam uma grande variedade de alimentos; respondem com a mesma
eficiéncia a ingestao de proteinas de origem vegetal e animal; apresentam resposta
positiva a fertilizagado (adubagdo) dos viveiros; sdo bastante resistentes as doengas,
suportam superpovoamentos e baixos teores de oxigénio dissolvido, e desovam
durante todo o ano nas regides mais quentes do pais. Estas caracteristicas
apresentadas pela varias espécies de tilapia sao fatores atrativos para o
investimento de seu cultivo, pois se obtém um rapido crescimento com baixo custo
de produgao (BRASIL, 2007b).

Além dessas caracteristicas de cultivo, possuem boas caracteristicas
sensoriais e nutricionais, apresentando carne saborosa, baixo teor de gordura (0,9
g/100g de carne) e de calorias (172 kcal/100g de carne), além da auséncia de
espinhas em forma de “Y” (mioceptos), tornando sua produgdo economicamente
atrativa (BRASIL, 2007b).
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2.2.2 Histoérico

O nome TILAPIA foi empregado pela primeira vez por Smith em 1840, e é um
vocabulo africano que significa “PEIXE”, derivado da palavra “THLAPI” ou “NGEGE”
do idioma “SWAHILI” usado pela populagédo indigena que habita a Costa do Lago
Ngami na Africa. Os japoneses a chamam de TELEPIA, e em muitos paises tem
sido chamada de PERCA, NILE PERCH, BREAM. Comercialmente sao utilizados os
nomes “Saint Peter Fish” ou “Saint Pierre Fish” com referéncia ao apostolo
pescador, que a capturava em redes no Mar da Galiléia (Sarotherodon galileus).
Fosseis de peixes do grupo tilapia foram encontrados com aproximadamente 18
milhdes de anos. Exemplar de Oreochromis niloticus foi observado no Egito ha 5000
anos sendo frequentemente referenciada em escritos egipcios, onde era
considerada sagrada e simbolo de esperanga da reencarnagdo. A tumba de
“‘“AKTIHETEP”, construida ha 2500 anos a.C., mostra a pesca da tilapia com redes
no Rio Nilo. Referéncias biblicas relataram no inicio do primeiro milénio antes de
Cristo, a ocorréncia de tanques de peixe, onde a Tilapia era 0 maior volume
pesqueiro no Egito (NOGUEIRA, 2002).

A tilapia, uma das primeiras espécies de peixe que o homem reproduziu em
cativeiro, foi introduzida no ocidente e se transformou numa importante fonte
alimentar. Atualmente é o peixe mais cultivado em todo o mundo, além da carpa
(ZANIBONI, 2004).

Conforme relatado por Igarashi (2005), a tilapia, nativa do continente africano
e da Asia menor, foi originaria do Rio Nilo e, teve o inicio do seu cultivo no Quénia
em 1924 e em seguida no Congo em 1937. Descreveram que uma populagédo de
linhagem pura de Tilapia-do-Nilo, oriundas do Egito foi ofertada ao Imperador Hiroito
do Japao, na década de 40, o qual manteve um Banco Genético em viveiros do
Palacio de Chitral, em Bangkok, produzindo alevinos e distribuindo por todo pais.
Citaram os autores que na década de 60, quando praticamente ndo havia mais
populagdes puras de Tilapia-do-Nilo, o Imperador japonés doou a Tailandia uma
populagdo de linhagem pura, passando a partir de entdo a ser denominada
Chitralada ou Tailandesa.

Zimmermann (2004) citou que os primeiros registros sobre a tilapia na

América Latina datam do final da década de 40 e inicio da década de 50. O autor
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considerou como mais provavel a introducao da tilapia a partir do Panama e Costa
Rica oriundas da Asia, apds a Il Guerra Mundial. Relatou que no inicio da década
de 50, as primeiras espécies de tilapias provavelmente mossambica, rendali e zilli,
foram introduzidas no Brasil, Jamaica, Republica Dominicana, Trinidad e Tobago,
llhas Virgens e Guiana, sendo introduzida Porto Rico, ElI Salvador, Colémbia,
Venezuela, Equador, Guatemala e Honduras, somente no final dos anos 50 e, no
México, Cuba e Peru na década de 60. Na década de 70 foi introduzida no Uruguai,
Argentina e Bolivia.

Segundo as citagdes em Brasil, (2007a) sobre a tilapicultura como um dos
melhores negdcios para piscicultores, as primeiras informacgdes sobre a tilapia como
espécie promissora para a aquicultura ocidental, surgiram no inicio da década de
50, enaltecida como uma nova fonte para obten¢ao de proteinas.

Em Espafia, (2007), foram encontradas informag¢des de que a aquicultura
moderna comecgou a exploracao da tilapia nos anos 40, e desde entao seu cultivo foi
estendido por todo o mundo, em especial em zonas tropicais e subtropicais,
inclusive sendo observado, também, o seu cultivo em condi¢cbes ambientais de
climas temperados, ainda que a Asia seja a principal produtora com mais de 80% do
total mundial. Foi enfatizada a grande dispersdo geografica, e justificada devido a
sua capacidade de adaptacdo e também a criagdo intensiva em sistemas com
condicdes controladas.

Conforme informado por Meschkat (1975), a tilapia foi introduzida no Brasil
em 1954, logo apos a sua producdo ter passado do sistema extrativista para o
sistema de cultivo em seu continente natal, mas sem que estivessem disponiveis
maiores experiéncias sobre o seu cultivo.

Igarashi (2005) e Zaniboni (2004) ressaltaram que a introdugéo da tilapia no
Brasil, pela Secretaria de Agricultura do Estado de Sao Paulo, foi destinada ao
repovoamento de represas, com a finalidade de combater a proliferacdo de algas e
macréfitas aquaticas, mas a espécie escolhida, Tilapia rendalli, de crescimento lento
nao era indicada para criagdo comercial. Descreveram que foi entdo, que em 1971,
o Departamento Nacional de Obras Contra Seca (DNOCS) introduziu a espécie
Oreochromis niloticus com caracteristicas recomendaveis para a piscicultura.

Segundo Brasil (2005a), no Brasil foram introduzidas trés espécies
Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) que pode alcangar 5 kg; Tilapia rendali (tilapia

rendali) com cerca de 1 kg; Sarotherodon hornorum (tilapia Zanzibar) de coloracao
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escura e maxilares protrateis, mas atualmente vem sendo cultivada uma variedade
que foi desenvolvida em Israel, a "Saint-Peters".

Arruda, (2004) e Hilsdorf (2007) descreveram que a tilapia € um peixe
encontrado atualmente em quase todo o pais, tanto em cultivos comerciais como
em reservatérios e acudes. Informaram que entre as diversas espécies de tilapia
utilizadas na piscicultura, a Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), tem sido a mais
cultivada em 22 estados da Federagao, tornando-se a espécie mais popular no
Brasil.

Segundo Makrakis et al. (2000), no estado do Parana o cultivo de tilapia se
expandiu rapidamente. Relataram os autores que uma das tilapias mais procuradas
no Brasil para cultivo € a Chitralada, conhecida principalmente como Tailandesa.

Arruda (2004) descreveu que a tilapia foi uma das primeiras espécies
oriundas da aquicultura a ser beneficiada, sendo comercializada na forma de filés
congelados, com rendimento de cerca de 30%. Ressaltou que o residuo do
beneficiamento da Tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) pode ser aproveitado na
obtencgao de silagem e 6leo, como subprodutos.

Igarashi (2005), informou que a linhagem Tailandesa foi introduzida no Brasil
em 1996, a partir de alevinos doados pelo Asian Institute of Technology (AIT), e que
vem sofrendo processo de melhoramento genético em nosso pais.

Atualmente a area de distribuicdo geografica da tilapia se estende pelas
latitudes tropicais e temperadas, devido as continuas introdu¢des que tém sido
efetuadas por todo o mundo (ESPANA, 2007).

2.2.3 Condic¢des do Cultivo de Til4pia

Pereira et al. (2000), descreveram que os fatores que influenciam na
produtividade do ambiente aquatico sdo os aspectos fisicos, tais como a
temperatura, turbidez e transparéncia; os aspectos quimicos, como pH, alcalinidade,
dureza e oxigénio dissolvido e os aspectos biologicos, da fotossintese, respiragéo e
decomposigéo.

Segundo Padua (2006) além da andlise de varios fatores fisicos nas
investigagdes hidrolégicas ou quimicas em uma massa dagua qualquer, é

indispensavel a avaliacdo da temperatura, que certamente € um dos fatores de
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maior importancia, pois influencia no calculo da determinagao de algumas variaveis,
como pressao atmosférica e a umidade relativa do ar, que por sua vez, interferem
na alcalinidade, na salinidade, no pH, nos valores de saturacdo de oxigénio

dissolvido e na toxidade de elementos ou substancias.

2.2.3.1 Aspectos Fisicos

Conforme relatado por Padua (2006), a temperatura € uma medida de
intensidade de calor ou energia térmica em transito, pois indica o grau de agitacéo
das moléculas. O autor informou que a medida que a temperatura aumenta, de 0° a
30° C, a viscosidade, a tensao superficial, a compressibilidade, o calor especifico, a
constante de ionizagao e o calor latente de vaporizagdo diminuem, enquanto que a
condutividade térmica e a pressdo de vapor aumentam a solubilidade com a
elevagao da temperatura. Enfatizou que o calor tem um efeito direto sobre a cinética
das reacbes quimicas, nas estruturas protéicas e funcdes enzimaticas dos
organismos, portanto as atividades bioldgicas dos organismos aquaticos sofrem
constantes alteracdes decorridas das frequentes modificagdes comportamentais do
meio.

O autor acima citado ressaltou que a elevagdo da temperatura obriga os
organismos aquaticos a um consumo maior de oxigénio, ja reduzido em sua
concentragdo na agua, pelo préprio processo fisico, aléem do que os gases na agua
ou a solubilidade dos gases é inversamente proporcional a temperatura, de modo
que, quanto maior a temperatura de um liquido, menor a possibilidade desse liquido
reter os gases, citou ainda que a pressao atmosférica e a altitude interferem na
concentragédo de gases nos liquidos.

Huang et al. (1988) descreveram que as tilapias sédo peixes
predominantemente de aguas quentes, e que a agua de cultivo deve possuir
temperatura de 14° a 37° C.

Segundo Igarashi (2005), as tilapias podem tolerar temperaturas de
aproximadamente 12°C.

Conforme relatado por Zimmermann (2005), a temperatura da agua do cultivo
pode variar de 20 a 30°C, embora as tilapias possam tolerar temperaturas de

aproximadamente 12°C.
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Segundo Padua (2006) a faixa ideal para criagao € de 29 a 31°C.

Espana, (2007), Igarashi (2005) e Tovar (2007) relataram que a temperatura
da agua da tilapicultura pode variar de 20 a 30°C.

Espafia, (2007) e Padua (2006), indicaram como temperaturas letais para as
tilapias, a faixa de 10° a 11°C, salientaram que entre 16° a 17°C, as tilapias param
de se alimentar, ficando mais suscetiveis as doencas, o que também ocorre em
altas temperaturas como 36° a 40°C, que induzem as doengas e mortandades.

Espafa, (2007) descreveram que a intolerancia da tilapia do Nilo a baixas
temperaturas € um sério inconveniente para o cultivo em regides frias, mesmo em
periodos pouco prolongados, pois a temperatura de 15° C pode provocar a morte

dos peixes, e a 8° C a morte € imediata.

2.2.3.2 Aspectos Quimicos

Segundo informagdes Espana, (2007) a faixa de pH em torno de 6,0 e 9,0 é
a ideal para o cultivo de tilapia, e que as variagbes do pH médio devem ser
controladas, entretanto valores superiores ou inferiores a essa margem podem
ocasionar mudangas no comportamento dos peixes, como letargia e inapeténcia,
ocasionando alteragdes indesejaveis nas taxas de crescimento, reprodugédo e
sobrevivéncia. Foi ressaltado que valores de pH préximos de 5,0 provocam a morte
por falha respiratéria em um periodo de trés a cinco horas, além de causar perda de
pigmentacao e provocar aumento de muco.

Tovar (2007) citou que os valores do pH da agua que se recomenda em uma
tilapicultura, ndo se referem tanto a seu efeito direto sobre o pescado, mas ao
favorecimento da produtividade natural das piscinas de cultivo. O autor descreveu
que a faixa conveniente do pH da agua para piscicultura oscila entre 7,0 e 8,0.
Enfatizou que quanto mais estavel permanecer o pH, melhores condigbes se
apresentam para a produtividade natural, que constitui uma fonte de alimento para a
tilapia quando o cultivo se desenvolve em piscinas.

Para Meschkat (1975), a capacidade de resisténcia e a boa tolerancia a baixa
concentragao de oxigénio, apresentadas pela tilapia, justificam sua facil propagacgao

em aguas paradas.
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Tovar (2007) relatou que esses peixes sdo capazes de sobreviver em aguas
com concentragdo de oxigénio dissolvido menor que 0,3 mg/L, que é uma
concentragdo consideravelmente mais baixa do que a exigida pela maioria das
espécies de cultivo. Este fato, ressaltou o autor, se justifica pela capacidade do
sangue das tilapias se saturarem de oxigénio quando a pressao parcial € baixa e, a
de reduzir o consumo quando as condi¢cdes sao adversas. O autor ainda afirmou
que, quando esta concentragao atinge valores inferiores a 0,3 mg/L, o metabolismo
das tilapias se torna anaerdébico.

Em Espana (2007) foram relatados como consequéncias derivadas da baixa
concentragcao de oxigénio na agua de cultivo de tilapia, 0 aumento da quantidade de
alimento a ser consumido para um adequado ganho de peso, a inapeténcia, a
letargia, a ocorréncia de enfermidades respiratérias, a imunodepresséo, o aumento
da susceptibilidade as enfermidades e a redugéo na capacidade reprodutiva.

Os fatores que causam a redugao da quantidade de oxigénio dissolvido,
ainda segundo Espafia (2007), sdo: a velocidade de degradagdo da matéria
organica; os excedentes alimenticios; a presenca de fezes; o incremento da taxa
metabdlica devido ao aumento da temperatura (oscilagdes noite-dia), o que também
reduz a solubilidade do oxigénio na agua; a desgaseificacdo do oxigénio da agua
para a atmosfera; a densidade do cultivo e a redugdo da agitagdo da agua que
ocasiona a diminuigao da superficie de troca.

Segundo Espana (2007) e Tovar (2007) a faixa ideal de dureza da agua para
cultivo de tilapia € de 20 a 350 mg/L de carbonato de calcio (CaCOs3), sendo 75
mg/L a concentragao 6tima de CaCOs3, com valores de alcalinidade oscilando entre
100 a 200 ppm.

Em Espafia (2007) foi ressaltado que, alcalinidades superiores a 175 mg/L de
CaCOg; sao prejudiciais ao cultivo devido a ocorréncia de formagdes calcareas que

podem danificar as branquias dos peixes.

2.2.3.3 Aspectos Bioldgicos

Segundo Espafa (2007), a escala de transparéncia da agua de cultivo para
tilapia deve estar entre de 25 a 45 cm de profundidade, na escal de Turbidez de

Sechi. Foi ressaltado que a presencga de sélidos em suspensao nas aguas favorece
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a dispersao da luz, prejudicando sua penetragcdo nos tanques de cultivo, evitando
que uma luz excessiva cause queimaduras no dorso das tilapias.

Tovar (2007) descreveu que ao impedir a livre penetragao dos raios solares,
a turbidez limita a produtividade natural no tanque, o que por sua vez diminui a
disponibilidade de alimento para as tilapias, justificando a recomendacéo de evitar
que agua dos tanques seja turva propiciando o desenvolvimento inadequado do
fitoplancton.

Espafia (2007) e Tovar (2007), citaram que o excesso da matéria coloidal em
suspensao pode danificar as branquias dos peixes, provocando lesdes e infecgdes.
Informaram que no caso em que as aguas sao demasiadamente turvas (mais que
100 ppm) é recomendada a sedimentagao prévia, por meios fisicos ou quimicos,
antes da introducéo dos espécimes.

Em Espafia (2007), foram enfatizados outros parametros quimicos que
devem ser considerados no momento de iniciar uma piscicultura, como por
exemplo, a presenga de nitritos e sais de nitrogénio que sao altamente toxicos e
inibem o transporte de oxigénio pela hemoglobina. No entanto, ressaltam que a
Tilapia do Nilo apresenta uma maior tolerancia aos nitritos presente na agua, do que
outras espécies de cultivo. Embora, em condi¢des de alta concentragdo de oxigénio
dissolvido (6 mg/L) e baixa concentragdo de cloro (22 mg/L), a DL50 para nitritos
(dose letal para 50% dos animais) € de 89 mg/L. Foi ressaltado que de forma geral,
€ recomendado que a concentragao de nitritos nas aguas de cultivo, deveriam se
manter abaixo 27 mg/L, tendo como medida de seguranga para prevenir a possivel
toxicidade dos nitritos em instalagbes com recirculagcdo, a manutengdo da
concentragao de cloro na faixa de 100 a 150 mg/L. O mesmo documento ainda citou
gue o amoniaco em determinadas concentragdes é toxico para os peixes, embora
seja um composto excretado pelos peixes.

Igarash (2005) descreveu que quando a agua é acida (pH menor que 7,0) a
molécula de amoniaco se dissocia, originando um ion aménio e um ion hidroxila. Se
a agua é alcalina (pH maior que 7,0) os ions aménio e hidroxila se associam
formando moléculas de amoniaco. Relatou que diversos estudos sobre tolerancia
ao amoniaco revelaram que concentragdes na faixa de 0,01 a 0,02 mg/L provocam
estresse, enquanto que em concentracdo de 0,1 mg/L sdo observados efeitos
nocivos sobre mucosas e branquias e, em concentracédo de 0,5 mg/L provoca a

morte dos peixes. Com esse argumento o autor indicou que a faixa de amoniaco



44

deve ser mantida entre 0,02 a 0,1 mg/L (valores proximos a 2 mg/L sao criticos),
pois uma concentracdo alta de amdnia na agua provoca uma seérie de
consequéncias negativas para a espécie: bloqueia o metabolismo, produz lesdes
em branquias e 6rgaos internos, altera o balango de sais, provoca imunossupressao
e aumenta a vulnerabilidade as doencas, reduz a taxa de crescimento e
sobrevivéncia e, aumenta o risco de exoftalmia e ascite.

Em Espané (2007) foi citado que os fosfatos s&o liberados na agua oriundos
da atividade biologica dos peixes, e sua concentragdo também pode aumentar
devido a superalimentacdo. Foi indicada faixa de tolerancia da tilapia aos fosfatos
oscilando entre 0,6 e 1,5 ppm.

A presencga de cloretos e sulfatos nas aguas de cultivo se deve a atividade
metabdlica dos peixes e, suas concentracbes maximas toleradas sao
respectivamente, 10 ppm e 18 ppm. Em geral as tilapias suportam bem a presenca
de sal na agua. A tilapia do Nilo, no entanto é a menos tolerante de todas as
espécies de interesse comercial, se desenvolvendo bem em valores de salinidade
de até 15 ppm (ESPANA, 2007).

Segundo Tovar (2007), o diéxido de carbono é um produto fundamentalmente
fotossintético ou respiratério cujos niveis devem ser mantidos abaixo de 20 ppm
para evitar letargia e inapeténcia dos peixes.

Os gases toxicos como o acido sulfidrico, cianidrico e gas metano sao
originados da degradagdo da matéria organica, e podem ocasionar mortandade
maciga se chegarem a altas concentragdes, que nao devem ultrapassar de 10 ppm
para os dois primeiros gases e 25 ppm para o ultimo (ESPANA, 2007).

Segundo Tovar (2007), a altitude, € um fator limitante de distribuicdo
geografica da tilapia, mas n&o se relaciona a pressdao barométrica, mas
fundamentalmente com a temperatura ambiente. A temperatura de 20°C limita a

sua distribuigcao.

2.2.4 Reproducéo da Tilapia

As tilapias de importancia comercial estdo divididas em trés principais grupos
taxondémicos, distinguidos basicamente pelo comportamento reprodutivo. Sao eles o

género Tilapia (os peixes incubam seus ovos em substratos), Oreochromis
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(incubam os ovos na boca da fémea) e Sarotherodon (incubam os ovos na boca do
macho ou de ambos) (IGARASHI, 2006).

Conforme relatado por Zanibone (2004), as tilapias atingem a maturagao
gonadal entre quatro e cinco meses de idade, a partir dai a desova pode acontecer
a cada dois meses durante todo o periodo reprodutivo. O autor cita que a melhor
eépoca de desova ocorre nos meses quentes, ja que a temperatura da agua
permanece mais elevada, superior a 24°C. Os machos limpam uma determinada
area para construirem o ninho, escavando buracos circulares com 70 a 90
centimetros de didmetro no fundo do viveiro, para a defesa do seu territério em
relagdo aos outros machos.

Conforme relatado por Igarashi (2006), quando a reprodugdo comega, O
macho faz um ninho redondo no fundo do viveiro movendo a sua cauda para a
frente e para tras, atrai uma fémea para colocar ovos no ninho , os quais fertiliza. A
fémea recolhe os ovos e os mantém em sua boca para protegé-los.

Segundo lgarashi (2005), nas espécies que protegem sua cria com a boca, o
0s ovos que sao guardados na boca onde ocorre a incubagéo oral, contribuindo para
que os ovos fiquem altamente oxigenados e previnindo a contaminagao por
bactérias. Assim, os ovos sdao mantidos aerados e livres de bactérias e fungos,
fazendo com que a agua escorra sobre 0s ovos em sua boca e saia abaixo das
guelras que cobre constantemente.

Em Wikipédia (2007) foi descrito que o acasalamento ocorre em uma area
limpa na superficie, em agua rasa, onde a quantidade de oxigénio € abundante, local
onde os machos atraem as fémeas receptivas mediante exibicées de cortejo e, apos
0 acasalamento a fémea libera os ovos que sido prontamente fecundados pelo
macho. Logo em seguida, a fémea recolhe os ovos mantendo-os na boca que ira
protegé-los mantendo-os a salvo de predadores durante toda a incubagao.

Os ovos permanecem no interior da boca da fémea por um prazo que
depende da temperatura e se aproxima de cinco dias enquanto absorvem o saco
vitelino. A eclosido ocorre no sétimo ou oitavo dia apdés a fecundacio. A protecao
das larvas permanece durante o primeiro més. Nesse periodo, as larvas podem
fazer algumas saidas periodicas da boca da fémea. Gradualmente os alevinos
comegam a nadar livremente dentro da cavidade bucal da mée, saindo para se
alimentar no exterior, mas retornando ao menor sinal de perigo. Quando o tamanho

dos alevinos comecga a dificultar sua permanéncia na cavidade bucal da mae, se
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inicia a independéncia, nadando livremente com tendéncia a se manterem em
aguas quentes e protegidas como fundo dos rios (ESPANA, 2007).

Algumas espécies se reproduzem a partir dos seis meses de idade, sendo
que a desova pode ocorrer mais de quatro vezes por ano. Como protegem a prole,
o indice de sobrevivéncia é bastante elevado (BRASIL, 2007b).

Em condi¢cbes otimas de crescimento sob cultivo, a Tilapia do Nilo pode
alcangar a maturidade sexual aos cinco ou seis meses (150 - 200 gramas). Quando
o crescimento € lento, a maturidade sexual é atrasada por um ou dois meses
(ESPANA, 2007).

O numero de ovos liberado em cada desova varia de acordo com o tamanho
e a idade da fémea, oscilando entre 800 e 2000 6vulos (BALARIN; HATTON', 1979
apud ZANIBONE, 2004).

Segundo Igarashi (2006), O numero de ovos pode variar de acordo com as
espécies e tamanho das fémeas. Uma tilapia fémea pode reproduzir trés ou quatro

vezes por ano. Uma fémea pode desovar de 1.500 a 5.000 ovos.

As ovogéneses seguintes sao estimuladas uma vez que a prole anterior esta
liberada, de modo que, depois de um periodo de recuperacao, a fémea sera capaz
de efetuar outra postura em prazo inferior a quatro meses (ESPANA, 2007).

A perda de peso da fémea na desova varia com o tamanho do peixe, uma
fémea medindo 11 centimetros de comprimento total perde o equivalente a 21% do
peso corpéreo em uma unica desova, enquanto que outra medindo 20 centimetros
perde apenas 3,9% (GUERRA et al. 2002)

Na grande maioria das tilapiculturas brasileiras, é freqlente constatar o inicio
da reproducao nos viveiros, de trés a quatro meses apods a estocagem dos alevinos,
embora a maturidade sexual das tilapias seja funcdo da idade e do tamanho
(IGARASHI, 2006).

A reproducédo prematura, em animais de 30 a 40 gramas, pode conduzir a
ocorréncia da indesejada superpopulagao dos viveiros. (ZIMMERMANN, 1999).

Padua (2006), afirma que em temperaturas proximas de 20°C ocorre a

inibicdo da reproducao.

! BALLARIN, J. D.; HATTON, J. P. Tilapia: a guide to their biology e culture in Africa. University of
Stirling, Stirling, Scotland: The Centre for Publishing Studies, 1979. 90p.
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A temperatura é o fator que mais influencia a regulagao do ciclo reprodutivo.
Em condi¢des controladas, a taxa reprodutiva se eleva, sendo a faixa ideal de 24° a
29°C para a reprodugéo da espécie (ESPANA, (2007).

2.2.5 Alimentacéao da Tilapia

Segundo Kubitza (2000), o alimento natural dos peixes é composto de
inumeros organismos vegetais (algas, plantas aquaticas, frutas, sementes, entre
outros) ou animais (crustaceos, larvas e ninfas de insetos, vermes, moluscos,
anfibios, peixes, entre outros). De acordo com 0 mesmo autor algumas espécies de
tilapias, em particular a tilapia do Nilo, aproveitam de forma eficiente o fito e o
zooplancton.

Fitzsimmons (2000), afirmou que a tilapia do Nilo se destaca em relagdo as
espécies carnivoras, que necessitam em grande quantidade de farinha de peixe nas
racdes, isto devido ao fator de serem de baixo nivel tréfico (onivora).

Zanibone (2004) e Brasil (2007b) explicitaram que geralmente as espécies do
género Oreochromis sao onivoras micréfagas, enquanto as do género Tilapia sao
na maioria herbivoras macréfagas. Entretanto os alevinos e as pds-larvas, de até 3
ou 4 centimetros séo fitoplanctéfagos. O habito dessas espécies de consumir
alimento microparticulado permite ao piscicultor utilizar ragao finamente moida,
distribuida pela superficie do viveiro de alevinagem.

Beyruth et al. (2004) apds estudo utilizando alimentos naturais no cultivo de
tilapia (Oreochromis niloticus), verificaram que o nivel de atividade alimentar variou
ao longo do dia, como resposta a disponibilidade de alimento, aos fatores
ambientais (por exemplo: luz, temperatura), a diferengcas de comportamento e aos
ritmos enddgenos do animal. Concluiram que o aumento da disponibilidade de
alimentos naturais é uma estratégia que pode contribuir para um melhor
aproveitamento econémico dos sistemas de cultivo.

Segundo Franco (2006) a plasticidade alimentar da tilapia pode ser
considerada uma caracteristica do grupo, que independe do habito alimentar da
espécie, e quando € cultivada com outros peixes pode apresentar um
comportamento oportunista.

Tovar (2007) descreveu que apesar da heterogeneidade em relagdo aos
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habitos alimentares e aos alimentos que consomem, as tilapias podem ser
classificadas em trés grupos principais: onivoras, fitoplanctéfagas e herbivoras. O
grupo omnivora, inclui a espécie Oreochromis mossambicus, que apresenta maior
diversidade nos tipos de alimentos, a Oreochromis niloticus, Oreochromis spilurus e
Oreochromis aureus que apresentam tendéncia para o consumo de zooplancton.
Sao fitoplanctofagas as espécies Sarotherodon galilaeus e Oreochromis macrochir,
que se alimentam principalmente de algas microscépicas, Sarotherodon
melanotheron consomem células mortas de fitoplacton enquanto, a Oreochromis.
alcalicus consomem algas que crescem sobre a superficie das pedras e rochas.
Entre as espécies herbivoras, foram citadas as espécies Tilapia rendalli, Tilapia
sparmanni e Tilapia Zili, que consomem vegetacdo macroscopica, e sua
capacidade de cortar e rasgar as plantas se deve ao fato de possuirem dentes
faringeos especializados, assim como um estdmago que secreta acidos fortes.

O autor acima citado, ressaltou que o suprimento e a disponibilidade de
alimentos naturais existentes nos ecossistemas de cultivo semi-intensivo tém
grande influéncia na alimentagédo dos organismos cultivados.

Conforme descrito em Brasil (2007a), as tilapias exibem qualidades que
elevam seu potencial para a piscicultura, tais como: alimentam-se de itens basicos
da cadeia trofica, aceitam uma grande variedade de alimentos, respondem com a
mesma eficiéncia a ingestdo de proteinas de origem vegetal ou animal e
apresentam resposta positiva a fertilizagao (adubagéo) dos viveiros.

As adaptacbes estruturais das tilapias a este tipo de dieta se devem
principalmente ao tamanho de intestino e quantidade de dobras, dentes bicuspides
e tricuspides sobre as mandibulas e a presenga de dentes faringeos (TOVAR,
2007).

A tilapia nilética (Oreochromis niloticus) € uma espécie que possui branquias
bem desenvolvidas, possibilitando a filtragem da agua para retirada do plancton ou
outros alimentos em suspenséo (ESPANA, 2007).

As necessidades nutricionais e os habitos alimentares dos juvenis diferem
consideravelmente dos adultos. Os juvenis quase sempre, sdo zooplanctéfagos por
terem maior requerimento de proteina e posteriormente sua alimentagéo se torna
fitoplanctofaga ou detritivora (TOVAR, 2007).

A tilapia adulta pode se alimentar da produg¢ao natural nos viveiros adubados

com fertilizantes inorganicos e organicos (KUBITZA, 2000).
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2.2.6 Rendimento da Tilapia

A regiao nordeste brasileira apresentou resultados de conversao alimentar,
em sistemas de tanque rede, com valores entre 1,4:1 e 2,3:1 quando utilizada ragao
comercial (PANORAMA?Z...,1999b apud ZANIBONE, 2004).

Na regido sul, os resultados com dietas contendo 25% de proteina bruta séo
de 2,86:1 (WINCKLER? et al., 1994 apud ZANIBONE, 2004).

Para alcancgar o peso viavel de comercializagao, a tilapia tem que apresentar
taxa de conversao alimentar na ordem de um quilo de carne com o consumo de um
a dois quilos de racéo (GUERRA et al., 2002).

Clement; Lovell (1994) e Contreras-Guzman (1994) relataram dados de
rendimento de filé em relacdo ao peso bruto do peixe, variando de 25,4% até
valores proximos a 42%.

Guerra et al.(2002) citaram que para obter 1 kg de filé de tilapia séo
necessarios 3 kg de peixe vivo. O rendimento pode chegar a 35% de filé
considerando o peso total do peixe.

Souza (2002) realizou estudo comparando seis métodos de filetagem
verificando a influéncia no rendimento do produto final, concluindo ser o
procedimento de retirada da pele do peixe inteiro para depois fileta-lo, o mais
indicado.

A tilapia foi uma das primeiras espécies oriundas da aquicultura a ser
beneficiada, sendo comercializada na forma de filés congelados, apresentando um
rendimento de cerca de 30% (ARRUDA, 2004).

O rendimento de filé de aproximadamente 35% a 40%, em exemplares com
peso médio de 450 gramas potencializa esses peixes para industrializagéo
(BRASIL, 2007b).

A alimentagédo dos peixes pode compor 40 a 70% do custo de produgéo de

> PANORAMA da aqicultura. A piscicultura no oasis do sertdo nordestino. Revista Panorama da
Aquicultura, Rio de Janeiro: Panorama da Aquicultura Ltda., v.9, n. 52, p. 20-21, 1999b.

3WINCKLER, L. T.; LEBOUT, E. M.; SOSINSKI, J. R. E. E.; ZIMMERMANN, S.; SOUZA, S. M. G;
APPEL, H. B.; ROTTA, M. A.; NEIS, R. Avaliagdo dos principais custos operacionais de um cultivo de
Tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, em gaiolas flutuantes na regido da campanha do Rio Grande
do Sul.. In: SIMPOSIO BRASILEIRO DE AQUICULTURA, 8., 1994, Piracicaba. Anais... Piracicaba:
FEALQ, 1994. 1v. V. 1, p. 291-296.
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tilapias, dependendo do sistema de cultivo empregado, da escala de producgao, da
produtividade alcangada, dos pregos dos outros insumos de produgao, entre outros
fatores (KUBITZA, 2000).

2.2.7 Aspectos Econdmicos da Producéao de Tilapia

Segundo FAO (2006), érgao das Nagdes Unidas responsavel pelo estudo dos
problemas de alimentagdo no mundo, a aquacultura assume importancia cada vez
maior no abastecimento alimentar mundial, pois o pescado tem alta capacidade
produtiva devido a eficiente conversdo alimentar e, este fato ocorre como
consequéncia da pouca exigéncia de energia para a flutuagdo, locomogéo e
manutencao de sua temperatura interna.

Em Espafia.(2007) foi relatado que em 1989 a produgdo mundial de tilapia foi
de apenas 363.326 toneladas, mas que o mercado mundial de tilapia aumentou em
mais de 85% entre 1984 e 1994, alcangando 620.000 toneladas.

Segundo Harvey (1995), nos Estados Unidos da América (EUA), em 1994, a
importagéo de tilapia atingiu 14,6 mil toneladas, a despeito da produgdo americana
de 6,8 mil toneladas.

Em 1996, a producdo mundial de pescado foi de 27,8 milhdes de toneladas,
no valor de US$ 42,3 bilhdes, e a produgao de tilapia saltou para 800.800 toneladas
apresentando o maior crescimento percentual entre os principais grupos de peixes
cultivados do mundo, sendo que nos Estados Unidos da América o cultivo de tilapia
cresceu 300% de 1991 a 1996 (ESPANA, 2007)

No ano de 1996, os paises asiaticos foram responsaveis pela produgao de
700.400 toneladas de tilapia, das quais 56,3% foram produzidas pela China,
os.outros grandes produtores foram a Indonésia, Tailandia, Filipinas e Taiwan.
Neste ano a producgéo brasileira foi de 19.200 toneladas, o que correspondeu a
2,4% da producao mundial (BRASIL, 2007a, RIBEIRO et al., 2000,).

Em reportagem do Jornal O Estado de S&o Paulo de 1997, é relatada a
intengao brasileira em se tornar grande exportador mundial de tilapia. Foi citado que
na época o mercado interno havia produzido 55 mil toneladas de peixe em cativeiro
sendo 12 mil toneladas de tilapia, suficiente apenas para abastecer o mercado

interno.


http://pt.wikipedia.org/wiki/FAO
http://pt.wikipedia.org/wiki/Na%C3%83%C2%A7%C3%83%C2%B5es_Unidas
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Uma analise da produgao mundial de tilapia revelou que em 1998, a China
produziu um volume total de 525.926 toneladas, sendo o maior produtor com 50%
da produgdo mundial. A Tailandia, em segundo lugar, produziu 102.120 toneladas,
seguida pelas Filipinas (72.022 t.), Indonésia (70.030 t..), Egito (52.755 t.), Taiwan
(36.126 t.), Brasil (18.250 t.), Colédmbia (15.240 t.), Malasia (12.625 t.) e Estados
Unidos (8.961 t.) (ESPANA, 2007).

Conforme relato em Brasil (2007c), em 1998, a produgao brasileira de tilapia
foi de 35.405 toneladas, gerando uma receita bruta de US$ 22.909.400,00.
Considerando a area total cultivada e o numero total de tilapicultores, que passava
de 33.600 em todo o pais, chegaram a conclusdo que, em meédia, cada produtor
cultivava uma area alagada correspondente a 0,66 hectares.

Portanto, em 1998, a area total destinada ao cultivo desse peixe chegou a
cerca de 22.135 hectares, o0 que significava que em média, cada tilapicultor obteve
uma produtividade de 1,60 t/ha/ano. No documento foi considerado que, na maioria
dos casos, os produtores conseguem mais do que uma safra por ano e,
excepcionalmente, até mais de duas safras e, por isso, era possivel afirmar que os
numeros ainda eram extremamente inferiores ao potencial de producédo (BRASIL,
2007a).

Em Brasil (2007b) foi estimado que ao longo de toda a cadeia produtiva eram
gerados aproximadamente trés empregos por hectare de lamina de agua cultivada,
considerando os empregos gerados na propriedade, na extensao rural, na industria
de equipamentos, de insumos e de processamento, na distribuicdo de pescado, etc.
Assim, consideraram que o numero total de empregos gerados em fungdo da
tilapicultura em 1998 possa ter chegado a 66.407, ou seja, o equivalente a 1,8
empregos/propriedade

No ano de 1998 a producao do Estado do Rio de Janeiro alcangou 335.000
kg (CIDE, 1999) e a previsédo para o ano de 2001 era de um aumento de 50%. O
consumo estadual suplantava a produgcdo em aproximadamente 20%, sendo
necessaria a importagao de outros estados para suprir o mercado. Contudo o maior
consumidor continuava sendo os estabelecimentos denominados “pesque-pagues”,
distribuidos pelo Estado do Rio de Janeiro, que naquela época somavam 60
unidades.

No ano 2000, quando anunciou um Programa de Apoio a Competitividade e

Sustentabilidade da Cadeia da Tilapia, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
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Abastecimento (MAPA) relatou ter trabalhado nas perspectivas futuras
considerando as estimativas de 90 mil toneladas de pescados na safra de 1998,
sendo 35 mil toneladas de tilapias, o que correspondia a 38% do total previsto.
Ainda segundo informagdo do MAPA, as tilapias haviam se tornado o segundo
grupo de peixes mais cultivados do mundo, superado apenas pelas carpas.
Informaram que a China permanecia como maior produtor desse tipo de pescado
(BRASIL, 2007b).

Em Espafa (2007) foi informado que desde a década de 70 a producao
aquicola mundial havia crescido substancialmente, contribuindo para a seguranga
alimentar internacional, e que a tilapia era o segundo grupo mais importante dos
peixes produzidos em cultivos de agua doce no mundo, com uma produgao mundial
de aproximadamente 20% do volume total de peixes alcangando 1.000.000 de
toneladas no ano 2000, sendo 80% da espécie Oreochromis niloticus (Tilapia do
Nilo), seguida da Oreochromis mossambicus com 5%, ficando apenas atras da
carpa.

Em Cunha (2002) foi citado que no Brasil, das 55 mil toneladas de peixe
produzidos em cativeiro, 12 mil toneladas (aproximadamente 22%) eram de tilapia,
sendo os Estados Unidos da América o principal pais interessado em comprar
tilapia brasileira, importando, naquela época, cerca de 21 mil toneladas/ano, o
documento ainda relata que a tilapia era o segundo peixe de cultivo mais consumido
no mundo e, a China o maior produtor mundial com 236 mil toneladas/ano.

Conforme relatado por Toledo (2002), a cidade de Paulo Afonso no sertdo da
Bahia, abrigava um projeto de engorda de tilapia, onde a unido de pequenos
produtores conseguia obter a producado de mais de 1.000 toneladas de tilapia/ano.
Sendo que a agroindustria, naquele momento recém inaugurada no local, se
preparava para produzir e processar mais de 10.000 toneladas/ano de pescado,
destinado principalmente ao mercado externo.

Segundo José Roberto Borghetti, coordenador do Plano Nacional de
Desenvolvimento da Aquicultura, para competir no exterior, os produtores teriam
que baixar o custo de producdo e aumentar a produtividade de uma
tonelada/hectare/ano para oito toneladas/hectare/ano. Naquela época, o custo
médio da produgéo variava de acordo com o pais produtor ficando entre US$ 0,70 a
US$ 1,32, por quilo de peixe de tamanho médio (CUNHA, 2002).

A producao de tilapia no Brasil em 2002 foi de 42.003,00 toneladas. Destas,
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13.341,5 toneladas foram oriundas do Parana e, S&o Paulo participou com 8.153,0
toneladas, Santa Catarina produziu 5.625,0 toneladas, a Bahia 4.014,0 toneladas e
o Estado do Rio de Janeiro 705,0 toneladas, correspondendo ao 11° lugar no
‘ranking” nacional de produgéo de tilapia. (BRASIL, 2003b).

Em 2003 de um total de 64.857,5 toneladas de tilapia produzidas no Brasil,
13000 toneladas foram oriundas do Ceara; 12.782 toneladas do Parana; 9.738
toneladas de S&o Paulo; 6.732,5 toneladas de Santa Catarina; 5.280 toneladas da
Bahia; 3.069,5 toneladas de Goias; e no Rio de Janeiro foram produzidas 749
toneladas correspondendo ao 13° lugar na produgao brasileira. (BRASIL, 2004a).

Eurofish (2007), descreveu que as informacdes sobre a comercializagdo de
tilapia nos principais mercados eram que, em 2003 os EUA ja importavam 17.952
toneladas de filé fresco de tilapia/ano, sendo seu maior fornecedor o Equador com
9.397 toneladas. Naquela época o Brasil ocupava o sexto lugar entre os
exportadores, sendo responsavel por 208 toneladas da importagcdo americana.

Com relagdo ao mercado europeu informado em Eurofish (2007), que para o
file de tilapia congelado alcangou cerca de 600 toneladas importadas em 2003,
sendo a Alemanha o principal importador desta forma de tilapia. A importacao do filé
de tilapia fresco foi de apenas cerca de 400 toneladas, sendo o Reino Unido o
principal importador.

Conforme relatado em Brasil (2007c), as importagcdes européias de tilapia
congelada proveniente do Brasil, no ano de 2003, aumentaram cerca de quatro
vezes em relagado ao ano de 2002, tendo atingido a quantidade de 425,4 toneladas.

No ano seguinte, segundo Eurofish (2007), a importagcdo americana foi de
19.480 toneladas, quando o Equador forneceu 10.164 toneladas deste total e o
Brasil 323 toneladas, passando para o quinto lugar neste “ranking”.

Zaniboni (2004), descreveu que entre as espécies de pescado, a tilapia era a
terceira espécie de maior importacdo pelos Estados Unidos, s6 perdendo para
camarao e salmao.

Conforme informado em Eurofish (2007), no 2005, o total da importagao
americana chegou a 22.729 toneladas e o Equador contribuiu com 10.600 toneladas,
enquanto o Brasil praticamente triplicou a sua exportacdo, num total de 963
toneladas passando a ocupar o quarto lugar.

Sugimoto (2005) e Zimmermann (2004) relataram que mesmo com dados

estatisticos oficiais precarios, foi possivel afirmar que a tilapia era o pescado com
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maior producado no Brasil, podendo ser observada uma proliferagao de viveiros em
todas as regides, com crescimento anual superior a 10%.

Conforme descrito por Fitzsimmons (2005), as diversas espécies de tilapia e
seus hibridos eram o segundo maior grupo de peixes produzidos em fazendas, no
mundo. O cultivo e consumo de tilapia, aumentaram rapidamente nos Estados
Unidos da América, sendo o sexto pescado mais consumido naquele pais. O autor
enfatiza que a American Association of Tilapia (ATA) que é uma associagao que
incentiva o desenvolvimento sustentavel da industria produtiva de tilapia, e seus
produtores e cientistas membro, além de proteger o ambiente aquatico, fornecem
peixes frescos de elevada qualidade ao consumidor americano.

Em Eurofish (2007) foi citado que no ano de 2006 os EUA importaram 23.100
toneladas, sendo 10.870 oriundas do Equador e 1.018 toneladas do Brasil, que
permaneceu na quarta colocagado entre os exportadores. Os dados indicavam que
as importagdes de tilapia pelos EUA continuavam a mostrar um forte crescimento,
como resultado do aumento da demanda e do grande consumo deste peixe pelos
norte-americanos. Diferentemente, o mercado europeu para a tilapia ainda se
apresentava bastante inexpressivo, principalmente pela grande disponibilidade do
catfish proveniente do Vietna.

Segundo Espafna (2007), quatro dos cinco paises mais povoados do mundo
se encontravam entre os maiores produtores e consumidores de tilapia: China,
Indonésia, Brasil e Estados Unidos da América sendo observado que varios paises
estavam incrementado sua producéo, tais como: Israel, Cuba, México, Costa Rica,
Honduras, Equador, Nigéria, entre outros.

Conforme informado em Eurofish (2007), o preco do filé de tilapia fresco no
mercado europeu ficou estavel durante o ano de 2002 e boa parte de 2003 em
cerca de € 7,00 /kg e, logo depois ocorreu queda para € 6,90/kg, cotacdo que se
manteve durante todo o ano de 2004. Ressaltaram que os precos da tilapia, devido
ao farto abastecimento do mercado norte-americano, tiveram grande queda,
especialmente em relagdo ao filé congelado, que em margo de 2005 caiu para
menos de US$1,90/Ib, o menor preco em toda a histéria. Relataram que o filé fresco
era mais valorizado e, que o preco em 2006 era de US$3,85/Ib, cotacdo que
permanecia estavel ha algum tempo, e com indicadores de que se manteriam nos
meses seguintes. De qualquer maneira, o prego era cerca de 10% menor que o0s

precos praticados para a tilapia fresca no inicio das importagées nos anos 90.
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Em relagao ao mercado europeu para a tilapia Eurofish (2007), descreve que
era estimado em aproximadamente 10 mil toneladas anuais. Em relagao ao preco, a
tilapia ndo apresentava competitividade com os peixes viethamitas.

Conforme citado em Espafia (2007), a tendéncia era que este peixe ainda
permanecesse na condigdo marginal de participagdo no mercado europeu, sendo
mais interessante aos paises exportadores concentrarem-se no mercado norte-
americano.

A multinacional espanhola Pescanova percebeu na América Latina uma
plataforma estratégica e importante para o crescimento da tilapicultura, anunciando
iniciativas para produzir no Brasil, 10 000 toneladas de tilapia. O estado escolhido
foi Pernambuco e, com perspectiva de inicio de funcionamento no ano de 2007. A
producdo brasileira de tilapia foi considerada em franco crescimento, com empresas

nacionais investindo, para aumentar a produgéo (EUROFISH, 2007).

TABELA 6 - Importacao de filé de tilapia pelos EUA

Importacéo de filé fresco de tilapia pelos EUA por pais de origem (t)
1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Equador 1.806  3.253 4.924 6.616 9.397 10.164 10.600 10.870
Costa Rica 2310 2.684 3.109 3.206 3.996 4.090 3.734 2.677
Honduras 771 1.038 1.438 2.874 2.857 4.042 6.572 7.250
China 38 59 191 844 857 0 0 0
Taiwan 155 82 76 247 281 90 0 0
Brasil 0 2 0 112 208 323 963 1.018
El Salvador 0 0 0 78 189 258 307 228
Panama 20 159 350 147 96 93 84 128
Outros 209 225 148 64 71 420 470 929
Total 5.310  7.502 10.236  14.187 17.952 19.480 22.729 23.100

Fonte: Eurofish (2007)

2.2.8 Aproveitamento da Tilapia (Subprodutos da Tilapia)

Makrakis et al. (2000) descreveram que a tilapia é comercializada em filé
congelado, sendo seus principais derivados os embutidos e o “surumi”, conhecido
como um concentrado umido de proteina do musculo de pescados, lavado com
agua refrigerada por varias vezes, e transformado em matéria-prima utilizada na
elaboracdo de varios outros produtos como quibe, croquete, alméndega,

hamburguer, colocados a disposicédo do mercado consumidor.
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A producdo de residuos de frigorificos processadores de peixe,
principalmente na filetagem da tilapia, representava, segundo Boscolo et al. (2001),
entre 62,5 e 66,5% da matéria-prima que € desperdicada, sendo fundamental o
processamento destes residuos para reducdo do impacto ambiental. Além disso, a
transformacao destes residuos em farinha era considerada uma opg¢ao de renda
para as industrias, podendo aumentar sua lucratividade

O aproveitamento da tilapia beneficia ndo s6 aos produtores, que ganham
uma alternativa para agregar valor a tilapia, como diminui o prego de custo,
beneficiando a populagdo de baixa renda que nao tem acesso a uma importante
fonte de proteinas, devido a distribuigao deficiente e onerosa que eleva o preco para
o consumidor (WORKSHOP BRASILEIRO EM APROVEITAMENTO DE SUB-
PRODUTOS DO PESCADO, 2003).

A pele de pescado pode ser aproveitada quase plenamente para a
manufatura de diversos objetos de artesanato, carteiras, bolsas e vestimentas, com
baixo custo de investimento. Podem ser manufaturadas em regime de cooperativas,
em regides de baixa renda e com disponibilidade deste residuo, e contando com a
participacdo do municipio na solugdo do passivo ambiental (captacéo dos residuos
quimicos do curtimento), gerando um movimento social harménico e produtivo.
(WORKSHOP BRASILEIRO EM APROVEITAMENTO DE SUB-PRODUTOS DO
PESCADO, 2003).

Conforme relatado por Brito (2005), a tilapia ocupa o espago do couro de boi.
Empresa do pdlo calgadista de Franca, no interior de Sdo Paulo, avanca na idéia
lucrativa da manufatura do couro de tilapia. A pele de tilapia foi considerada mais
uma pele no rol dos chamados couros exéticos, além da ra, da cobra, do jacaré e da
arraia. O produto, com boas vantagens comerciais, tinha sua cotagédo em centavos
de real, possivel de ser encontrado em abundancia nos pesqueiros da regiao e com
a sua exploragdo nao condicionada a autorizagbes da agéncia ambiental, ou do
IBAMA. O autor informou que um produto utilizando a pele de tilapia, feito de forma
artesanal, tinha uma remuneragéo entre 30% e 100% superior quando comparado
com artigos similares produzidos com couro bovino.

Residuos gerados na linha de filetagem e conhecidos como “espinhagos”
(espinhas com restos de pescado) podem ser aproveitados para gerar uma polpa de

peixe, com a obtencdo de uma matéria-prima para diversos subprodutos, desde
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hamburgueres até concentrados protéicos (WORKSHOP BRASILEIRO EM
APROVEITAMENTO DE SUB-PRODUTOS DO PESCADO, 2003).

Os residuos de aparas e descartes comestiveis podem ser destinados para
consumo humano, produzindo o “surumi”, sendo mais uma forma de agregar valor a
cadeia produtiva da tilapia (MAKRAKIS et al., 2000; MARCHI, 1997; WORKSHOP
BRASILEIRO EM APROVEITAMENTO DE SUB-PRODUTOS DO PESCADO,
2003).

A silagem apresenta vantagem na produgao de farinha por ser um processo
independente da escala produtiva, possui tecnologia simples, requer capital
pequeno, os problemas em relacdo ao odor e aos efluentes sdo reduzidos, o
processo é rapido em climas tropicais e pode ser beneficiado no préprio local da
producdo. Nao obstante a limitagdo de ser um produto volumoso, de transporte
caro, esta tecnologia pode ser facilmente aplicada em comunidades de baixa renda
e em regides interiores (BOSCOLO et al.,, 2001; BOSCOLO et al., 2004
WORKSHOP BRASILEIRO EM APROVEITAMENTO DE SUB-PRODUTOS DO
PESCADO, 2003).

O Hidrolisado Protéico de Pescado (FPH) tem potencial de utilizagao tanto
em alimentacdo animal (terneiros, cordeiros e peixes) e humana (suplementos
protéicos, dietas especiais, substituto de proteinas do ovo, entre outros.), quanto
como nutriente para cultivo de microrganismos, o que eleva o valor agregado
quando aproveitado, pois contendo cerca de 80% de proteina é um subproduto dos
mais nobres sendo recomendado inclusive para o consumo humano (WORKSHOP
BRASILEIRO EM APROVEITAMENTO DE SUB-PRODUTOS DO PESCADO,
2003).

Arruda (2003), ao analisar os acidos graxos do Oleo de tilapia obteve os
seguintes dados em mg/100g: 28,60, 16,30 e 3,10 dos acidos oléico, linoléico e
linolénico respectivamente e, em relagado ao teor de lipidios totais na silagem de
tilapias encontrou como resultado o valor de 3,99 g/100g. Apéds a extragao da fragao
lipidica restou na amostra apenas 1,54 g/100g de lipidios, concluindo ser o nivel de
lipidio aceitavel para utilizagdo em ragdes animais.

Em 1996, uma parceria entre o governo da Paraiba e o Sebrae, visando
atender a merenda escolar, desenvolveram um novo produto (hamburguer)
utiizando peixes de baixo valor aquisitivo como a tilapia. Nos testes de

armazenamento em congelamento por até cinco meses, verificaram que o produto
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manteve a qualidade e as caracteristicas iniciais. O preco de custo calculado foi trés
vezes menor do que o do hamburguer bovino, representando uma economia de
300% para a populagdo de baixa renda (NOBREGA, 1996).

Varios produtos, tendo a tilapia como matéria prima, vém sendo
desenvolvidos e, entre eles a mortadela e a salsicha de filé de tilapia, elaboradas
por Sugimoto (2005), pesquisador da Faculdade de Engenharia de Alimentos (FEA)
da UNICAMP, como tema da sua tese de doutorado na Universidade Federal da
Paraiba.

Segundo Brito (2005), uma empresa localizada no interior de S&ao Paulo,
investiu na producédo de sapatos e bolsas com peles de peixe e, no ano de 2005,
eram curtidos mensalmente 400 quilos de pele de tilapia, e a perspectiva para 2007
era de curtir duas toneladas/més. A empresa produzia mensalmente, cerca de 500
pares de calcados femininos e mais 100 bolsas, além de aproximadamente 150
chapéus com detalhes de pele de peixe. O custo da pele era de centavos de reais
enquanto uma bolsa podia chegar ao varejo ao prego de R$ 250,00. A previsao para
0s anos seguintes era de que a fabrica produzisse pelo menos 100 pares de
sandalias femininas e sapatos masculinos por dia. A produgao de sapatos alinhou a
manufatura do couro de tilapia a tradicao calgadista de Franca, onde esta localizado
0 maior polo de calgados masculinos do pais. O autor citou uma outra empresa,
localizada em Goiania, que trabalhava com peles exéticas, entre as quais o couro
de tilapia, os quais utilizava no desenvolvimento de coleg¢des, criando novidades e

apresentando produtos em linha de exportagao.

2.3 BACTERIAS DO GENERO Aeromonas

Vaérios pesquisadores vém desenvolvendo estudos envolvendo a ocorréncia,
o isolamento, a patogenicidade, a sensibilidade aos antimicrobianos, assim como as
doencgas transmitidas a animais e humanos por bactérias do género Aeromonas.

Este microrganismo que vem sendo atualmente considerado patogeno
emergente, tem sido um fator de risco no desenvolvimento de Enfermidades
Transmitidas por Alimentos. A discussao acerca da viruléncia e produgédo de
toxinas, bem como a capacidade de causar infecgcbes em humanos esta longe de

ser definida, além do que, é frequente o relato da doenca septicémica provocada
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por bactérias do género Aeromonas em peixe de cultivo.

2.3.1 Taxonomia e Defini¢&o

Conforme relatado por Isonhood e Drake (2002), a palavra “Aeromonas”
deriva do termo grego aer que significa ar ou gas, e monas, que significa unidade.

Na sétima edicdo do Manual Bergey, consta que o género Aeromonas foi
introduzido como membro da familia Pseudomonodaceae, conforme proposto por
Kluyven e Van Niel em 1936. Na oitava edicdo do “Bergey’s Manual of
Determinative Bacteriology”, publicada em 1974, é citado que Schubert subdividiu
Aeromonas hydrophila em trés subespécies: Aeromonas hydrophila subesp.
anaerogenes, Aeromonas hydrophila subesp. hydrophila e Aeromonas hydrophila
subesp. proteolytica. Em 1980, estas trés subespécies foram incluidas nos
“Approved List of Bacterial Names” (EUZEBY, 2003), mas em 1976, Popoff e Veron
haviam sugerido a diferenciagao em trés espécies, sendo A. hydrophila, A. caviae e
A. sobria, que foram confirmadas por hibridizacado de ADN em 1981 por Popoff e
colaboradores.

Na lista de validagdo numero oito, publicada em 1982, consta a Aeromonas
hydrophila subesp. proteolytica, foi excluida do género Aeromonas e reclassificada
no género Vibrio, sob a designacédo de Vibrio proteolyticus (EUZEBY, 2003).

Em 1981, os resultados da hibridizacdo ADN-ADN conduziram Popoff e
colaboradores a reclassificar as linhagens 239 e 545 (= ATCC15468) de Aeromonas
hydrophila subesp anaerogenes, na espécie Aeromonas caviae da qual a literatura
foi validamente publicada em 1984 (lista de validagdo n° 5).

Na edicdo seguinte o “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”,
absorve estes resultados e abole a subdivisdo da espécie de Aeromonas
hydrophila. Entretanto, observa-se que a linhagem tipo da subespécie Aeromonas
hydrophila subesp. anaerogenes, a linhagem ATCC 15467 (= CIP 76.15 = DSN
30188 = IFO 13282 = JCM 1043 = LMG 3755), n&o foi incluida no estudo de Popoff
(1984), e que as Aeromonas hydrophila subesp. anerogenes e subesp. hydrophila
mantiveram uma classificagdo na nomenclatura, mesmo que estas terminologias

nao sejam mais utilizadas.
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Segundo Colwell et al. (1986) e Holt (1994) o género Aeromonas estaria
ligado taxonomicamente a familia Vibrionaceae (“Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology”, 9% edi¢do) a qual incluiria também os géneros Vibrio, Photobacterium,
e Plesiomonas.

A confusa taxonomia das Aeromonas spp. vem sofrendo constantes
mudancas e, segundo Carnahan et al. (1991), estudos taxonOmicos forneceram
alguns esclarecimentos sobre as Aeromonas spp., com relagdo ao numero dos
grupos de hibridizagdo do ADN (genospecies) e fendtipo das espécies
(fenospecies). Os autores citaram que varias espécies sdo associadas com doenga
humana: A. hydrophila, A. caviae (ATCC 15468T), A. media, A. sobria (CIP 7433T),
A. trota (ATCC 49657T ), A. veronii bv sobria (ATCC 9071), A. veronii bv veronii
(ATCC 35624), Aeromonas sp. ornitina descarboxilase positiva (ATCC 35941), A.
schubertii (ATCC 43700T), Aeromonas group 501 (ATCC 43946), A. trota (ATCC
49657T).

Estudos de ADN demonstraram a existéncia de 11 espécies de Aeromonas
mesofilicas, sete das quais com taxonomia padronizada (VARNAM; EVANS, 1996).

Os géneros pertencentes aquela familia sdo bacilos Gram negativos que
apresentam codificagdo genética para a sintese de enzimas citocromoxidase, que
os diferencia de outras bactérias com caracteristicas semelhantes. Citaram os
autores Pefa et al. (1997), a existéncia de uma proposta de que a Aeromonas spp.
devesse pertencer a uma familia independente — a familia Aeromonodaceae — por
possuirem diversas espécies e caracteristicas genéticas e fenotipicas proprias.

Cowell et al. (1997) e Joseph e Carnahan (2000), apos estudos baseados em
técnicas moleculares quanto aos caracteres genéticos destes microrganismos, nao
confirmaram relagdo préxima entre estas e as bactérias dos géneros da Familia
Vibrionaceae. Sugeriram entdo, uma familia distinta — a Aeromonadaceae. Ainda
segundo Joseph; Carnahan (2000), a nova familia Aeromonadaceae incluiria 14
espécies validadas e reconhecidas oficialmente.

O género Aeromonas conforme descrito por Esteve et al. (1995), Garcia-
Lopez et al. (2004), Joseph e Carnahan, (2000) e Palumbo et al., (2001), Popoff
(1984), possui dois distintos grupos: um composto pelas espécies ndo moveis e
psicrotroficas (A. salmonicida), o outro pelas linhagens méveis e mesofilicas (A.

hydrophila, A. sobria e A. caviae).
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Por ocasiao de um estudo realizado pelo Centro Internacional de Pesquisas
sobre as enfermidades diarréicas de Dhaka (Bangladesh), Kihn et al. (1997),
isolaram 25 linhagens bacterianas que pertenciam ao mesmo grupo de hibridizag&o
que a linhagem tipo Aeromonas hydrophila (grupo de hibridizagédo 1 ou HG 1). Estas
linhagens séao identificaveis pelas suas caracteristicas fenotipicas e foram
classificadas num grupo denominado BD-2.

O resultado dos estudos de hibridizagdo ADN-ADN e das 152 caracteristicas
fenotipicas demonstraram que as dez linhagens formam um grupo homogéneo,
apresentando 78 a 92% de homologia com a linhagem de Aeromonas hydrophila
subesp. hydrophila, distinguindo-se destas por oito caracteristicas fenotipicas, o que
conduziu os pesquisadores a validarem a nomenclatura Aeromonas hydrophila
subesp. dhakensis para as linhagens do grupo BD-2, modificando a descri¢do de
Aeromonas hydrophila subesp. hydrophila.

Joseph e Carnahan, (2000), relataram que embora ainda persistisse a
confusdo taxondémica, varios avangos haviam sido alcangados e, exemplificaram o
programa computacional “George Popoff e Arduino” desenvolvido no Centro de
Controle e Prevengdo de Doenga, em Atlanta (EUA), que ajudam a identificar
Aeromonas spp. Este programa € baseado em 55 testes bioquimicos e um
antibiograma, que identificam um grande numero de linhagens. Outra promissora
iniciativa para identificar Aeromonas spp. envolve o uso de PCR, incluindo a
identificacdo de toxinas citoliticas em espécies determinadas de Aeromonas spp.

Conforme citado por Esteve et al. (1995), Garcia-Lopez et al. (2004) e Joseph
e Carnahan, (2000), as Aeromonas spp. possuem distintas morfologias celulares
com variagao na forma e tamanho. Algumas linhagens se apresentam na forma de
pequenos bastdes e outras tém a forma de filamentos. A motilidade deve-se a
presenca de flagelos, que dependendo da linhagem pode ser unico ou multiplos e
laterais. ApoOs estudos que indicaram diferengas bioquimicas (fenotipicas) e
moleculares (genotipicas), o numero de espécies aumentou para um total de 14,
conforme descrito no quadro 01.

Uma espécie recentemente classificada, a A. culicicola, foi isolada do
intestino da fémea de mosquitos das espécies Culex quinquefasiatus e Aedes
aegyptii (PIDIYAR et al., 2002).
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Quadro 1 - Espécies de Aeromonas relacionadas em ordem decrescente de
importancia na clinica Humana

1. Aeromonas hydrophila 9. Aeromonas trota

2. Aeromonas sobria 10. Aeromonas allosaccharophila
3. Aeromonas caviae 11. Aeromonas bestiarum

4. Aeromonas veronii bv sobria 12. Aeromonas eucrenophila

5. Aeromonas jandaei 13. Aeromonas encheleia

6. Aeromonas schubertii 14. Aeromonas salmonicida

7. Aeromonas veronii bv veronii 15. Aeromonas popoffii

8. Aeromonas media

Fonte: Esteve et al. (1995), Garcia-Lopez et al. (2004) e Joseph; Carnahan, (2000)

Em 1997, Pearson et al. isolaram linhagens de Aeromonas sp. na pele e em
orgaos internos de ras (Rana rugulosa) criadas na Tailandia. O resultado da
hibridizagdo ADN-ADN demonstrou que as linhagens formavam um grupo
homogéneo, que apresentavam 80-93% de homologia com a linhagem do tipo
Aeromonas hydrophila subesp. hydrophila e 75-87% de homologia com a linhagem
do tipo Aeromonas hydrophila subesp. dhakensis. Em maio de 2002, Huys et al.
propuseram uma nova subespécie de Aeromonas hydrophila, o que conduziu os
autores a modificarem a descricdo desta espécie e, em maio de 2003, Huys e
colaboradores validaram a nomenclatura de Aeromonas hydrophila subesp. ranae
para linhagens patogénicas para as ras.

Harf-Monteil et al. (2004) relataram que cinco subespécies de A. hydrophila
estdo caracterizadas: A. hydrophila subesp. anaerogenes, A. hydrophila subsp.
dhakensis, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp. proteolytica e A.
hydrophila subsp. ranae.

Saavedra et al. (2006) citaram que estudos filogenéticos recentes do género
Aeromonas, baseados em sequéncias do gen gyrB e do rpoD, ampliaram a filogenia
baseada nas sequéncias do gen do rARN 16S publicadas primeiramente em 1992,
que nao identificavam as espécies de Aeromonas simiae, de A. molluscorum e
somente incluia uma unica linhagem de A. culicicola. Nos trabalhos posteriores,
estas espécies de Aeromonas e linhagens recentemente isoladas de A. culicicola

foram examinadas, e a analise da sequéncia genética indicou que as espécies A.
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simiae e a A. molluscorum pertencem as linhas filogenéticas do género Aeromonas,
até entdo nao descritas nem classificadas. As espécies mais semelhantes
anteriormente descritas s&o Aeromonas schuberti e Aeromonas encheleia,
respectivamente, que sdo semelhantes no gen rARN 16S.

Na filogenia da sequéncia do gen do rpoD, a linhagem de A. culicicola da
descricdo original e as linhagens isoladas nos trabalhos posteriores, oriundos da
agua potavel e de peixes ornamentais, apresentavam caracteristicas de identificacdo
dentro da espécie Aeromonas veronii, sugerindo uma classificacédo de linhagens
inconsistente nos trabalhos precedentes. Outras linhagens com taxonomia
divergentes e as isoladas mais recentemente, também foram incluidas nos estudos
citados pelos autores, a fim de esclarecer a inclusdo dessas novas linhagens na
afiliacao filogenética de sua espécie (SAAVEDRA et al. 2006).

2.3.2 Caracteristicas Fisicas, Quimicas e Bioldgicas das Aeromonas spp.

2.3.2.1 Temperatura

De acordo com Popoff, (1984), a maioria das espécies de Aeromonas spp.
crescem numa faixa de temperatura de 5°C a 41°C, com excecdo da A. salmonicida
que néao cresce a 37°C, sendo a faixa de temperatura 6tima de crescimento desse
género entre 22°C e 28°C.

Palumbo et al. (1985), e Varnam e Evans (1996), afirmaram que a A.
hydrophila, presente em alimentos & capaz de crescer em temperaturas de
aproximadamente -0,1°C a +1,2°C, sendo garantido seu desenvolvimento na
temperatura de 4°C.

Conforme relatado por Varnam e Evans (1996), a temperatura maxima de
crescimento de Aeromonas spp. é de 42°C e, Euzéby (2003), afirmou ser possivel a
todas as linhagens crescerem a 42°C depois de 24 a 48 horas de incubacéo.

Segundo Garcia-Lopez et al. (2004) a faixa de crescimento de Aeromonas
spp. € de -5°C a 45°C.

Em relagdo a temperatura 6tima de desenvolvimento do género Aeromonas,
os autores Euzéby (2003), Garcia-Lépez et al. (2004), Palumbo et al. (1985), Popoff,
(1984) e Varnam e Evans (1996), citaram o valor de 28°C.
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Varnam e Evans (1996) enfatizaram que a Aeromonas hydrophila é bastante
sensivel ao calor sendo inativada a 45°C.

Altwegg (1999), Altwegg e Geiss (1989) e Palumbo et al. (2001), observaram
diferenca na atividade das descarboxilases e demais provas bioquimicas de
Aeromonas moveis, dependendo da temperatura de incubacdo, concluindo que a
temperatura de 29°C é mais indicada para tais reacoes.

Palumbo et al. (2001), verificaram que em varias reagdes bioquimicas de
diversas estirpes de Aeromonas moveis isoladas de alimentos, resultados
diferenciados de acordo com a temperatura de incubacédo, mostrando resultados

negativos a 37°C e resultados positivos a 28° C.

2.3.2.2 Atividade de agua (Aa)

Segundo Santos (1981), A. hydrophila pode crescer em teores de Atividade
de agua (Aa) menores que o ideal para o seu desenvolvimento, desde que outras
condigdes a favoregcam, sendo evidenciado crescimento em Aa de 0,940 - 0,973 a
28°C, 0,959 - 0,980 a 10°C, e 0,975 - 0,980 a 3,8°C.

2.3.2.3 Tolerancia ao sal

A tolerdncia ao sal pode variar de acordo com as estirpes e as demais
condigdes do meio. Palumbo et al. (1985) verificaram o crescimento das estirpes
BA2 e BA7 de A. hydrophila, com 5% de cloreto de sédio (NaCl) em caldo “Brain
Heart Infusion” (BHI), quando incubado na temperatura étima de 28°C. Os autores
relatam que a maioria das estirpes crescem em concentragbes em torno de 2% a
4% de NaCl, sendo que existem algumas estirpes que necessitam da presenga de
no minimo 0,3% e outras que nao necessitam desse sal para seu desenvolvimento.

Delamare et al. (2003) avaliaram o efeito de solutos organicos no
crescimento de Aeromonas trota e A. hydrophila. A prolina e o acido glutdmico nao
apresentaram efeito osmoprotetor, mas a betaina exerceu osmoprotecdo permitindo
o crescimento de ambos os microrganismos em concentragdes inibitorias de NacCl

(cloreto de sodio). A cinética de crescimento sugere que a diferengca em
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haloterancia entre linhagens esta associada a sintese de osmolitos, mais do que a

capacidade de acumulo de betaina.

2.3.2.4 pH

As Aeromonas spp. sao bactérias sensiveis a pH abaixo de 6,0, ndo séo
microrganismos acido resistentes, porém podem se adaptar a situagdes de stress
ocasionadas por acidos, produzindo proteinas defensivas. A A. hydrophila em certos
tipos de alimentos, ndo crescem quando o pH ¢é inferior a 6,0 e o conteudo de sal é
de 3%. A tolerancia ao pH e a concentragcdo de sal variam com a temperatura.
(PALUMBO et al., 1985)

Espécies de Aeromonas sao consideradas sensiveis ao NaCl nao sendo
capazes de crescer em meios que contenham mais de 5% de NaCl. Existe forte
correlagdo entre o valor de pH e a tolerancia ao NaCl, de modo que pequenas
mudancgas nos valores de pH podem resultar em mudangas na tolerancia ao NaCl.
(GARCIA-LOPEZ et al., 2004; POPOFF, 1984; VARNAM; EVANS, 1996).

Merino et al. (1995) e Palumbo et al. (2001), afirmaram que a A. hydrophila é
bastante sensivel quando submetida a pH abaixo de 6,0, podendo crescer até em
pH de 5,8, entretanto em maionese ou pescado marinado, que sado alimentos
acidos, o desenvolvimento desse microrganismo ocorre quando em condigdes
otimas de temperatura (28°C) e na presenga de 0,5% de NaCl.

Segundo Isonhood e Drake (2002), a A. hydrophila suporta pH entre 5,5 a 9,0
sendo que, o melhor crescimento acontece em pH neutro ou levemente alcalino.

Garcia-Lopez et al. (2004) e Varnam e Evans (1996) indicaram que as
condi¢cbes melhores para o crescimento de Aeromonas spp. ocorre em pH maior
que 6,0 e concentracao de NaCl menor que 4%.

As Aeromonas spp. sdo muito sensiveis as condigbes acidas e ao sal,
portanto provavelmente ndo ocasionardo problemas com o seu desenvolvimento,
em pescados refrigerados ou congelados, com pH menor que 6,5 e uma
concentragédo de NaCl maior que 3,0 % (HUSS, 1997).
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2.3.2.5 Atmosfera modificada

Segundo Buchanan e Palumbo (1985) embalagens em atmosfera modificada
com baixos teores de O, podem favorecer o desenvolvimento de Aeromonas spp.
devido a inibicdo do crescimento de Pseudomonas spp. A Aeromonas hydrophila
cresce lentamente a 2°C em pescado guisado e na carne bovina armazenada em
atmosfera modificada. A probabilidade de se encontrar esse microrganismo nos
alimentos aumenta de 10 a 10.000 vezes durante 7 a 10 dias de armazenamento.

Ingham (1990) e Merino et al. (1995) relataram o isolamento de A. hydrophila
em alimentos embalados a vacuo, concluindo que o O, exerce pouca influéncia no
crescimento da espécie. Ingham (1990) em ensaio experimental com pescado
embalado em atmosferas contendo 80% de CO,; e 20% N, observou pequeno
desenvolvimento em temperatura de 8°C o que nao ocorreu quando o produto foi
armazenado a 2°C.

Davies e Slade (1995) ao ensaiar a embalagem de pescado em atmosfera
modificada com as concentragdes de 60% CO2 / 40% N2 e 40% CO, /30% N2 / 30%
O, armazenadas em trés diferentes temperaturas (+0°C, +5°C, e +12°C),
verificaram a inibicdo da multiplicagédo de A. hydrophila nas temperaturas de +0°C,
+5°C, e ligeira inibicdo na de +12°C.

Conforme relatado por Doherty et al. (1996) o desenvolvimento da A.
hydrophila em atmosferas modificadas, também sofre influéncia do pH sendo este
microrganismo bastante sensivel quando submetido a valores abaixo de 6.0 .

O pH também exerce influéncia no desenvolvimento de Aeromonas spp., que
pode ser acelerado com o uso de embalagem em atmosfera modificada. (VARNAM,;
EVANS, 1996).

Estudos de Golden et al. (1989) e Mano et al. (2000), evidenciaram que
Aeromonas spp. consegue se desenvolver em embalagens de atmosfera modificada
com 100% de No.
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2.3.3 Caracteristicas Bacteriologicas

2.3.3.1 Morfologicas

Holt (1994) descreveu as Aeromonas spp. como bacilos retos, Gram
negativos, ndo esporulados, ndo halofilicos, anaerdbios facultativos, medindo cerca
de 1 a 3,5 ym de comprimento e de 0,3 a 1um de largura, mdveis gragas a um unico
flagelo polar, geralmente monotriquio, medindo 1,7um de comprimento, mas quando
em culturas novas podem se apresentar com flagelo lateral.

Segundo Franco e Landgraf (1996), algumas estirpes se apresentam como
bastonetes curtos, enquanto outras se mostram longos e filamentosos.

Conforme relatado por Varnam e Evans (1996), estes microrganismos
possuem morfologia celular distinta com consideravel variagdo na forma e no
tamanho das células.

Palumbo et al. (2001), citaram que a A. salmonicida é imével, sendo uma

excegao no género em relagdao a motilidade.

2.3.3.2 Seletividade

A maioria dos autores citou que para o enriquecimento seletivo deste
microrganismo, o meio preferencial € o caldo tripticase soja, alguns enfatizaram a
suplementagao com ampicilina. A agua peptonada alcalina também foi referenciada
como opgéao de uso no enriquecimento seletivo do género Aeromonas.

Rossi Junior e Nader Filho (2000) avaliaram a agua de um abatedouro bovino
no interior do estado de S&o Paulo, cujas amostras depois de filtradas em
membranas de éster de celulose, estas foram fragmentadas e enriquecidas em
caldo tripticase soja (TSB) suplementado com 30mg de ampicilina/L.

Bizani e Brandelli (2001) e Bulhdes e Rossi (2002), também enriqueceram
amostras de queijo minas-frescal artesanal, em caldo tripticase soja (TSB)
suplementado com 30 mg/L de ampicilina.

Pereira et al. (2004), usaram solugdo salina de “Butterfield” e Agua

Peptonada Alcalina (APA) com concentragbes de 1% e 3% de NaCl, para



68

enriquecer amostras de mexilhdes in natura e pré-cozidos, nas quais pretendiam
pesquisar a presencga de A. hydrophila e Plesiomonas shigelloides.

No plaqueamento seletivo para pesquisa de Aeromonas spp., 0s meios de
cultivo normalmente utilizados para isolamento da familia Enterobacteriaceae sao
bem aceitos, havendo sempre o cuidado do uso suplementar da ampicilina com o
objetivo de inibir a microbiota competitiva. Em geral, meios seletivos contendo
amido e sangue com ampicilina foram referenciados por grande parte dos autores
consultados  (BOIJINK; BRANDAO, 2001, CALLISTER; AGGER, 1987,
ESTERABALDI et al.,1973, NEVES, 1989).

O meio de cultivo diferencial “Rimler-Shotts” foi testado por Emmert et al.
(1973), e indicado para facilitar o diagndstico de infecgdo por A. hydrophila em
animais e no homem.

Esterabaldi et al. (1973), ao realizarem plaqueamento em Agar nutritivo, de
material proveniente de ofidios apdés um surto de mortandade, observaram a
presenca de coldnias com cerca de 2 mm, translucidas, de coloracdo acinzentada e
arredondadas. Ao utilizarem o Agar Sangue, as col6nias apresentaram-se com
cerca de 1 a 2 mm e rodeadas por zona de hemdlise. Apds procederem as analises
bioquimicas, identificaram a espécie A. hydrophila.

Figueiredo e Plumb (1977) isolaram Aeromonas spp. em pele e rim de
“catfish” (Ictalurus punctatus), utilizando “Brain Heart Infusion Agar” (BHI), enquanto
que a agua do cultivo foi plaqueada em “Rimler-Shotts medium” (RS), sendo
observado em ambos os meios, colénias amarelo-laranja.

Em 1979, Gorden et al. isolaram Aeromonas spp. em meio seletivo “Rimler-
Shotts” (RS), e apds identificacdo pelas provas bioquimicas, verificaram a presenca
de 85% de A. hydrophila na cavidade oral, 70% nos tecidos internos e 50% na area
externa da mandibula de jacarés (Alligator mississippiensis), originarios da parte
sudeste dos Estados Unidos da América.

Callister e Agger (1987) usaram Agar amido com ampicilina para isolar
quantitativamente Aeromonas spp. de alimentos do mercado varejista e, em todos
os produto analisados, incluindo o espinafre, aipo, alfafa, brocolis e alface,
encontraram Aeromonas spp. Na maioria dos produtos, a contagem do Aeromonas
spp. duplicou em duas semanas de armazenamento a 5°C. Em 92% dos produtos
analisados foi identificada Aeromonas spp. citotdéxica. A produgdo de toxina foi

identificada em 100% das A. hydrophila, sendo considerada como o indicador mais
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forte de citotoxicidade, e em 6% das A. caviae. Das toxinas produzidas, 90% eram
hemolisinas.

Neves (1989) utilizou o Agar Desoxicolato Citrato e o Agar GSP com
ampicilina para pesquisar a presenca de Aeromonas spp., em sedimento de agua
coletada em redutos aquaticos naturais da cidade do Rio de Janeiro.

Segundo Jeppesen (1995), os meios de cultivo variam de efetividade e
seletividade dependendo da origem do material avaliado,destacando que a opgéao
do meio a ser utilizado e das condi¢cdes de incubacdo dependem da necessidade de
recuperar células injuriadas, inibir a microbiota acompanhante competidora e do
objetivo da investigacao (se qualitativo ou quantitativo).

Rossi Jr. e Nader Filho (2000) semearam as culturas enriquecidas de
amostras de agua de abatedouro bovino, em Agar Vermelho de Fenol-amido com
ampicilina e Agar Dextrina com ampicilina. Para identificacdo bioquimica, utilizaram
as colbnias que apresentavam tamanho de 3 a 5 mm, de cor amarela e rodeadas
por halo de hidrolise do amido ou da dextrina. Tanto na agua nao clorada dos
currais quanto na agua residuaria de lavagem de carcagas, encontraram 36,7% de
Aeromonas spp., enquanto que, na agua de abastecimento do abatedouro esse
género nao foi isolado.

Bizani e Brandelli (2001) usaram Agar Pseudomonas-Aeromonas e isolaram
colbénias de coloragdo amarela rodeadas por zona amarela que foram estriadas em
Agar sangue de carneiro para avaliar a hemolise.

Souza e Souza (2001) utilizaram “Tryptcase Soy Agar” (TSA) para avaliar
amostras de agua de rio e de peixes.

Boijink e Brand&do (2001) semearam amostras de rins e lesbes externas de
juvenis de Jundia (Rhamdia quelen) em Agar Sangue, isolando estirpes de
Aeromonas sp., A. hydrophila, Pseudomonas spp. € Acinetobacter spp.,
identificadas posteriormente através de reagdes bioquimicas.

Costa e Rossi Jr. (2002) observaram que com o uso de Agar Dextrina
adicionado de ampicilina e Agar Vermelho de Fenol-amido com ampicilina, as
colbnias de Aeromonas spp. apresentaram coloracdo amarelada com halo de
hidrélise do amido ou da dextrina.

Bulhdes e Rossi (2002) analisaram amostras de queijo-minas frescal
adquiridos nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo - Brasil, semeando-as apés

enriquecimento, em Agar Vermelho de Fenol-amido com ampicilina e em Agar
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Dextrina. Isolaram 45,0% de Aeromonas spp. nas amostras do Estado de Sao Paulo
e 57,5% nas de Minas Gerais, que se apresentaram como coldnias grandes e
circundadas por halo amarelo de hidrélise do amido ou da dextrina.

Segundo Euzéby (2003), o crescimento 6timo com TSA enriquecido com 5%
de sangue de carneiro foi obtido com incubagéo a 28° C por 24 horas, mas todas as
linhagens de Aeromonas spp. sdo capazes de crescer a 42°C depois de 24 a 48
horas de incubacgdo. As coldnias de A. hydrophila isoladas nessas condigdes eram
circulares, com bordas regulares, translucidas ou brancas, ndo pigmentadas, de
aspecto liso e envolvidas por uma zona de hemolise beta.

Pereira et al. (2004), ao analisarem mexilhdes (Perna perna) oriundos de
Jurujuba, Niteréi - RJ, enriqueceram as amostras e, semearam em Agar seletivo
para Pseudomonas-Aeromonas (GSP), Agar Tiossulfato Citrato Bile Sacarose
(TCBS) e Agar Inositol Bile Verde Brilhante. Isolaram 380 estirpes de Aeromonas
spp., identificadas bioquimicamente como: 37,10% de A. media, 15,50% de A.
hydrophila, 14,80% de A. caviae, 11,60% de A. veronii bv veronii, 4,20% de A.
sobria, 4,20% de A. trota, 1,31% de A. schubertii, 1,31% de A. jandaei, 0,52% de A.
veronii bv sobria e 7,36% de Aeromonas sp.

Hirsch et al. (2006) estudaram oito tilapiculturas localizadas na regido do Alto
Rio Grande, Minas Gerais, para avaliarem a ocorréncia de Aeromonas spp. Os
autores utilizaram o plagueamento em TSA-ampicilina (10 mg/l) e isolaram nove
espécies de Aeromonas: A. jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A.
eucrenophila, A. veronii bv veronii, A. schubertii, A. media, além de Aeromonas

atipicas.

2.3.3.3 Bioquimica

As linhagens de A. hydrophila possuem metabolismo respiratério e
fermentativo, sendo capazes de fermentar a glicose com produgdo de gas,
apresentam reacgao positiva para catalase, reduzem o nitrato a nitrito, resistem ao
agente vibriostatico O/129 na concentragéao de 10 e 150 ug/mL (VARNAM; EVANS,
1996)

Resposta positiva € verificada para lisina descarboxilase, arginina diidrolase,

indol, acetoina, hidrolise da gelatina, amido, arginina, lactato, manitol e serina,
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acidificagcao da galactose, maltose e trealose. Resposta variavel, é obtida nos testes
de hidrdlise da esculina, acidificacdo de arabinose, da sacarose ou da salicina,
assimilagao do cis-aconitato, da L-arabinose, do aspartato, da frutose, da glicina, do
isobutirato, da alfa-metil-manoside e do acido urocanico (HOLT, 1994, ISONHOOD;
DRAKE, 2002, PALUMBO et al., 2001, VARNAM; EVANS, 1996).

Varnam e Evans (1996) definiram bioquimicamente as Aeromonas spp. como
oxidase e catalase positivas, capazes de oxidar e fermentar a glicose. Além destas
caracteristicas, em Holt (1994), Isonhood e Drake (2002) e Varnam e Evans (1996)
foi citada a capacidade de fermentar outros carboidratos como a frutose, a maltose
e a trealose, com produgao de acido e gas. Palumbo et al. (2001) acrescentaram
que estas bactérias possuem a capacidade de produzir exoenzimas (amilase,
protease, fosfolipase e Dnase) além de resisténcia ao agente vibriostatic O/129.

As Aeromonas spp. podem ser diferenciadas dos géneros Pseudomonas,
Shigella, V. fluviaslis, V. cholera e V. mimicus, através das provas de: oxidase,
fermentagdo da glicose, producdo de gas a partir da glicose, reagcado do citrato,
producdo de acido a partir do manitol, motilidade e sensibilidade ao agente
vibriostatic O/129. Uma das principais provas na identificagcdo das Aeromonas spp.
€ a oxidase, permitindo diferencia-la da familia Enterobacteriaceae, que sao
negativas neste teste. Enquanto que, a resisténcia ao agente vibriostatic O/129 (10
e 150 ug), permite diferencia-las dos Vibrio spp., que normalmente sao sensiveis. A
distingao entre a Aeromonas spp. e a Shigella spp. se da pelas provas de oxidase e
motilidade, apresentando resultados positivos para o género Aeromonas, enquanto
que a fermentagcdo da glicose e a produgcdo de acido do manitol permitem
diferencia-las das Pseudomonas spp., que sdo negativas para as duas provas
(VARNAM; EVANS, 1996).

Para diferenciagdo entre as espécies de Aeromonas spp., Palumbo et al.
(2001) descreveram a utilizagdo das provas de descarboxilagdo da ornitina e da
lisina, diidrolise da arginina, hidrolise da esculina, produgdo de gas da glicose,

Voges-Proskauer, indol, uso da arabinose e produg¢ao de acido do manitol.
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2.3.3.4 Patogenicidade e viruléncia

Foi verificado nos ultimos vinte anos, uma tendéncia do reconhecimento da
implicacdo de Aeromonas spp. mesofila em processos patologicos gastrintestinais,
septicemias, meningites, pneumonias, endocardites, Uulceras de cornea,
endoftalmites, peritonites, celulites. Os sintomas geralmente descritos nos
processos gastrintestinais sdo de diarréias aquosas, dor abdominal, febre baixa,
nauseas, vomitos e calafrios, cujo periodo de incubagao ocorre de 24 a 48 horas e a
incidéncia variando de acordo com as condi¢cdes socioecondmicas do pais afetado.
Sao geralmente processos autolimitantes associados principalmente a pacientes
pediatricos ou imunodeprimidos. Varias espécies de Aeromonas sao citadas como
produtoras de uma ampla gama de toxinas, cuja fungcdo ndo esta completamente
esclarecida. O desenvolvimento de infecgdes produzidas por Aeromonas spp. sao
relatadas como decorréncia da presenca de toxinas pré-formadas nos alimentos
e/ou ao consumo de alimento cru contaminado (ELEY et al., 1993, FRANCO;
LANDGRAF, 1996, GARCIA-LOPEZ et al., 2004, MERINO et al., 1995, MURRAY et
al., 2000, SANTOS et al., 1999).

Conforme relatado por Falgas (2003), a Aeromonas spp. pode se espalhar
por todo o organismo causando infecgao generalizada em pessoas com o sistema
imune comprometido. Os individuos que sofrem de leucemia, carcinoma e cirrose,
assim como aqueles tratados com drogas imunossupressivas ou que estejam sendo
submetidos a quimioterapia, sao considerados pacientes de risco, sendo propensos
a infecgdes por Aeromonas spp. As espécies de Aeromonas spp. aparecem
também associadas nas infecgcbes de feridas.

O autor acima citado enfatiza que os fatores de viruléncia atribuidos as
Aeromonas spp. sao as fosfolipases, proteases, fimbrias, capsulas de
polissacarideos, entre outros.

Segundo Merino et al. (1995), dois tipos de fimbrias foram identificados:
pequenas e rigidas, que ocorrem em um grande numero de bactérias, e as fimbrias
longas e flexiveis, que ocorrem em um pequeno numero de células bacterianas e,
sdo estas estruturas que possibilitam a adesdao da Aeromonas spp. a diferentes
tipos de células.

Eley et al. (1993) e Franco e Landgraf (1996) informaram ter encontrado duas

enterotoxinas em Aeromonas spp., as citotbnicas e as citotdxicas. As citotonicas,
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que sao inativadas a 60°C por 20 minutos, provocam o arredondamento das células
da adrenal em camundongos, porém sem destrui-las. Ja a enterotoxina citotoxica,
produzida por A. hydrophila em temperaturas de 4°C, causa o ingurgitamento da
célula e morte do tecido celular.

Conforme relatado por Varnam e Evans (1996) as lecitinas e adesinas
permitem a aderéncia de glicoconjugados sobre a superficie do epitélio da mucosa
intestinal e sobre os eritrécitos. Os siderdfilos apresentam mecanismo eficiente para
retirar ferro do hospedeiro. As toxinas citotoxicas sdo as mais comumente
produzidas pela Aeromonas spp.

Santos et al. (1999), citaram que a Aeromonas spp. produz a e B
hemolisinas, e seu efeito combinado pode causar hemolise e citotoxicidade. A a
hemolisina também pode causar lise de hemacias.

Segundo Chopra et al. (2000) existem evidéncias que o inibidor do canal de
sodio, que controla a divisdo celular, também esta associado a varios fatores de
viruléncia. O inibidor do canal de sodio foi identificado em linhagens de Aeromonas
spp. Os autores supra citados postularam que este pode ter um importante papel
na patogenia causada por essas bactérias, mas como no Vibrio spp., a importancia
de tais componentes nao é completamente conhecida.

Murray et al. (2000) descreveram que entre os principais fatores de viruléncia
associados a Aeromonas spp. destacam-se as fosfolipases, que sdo patogénicas
para pescados, principalmente as glicerofosfolipases, como a acetiltransferase do
colesterol que causa lise em eritrocitos, além das proteases que sao capazes de
causar danos tissulares, invadindo o hospedeiro, permitindo desta forma o aporte de
nutrientes necessario ao desenvolvimento do microrganismo. Em estudos
realizados foram identificados trés tipos de proteases produzidas por Aeromonas
spp. as da serina termoestaveis, as termolabeis e as sensiveis ao EDTA.

Palumbo et al. (2001) relataram que a relagéo entre os fatores de viruléncia e
a capacidade de Aeromonas spp. disseminar infecgdes nao esta bem esclarecida, e
que em teste de letalidade envolvendo camundongos sadios e imunodeprimidos,
indicaram que a viruléncia de A. hydrophila e A. sobria foi maior que a de A. caviae.

Isonhood e Drake (2002) citaram que devido a falta de um modelo de
experimentagcdo animal que possibilite a identificagdo da enfermidade por
Aeromonas spp., ainda ndo se pode garantir que a existéncia de grupos especificos

sejam capazes de causar transtornos ao homem e, aparentemente somente
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algumas estirpes podem ser responsaveis por quadros de enfermidade alimentar.
Destacaram que dentre os fatores conhecidos estdo as hemolisinas, exotoxinas,
endotoxinas (lipopolissacarideos-LPS), fimbrias, sideréfilos e uma variedade de
enzimas extracelulares.

Conforme relatado por Garcia-Lopez et al. (2004), as lipases possuem
propriedades associadas com a viruléncia, sendo a glicerofosfolipideo-colesterol-
aciltransferase (CGAT) que é encontrada em Aeromonas spp. e Vibrio spp.,
possuidora de propriedade de lise de membrana celular e de eritrocitos.Informaram
que uma patologia parecida com a célera e outra que se desenvolve como
disenteria caracterizada por fezes aquosas, sanguinolentas e com muco, foi
associada a presencga de A. hydrophila.

Em experimento realizado por Johnson e Lior (1981), envolvendo estirpes de
A. hydrophila isoladas a partir de material humano, foi possivel verificar a incidéncia
de producgao de citotoxina em 81% das estirpes isoladas de fezes e 44% de material
extra-intestinal.

Segundo O’Reilly e Day (1983), quando em presenga de microbiota lactica
competidora, como o Lactococcus lactis, o crescimento e a produgao de proteases
pela A. hydrophila podem ser inibidos. As proteases (metalopeptidase e peptidase
séricas) produzidas em condi¢des otimas de temperatura, pH e potencial redox sao
capazes de causar danos teciduais, prejudicando o sistema de defesa do
hospedeiro, e algumas ainda atuam na ativagao de toxinas.

Sanyal et al. (1983), estudaram quarenta linhagens de A hydrophila
enterotoxigénicas isoladas de diferentes origens (fezes diarréicas e sadias e do
meio ambiente), as quais apresentaram propriedade de aglutinacdo em hemacias
humanas e de outros animais. Verificaram que as linhagens estudadas,
provavelmente, possuiam diferentes combinacdes de sitios de polissacarideos que
intermediavam a sua aderéncia.

Os autores supra citados, verificaram ainda que, a hemaglutinina foi bem
evidenciada, quando as amostras foram incubadas a 37°C e facilmente detectadas
quando testadas a 25°C, sendo que essas linhagens apresentavam fimbria
morfologicamente semelhante a da A liquefacians (pequena e fina), mas numerosa
como a da E. coli. Mais de uma estirpe foi fortemente hemaglutinadora com sangue
humano tipo “O” e hemacias de cobaia, um fenébmeno geralmente observado com E.

coli enterotoxigénica. Colwell et al. (1997) relataram que a membrana plasmatica
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dos eritrocitos contém uma glicoproteina de 47 kDa que liga o canal de formagao
toxina aerolysin, com alta afinidade, e representa a sensibilidade destas células a
toxina.

Janda (1991) relatou que estirpes invasivas de A. hydrophila estavam
associadas a casos de disenteria, indicando um mecanismo de invasao tecidual,
que ainda necessitava de estudos para esclarecer o mecanismo de agéo.

Um unico bacteriofago de A. hydrophila sorotipo O:34 foi isolado, purificado e
caracterizado por Merino et al. (1992). A caracterizagdo quimica confirmou que o
receptor de superficie dessa bactéria era o antigeno-O polissacaridico, componente
do lipopolissacarideo especifico do sorotipo O:34. O alto peso molecular da fragao
lipopolissacaridica (enriquecida no antigeno O), pode inativar o bacteriofago PM1
Fago-resistente (que tem resisténcia ao Fago). Os autores isolaram mutantes Fago-
resistentes, os quais descobriram ser destituidos de lipopolissacarideo antigeno-O.
Nenhuma outra molécula de superficie celular foi envolvida no Fago-ligacao (ligacao
do Fago). O espaco (area de agao) do bacteriofago PM1 foi descoberto por ser bem
estreito, produzindo placas somente em presenga de A. hydrophila sorotipo O:34.

Conforme relatado por Merino et al (1995) a resisténcia a acgdo do
complemento favorece a patogenia, pois frente as bactérias Gram-negativas o
complemento é ativado, tanto pela via de ativagdo do complemento classica (CPC)
como pela alternativa (APC) ou por ambas simultaneamente. No caso da A.
hydrophila sorogrupo O:34, que é resistente a agao bactericida do complemento, sé
€ ativada a via do CPC

Albert et al. (1995) citaram que a estrutura e a composi¢cdo genética da A.
hydrophila s&o responsaveis pela sua toxicidade, sendo os fatores de viruléncia: o
gen enterotoxina citotoxica (Ato), que € um polissacarideo e um dos principais
fatores que fazem essa espécie patogénica; as enterotoxinas citotbnicas “Heat-
labile” (Alt) e as enterotoxinas citotdnicas “Heat-stable” (Ast) que também s&o genes
que contribuem para a toxicidade.

Aguilar et al. (1997) identificaram dois gens, o orf1 e o orf2, sendo que o
gen orf1 apresentou uma elevada homologia com o gen wca de Klebsiella
pneumoniae K2, e o gen orf2 com o gen wcad da E. coli K12, levando a conclus&o
que esses genes da A. hydrophila sorogrupo O:34, estdo associados ao mecanismo

que origina a capsula polissaridica.
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Os sorogrupos 0:34 e 0O:11 da A. hydrophila geram uma capsula
polissacaridica em lisado de visceras de pescado, simulando o crescimento in vivo
(MERINO et al., 1997).0u em crescimento em meios ricos em glicose (MARTINEZ-
MURCIA, 1999)

Rall et al. (1998), detectaram a producéo de enterotoxina citotoxica, em 67%
das estirpes de A. sobria, em 60% das estirpes de A. hydrophila e em 40% das de
A. caviae, isoladas de peixes “Pintado” coletados no comércio de Sao Paulo e
inoculadas em camundongos recém-nascidos. Em relagdo a produgdo de
enterotoxina citotdnica, 17% das estirpes de A. sobria, 20% das de A. caviae e
nenhuma das de A. hydrophila foram positivas in vivo e, todas as estirpes
analisadas apresentaram resultados negativos em cultura de célula Hep-2. Os
autores observaram também que as estirpes isoladas eram sensiveis a maioria dos
antimicrobianos testados.

Merino et al. (1999) citaram que além da aerolisina, do glicerofosfolipideo
(aciltransferase do colesterol - CGTA) e da protease da serina, a hemolisina
também é um dos fatores que contribui para a patogenia da A. hydrophila.
Relataram ainda, como caracteristica patogénica dessa espécie, a capacidade de
digerir a gelatina, a hemoglobina e a elastina; assim como a presenca de fimbrias
(pili) que facilitam a adesdo dessa bactéria nas células do hospedeiro. Afirmaram
que o Act e a aerolisina sdo ativados quando a A hydrophila adere as células, e
tanto o homem como o pescado possuem receptores mucosos, facilitando a
aderéncia direta nas células. Complementando, comentaram que a capacidade
dessa bactéria circular através da corrente sanguinea, podendo atingir todos os
orgaos, facilita a disseminacgao, justificando desta forma o potencial de viruléncia
dessa espécie.

Conforme relatado por Murray et al. (2000), as ligagdes S sdo uma
propriedade patogénica dos microrganismos, tanto os Gram + como os Gram —,
sendo encontradas nas subunidades de glicoproteinas, e atuando sobre as paredes
celulares das bactérias, via lipossacarideos, aumentando a capacidade de adeséao e
a colonizagao na mucosa intestinal.

Os autores supra citados, afirmaram que a A. hydrophila sorotipo O:11
apresenta esta propriedade, pois as fimbrias encontradas nesta bactéria, que sao
nao filamentosas, apresentaram a habilidade de produzir capsulas de

polissacarideos, intensificando a capacidade de adesdo a superficie dos tecidos.



77

Ressaltaram que os efeitos enteropatogénicos destas capsulas, ainda nao estao
esclarecidos, mas tratar-se de uma estrutura formada por polissacarideos e
polipeptidios, que recobre a membrana externa da bactéria. Esta estrutura é
importante para a sobrevivéncia da bactéria dentro do hospedeiro, ja que promove a
resisténcia a acdo do complemento, podendo atuar como barreira frente as
moléculas hidrofébicas toxicas como os detergentes, e ajudam na aderéncia a
outras bactérias ou aos tecidos do hospedeiro.

Segundo Chopra et al. (2000), o gen citotdéxico aerolisina, relacionado a
enterotoxina (Ato), além da habilidade de lisar hemacias, pode causar danos aos
tecidos. Outra funcdo relatada foi a ativagdo do acido araquidonico (AA),
aumentando a producéo de AMPc dos macréfagos.

Por via intramuscular, Boijink e Brandao (2001), inocularam as suspensdes
salinas de 1,3 X 10° e 3,5 X 10* UFC de A. hydrophila/mL, em juvenis de jundia
(Rhamdia quelen). A partir do momento da inoculagao foi observado que os peixes
tiveram seu comportamento alterado, permanecendo estaticos no fundo da caixa e
apresentando 100% de mortalidade em 24 horas.

De acordo com Isonhood e Drake (2002) e Garcia-Lopez et al. (2004), o
antigeno LPS - O da A. hydrophila desempenha um importante papel na adesao do
microrganismo as ceélulas da mucosa intestinal. Citam que pesquisas recentes
demonstraram que estirpes contendo o antigeno LPS — O, s&o mais virulentas
quando crescem em baixas temperaturas. Enfatizaram que enzimas extracelulares
como proteases, DNases, elastases, lecitinases, amilases, gelatinases e citinases,
apresentam importancia no mecanismo de patogenia de Aeromonas spp.

Segundo Falgas (2003), a A. hydrophila apresenta dois tipos de
enterotoxinas citotbnicas classificadas em: termolabeis e termoestaveis. As
enterotoxinas termolabeis sao resistentes a 56°C durante 10 minutos, sdo capazes
de causar o aumento da secregcdo de fluidos em animais de experimento,
apresentam tamanho de 44kDa, sdo biologicamente ativas in vitro e in vivo, e foram
isoladas em casos de diarréias produzidas por A. hydrophila. Informa que essas
toxinas elevam os niveis de AMPc e prostaglandinas. Outra enterotoxina descrita
pelo autor apresenta as seguintes caracteristicas: sdo termoestaveis, resistindo a
temperatura de 100°C por 30 minutos, possuem tamanho de 70 kDa, ndo aumentam
os niveis de AMPc nem de prostagladinas nas células, mas causam acumulo de

fluidos, além de reagir com as toxinas anticoléricas.
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Conforme relatado por Abrami et al. (2003), a hemolisina alfa que se forma
em temperaturas menores que 37°C, durante a fase de crescimento estacionario da

Aeromonas spp., ocasiona hemolise incompleta dos glébulos vermelhos

2.3.4 Tipo de Alimentos e Reservatorios Envolvidos

Os diversos tipos de pescado, tanto de agua doce, quanto marinhos e
estuarinos, eram tidos como o0s unicos alimentos susceptiveis a contaminagao por
Aeromonas spp., mas na atualidade, devido ao numero crescente de pesquisas
realizadas envolvendo outros tipos de alimentos (queijo, frango, carne bovina,
hortalicas etc.), verifica-se que qualquer alimento, in natura ou processado, esta
sujeito a contaminagdo por este agente microbiano. O estudo da ocorréncia de
Aeromonas spp. em produtos de origem vegetal, principalmente legumes e
hortalicas, ndo tém sido enfatizado, e por serem produtos normalmente consumidos
In natura, o perigo da contaminagdo do consumidor é maior. A agua seja tratada ou
nao, de uso industrial ou doméstico, de cultivo, lagos, rios, etc. tém se mostrado
como o principal fator na disseminagado de Aeromonas spp.

Garcia-Lopez et al. (2004) descreveram que a Aeromonas spp. pode
sobreviver em aguas cloradas, se outros fatores de crescimento como temperatura
maior que 14°C, fontes de carbono orgénico e fitoplanctons estiverem presentes.
Ressaltaram que como varias espécies de Aeromonas spp. produzem toxinas,
responsaveis por ETA, faz-se necessario o estudo de sua ocorréncia nos alimentos
in natura e processados, principalmente no pescado, visto ser o maior vetor de

propagacao a agua, habitat desta bactéria.

2.3.4.1 Agua

Conforme relatado por Huys et al. (1997), o habitat mais comum das
Aeromonas spp. sdo os ambientes aquaticos. A incidéncia desse género, tanto em
aguas de abastecimento cloradas e nao cloradas, como em aguas engarrafadas,

tem especial relevancia para a saude publica.
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Abeyta et al. (1990) e Palumbo (1996) citaram que a Aeromonas spp.
apresenta ocorréncia amplamente difundida no meio ambiente, fazendo parte da
microbiota normal da agua.

Kirov (1993) concluiu que existem evidéncias de que algumas linhagens de
Aeromonas spp. sao enteropatogénicas, possuindo habilidade de produzir
enterotoxinas, citotoxinas, hemolisinas e/ou habilidade de invadir células epiteliais.
Obsevaram que as linhagens possuidoras destas caracteristicas sdo contaminantes
comuns de agua potavel e de uma grande diversidade de alimentos. Ressaltaram
que o contato ou consumo de agua contaminada, especialmente no verdao, € um
grande fator de risco para gastrenterites associadas a Aeromonas spp.

Em 1990, Havelaar et al. relataram que naquela época, na Holanda ja havia a
indicagdo de que a quantificagdo de Aeromonas spp., se tornasse analise de rotina
e fosse utilizada como indicador de qualidade dos sistemas de distribuicdo de agua,
sendo estabelecido como padrao maximo 200 UFC/100 mL.

Segundo Joseph e Carnahan (1994) e Joseph e Carnahan (2000), nos
Estados Unidos da América, o género Aeromonas foi incluido na lista de
microrganismos a serem investigados, em amostras de agua destinadas ao
consumo humano.

A RDC n° 12, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ndo faz
referéncia em relagcdo a pesquisa, identificagdo e/ou quantificacdo desse género,
nem nas aguas (de abastecimento ou ndo) e nem em alimentos (BRASIL, 2001).

Ghenghesh et al. (2001) descreveram pesquisa realizada na Libia, quando
analisaram 1000 amostras de agua potavel, identificando a presenga de Aeromonas
spp. em 48,7% das amostras, sendo isoladas as espécies A. hydrophila, A. caviae,
A. sobria e estirpes atipicas.

Conforme relatado por Palumbo et al. (2001), a A. hydrophila pode ser
encontrada em muitos nichos ecoldgicos, sobretudo em aguas, seja de rios e lagos,
poluidas ou ndo, ou até mesmo em agua salina, onde pode alcangar contagem de
uma até 10* UFC /mL.

Souza e Souza (2001), realizaram pesquisa de microrganismos na agua do
rio Congonhas, no municipio de Sertaneja, no Estado do Parana, Brasil, verificando
a presenca de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Aeromonas spp.,
Enterobacteriaceae, Bacillus spp. e Flavobacterium spp., sendo predominante os

géneros Flavobacterium spp. e Acinetobacter spp. Os niveis de Aeromonas spp.



80

variaram entre 3,1x 10% a 1,0 x 10® UFC/mL. Verificaram através da realizacado do
teste de sensibilidade aos antimicrobianos, menor resisténcia para a oxitetraciclina.

Garibay et al. (2006) analisaram 40 fontes hidricas ambientais isolando 45%
de A. hydrophila e 10% de A. veronii bv sobria.

O guia para qualidade da agua potavel, da Organizagédo Mundial da Saude
(OMS), recomenda a pesquisa de Aeromonas spp. na agua potavel, visando
garantir a sua qualidade, principalmente em locais onde haja a probabilidade de
risco (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Em aguas residuais de tratamentos de esgoto e industriais, a Aeromonas spp.
também pode ser encontrada em numeros que variam entre 10’ e 10° UFC/mL
(LECLERC et al., 2002 e VARNAM; EVANS, 1996).

A ocorréncia de bactérias do género Aeromonas em amostras de agua
industrial (abastecimento/residuaria), obtidas em matadouro bovino, foi avaliada por
Rossi Jr. e Nader Filho (2000). Ao analisarem 30 amostras de agua representativas
de cada tipo, isolaram bactérias do género Aeromonas em 10 (33,33%) amostras de
agua dos currais, em 10 (33,3%) amostras de agua residuaria da lavagem das
carcagas, porém nas amostras de agua de abastecimento das instalagbes os
autores nao observaram crescimento do género. As espécies isoladas foram A.
hydrophila em duas (2,2%) e A. caviae em 19 (21,1%) das amostras. Uma estirpe
considerada atipica foi isolada da agua dos currais. Os resultados evidenciaram que
a agua dos currais pode ser uma importante fonte de contaminagéo, principalmente
na superficie corporal do animal, de onde as Aeromonas spp. podem ser
disseminadas para a sala de matanca.

Bizani e Brandelli (2001) ao investigarem a ocorréncia de Aeromonas spp.
em 70 amostras de agua de abatedouro bovino, identificaram o género em 21,4%
das amostras avaliadas. A A. hydrophila foi isolada de 11,4% das amostras de agua
de abastecimento e de 25,7% da agua escoada de carcagas, a A. sobria, somente
foi isolada em 5,7% das amostras de agua de abastecimento. Apesar dos autores
terem observado maior frequéncia do género na agua escoada das carcagas
somente a espécie A. hydrophila foi isolada. A investigacdo do fator de viruléncia
revelou reagdo positiva de hemdlise e hemaglutinagdo. Concluiram que a
Aeromonas spp. que estava presente no sistema de agua de abastecimento poderia
ser um agente potencial de contaminacédo de carcagas e portanto, faciimente

difundida nos alimentos derivados.
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Gonzalez et al. (2001) enfatizaram que mesmo de aguas supostamente
limpidas, a Aeromonas spp. pode ser levada ao animal e, multiplicar-se em
temperaturas normais de estocagem do pescado.

Costa e Rossi Jr. (2002) analisaram diversas amostras de diferentes locais do
fluxograma de abate de frangos e isolaram Aeromonas spp. em 80% das amostras
de agua de pré-resfriamento das carcagas. As espécies identificadas foram: A.
hydropila , A. sobria, A. caviae, A. veronii e A. trota. Os autores n&o identificaram
Aeromonas spp. na agua de abastecimento da industria nem na agua do tanque de
escaldagem. Segundo os autores esse resultado indicou que, independente do
controle higiénico-sanitario adotado pela industria, as carcacas de frangos foram
contaminadas na sua obtencdo (na fase de evisceragdo), 0 que provocou O
aparecimento de Aeromonas spp. nhas carcagas resfriadas e prontas para a

comercializacao.

2.3.4.2 Animais

Gorden et al. (1979) relataram o isolamento de A. hydrophila em 6rgaos
internos de nove jacarés (Alligator mississippiensis) adultos, no sudoeste dos
Estados Unidos. Essa bactéria estava presente na cavidade oral de 85% dos
animais.

Varnam e Evans (1996) citaram que a correlagdo entre o consumo de
moluscos e a ocorréncia de surtos envolvendo A. hydrophila nos Estados Unidos da
América teve como causa a natureza filtradora dos moluscos bivalves, que podem
albergar grandes quantidades de microrganismos.

Tsai e Chen (1996) e Isonhood e Drake (2002) ressaltaram que devido ao
habitat da A. hydrophila ser a agua, a contaminagao de peixes, ostras, mexilhdes,
caranguejos e camardes € comum e de grande importancia sanitaria.

Rall et al. (1998) avaliaram peixes “Pintado” coletados no comércio de S&o
Paulo e encontraram Aeromonas spp. em 48% das amostras, quando isoladas pelo
método do plagueamento direto. Quando usado o método presencga/auséncia a
porcentagem de positividade foi de 42%. A espécie mais frequente foi A. caviae,

seguida por A. hydrophila e A. sobria.
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Lehane e Rawlin (2000) enfatizaram que as infecgbes por Aeromonas spp.
ocorrem tanto em peixes de agua doce quanto de agua marinha, sendo mais
afetados os oriundos de aquicultura.

Souza e Souza (2001) realizaram estudo na microbiota dos peixes do rio
Congonhas, no municipio de Sertaneja no Estado do Parana, Brasil. Em 44% dos
peixes analisados além da Aeromonas spp., que foi a mais frequente, isolaram os
seguintes géneros: Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Enterobacteriaceae,
Micrococcus spp., Bacillus spp. e Lactobacillus spp.

Pereira (2003) avaliou amostras de mexilhées isolando 568 estirpes
microbianas. Das 372 estirpes de Aeromonas spp. isoladas, foram identificadas as
espéecies A. media 31,1%; A. hydropila 15,5%; A. caviae 14,8%; A. veronii bv
veronii 11,6%:; A. veronii bv sobria 0,52%.

Objetivando verificar a capacidade enterotoxigénica de estirpes de
Aeromonas spp. isoladas em diferentes amostras de locais do fluxograma de abate
bovino, Rossi Junior et al. (2001) testaram 102 estirpes (18 da espécie A.
hydrophila, 65 de A. caviae e 19 de A. atipicas), procedendo testes de inoculagcéo
intragastrica em camundongos lactentes e em alga intestinal de coelho. Revelaram-
se como produtoras de enterotoxina trés (16,7%) estirpes da espécie A. hydrophila
originarias das maos do manipulador antes que ele iniciasse suas atividades, da
carne desossada pronta para o consumo e, uma (1,5%) da espécie A. caviae,
também isolada das maos do manipulador. Os resultados preocuparam os autores
em virtude de tratar-se de industria de alto nivel higiénico-sanitario.

Costa e Rossi Jr. (2002) analisaram oito pontos diferentes do fluxograma de
abate de frangos, objetivando identificar a contaminagcdo da carne de frango por
Aeromonas. De cada ponto foram coletadas 25 amostras, sendo isoladas
Aeromonas spp. em nove (36%) amostras de penas, em 14 (56%) de fezes, em 18
(72%) de carcagas n&o evisceradas, evisceradas e resfriadas e em 20 (80%) de
agua do pré-resfriamento. Foram identificadas as espécies, A. hydrophila em 39
(15,2%) amostras, A. sobria em 69 (26,9%), A. caviae em 87 (34%), A. veronii em
18 (7%), A. schubertii em trés (1,2%), A. trota em duas (0,8%) e A. jandaei em uma
(0,4%). Segundo os autores os resultados indicam que as fezes e as penas podem
desempenhar papel significativo na disseminagdo desse microrganismo em todas

as fases do abate, inclusive em carcacas resfriadas e prontas para a
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comercializagao, determinando risco a saude do consumidor, ainda que nao tenham
observado contaminagao na agua de abastecimento e de escaldagem.

Zanella et al. (2004) ao analisarem 23 amostras de fezes de aves
constataram a presenga de Aeromonas spp. em seis amostras (26,08%), as quais
demonstraram possuir atividade hemaglutinante.

Hirsch et al. (2006) estudaram oito tilapiculturas localizadas na regido do
Alto Rio Grande, Minas Gerais. De cada propriedade coletaram amostras de peixes,
de agua do tanque e do abastecimento do sistema. Realizaram plaqueamento em
TSA-ampicilina (10 mg/L) e as amostras de rim dos peixes foram cultivadas em
Agar Sangue de cavalo a 5%. Obtiveram 75 col6nias isoladas de nove espécies de
Aeromonas: A. jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila,
A. veronii bv veronii, A. schubertii, A. media, além de Aeromonas atipicas. Do total
isolado, oito foram provenientes da superficie corporea de peixes, 14 da agua de
abastecimento e 53 da agua do tanque. Nao houve isolamento a partir dos

espécimes de parénquima renal.

2.3.4.3 Alimentos

A A. hydrophila é encontrada frequentemente no pescado. Também
existem relatos da sua ocorréncia em amostras de carnes vermelhas e de aves
domésticas, queijo minas frescal, hortali¢cas, entre outros.

Como o conhecimento acerca dos mecanismos da viruléncia da A.
hydrophila ainda n&do esta devidamente esclarecido, presume-se que nem todas as
linhagens sejam patogénicas. Numerosos estudos tem investigado a incidéncia de
Aeromonas spp., como parte de um conjunto de microrganismos que podem estar
presentes em diversos alimentos afetando a sua qualidade e seguranga (COSTA;
ROSSI Jr., 2002, DOHERTY et al.,, 1996, GARIBAY et al., 2006, ISONHOOD;
DRAKE, 2002, HANDFIELD et al., 1996, PALUMBO ,1996, PALUMBO et al., 2001).

Desde 1993, Kirov ja relatava que alimentos contaminados com Aeromonas
spp. podem veicular infecgbes. Algumas linhagens tém sido encontradas nos
alimentos e apontadas como causadoras de DTA resultante, ndo s6 da colonizagao,
mas também devido aos fatores de viruléncia e, de possiveis intoxicagdes causadas

pela ingestdo de alimentos estocados sob refrigeragao.
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Callister et al. (1987) ao analisarem amostras de hortalicas, incluindo
brécolis, alface, aipo, espinafre entre outros, coletados em supermercado e
armazenados por 12 dias a 15°C, isolaram 92% de Aeromonas spp., sendo que 6%
foram identificadas como A. caviae e 1% de A. hydrophila.

Varnam e Evans (1996) citaram a presencga de A. hydrophila em alimentos de
origem vegetal como broécolis, espinafre, alface e salsa.

Alcides et al. (1999), detectaram a ocorréncia de Aeromonas spp., em
amostras de alface, salsa e agrido mantidos a 5°C, resistentes a gentamicina e ao
trimetoprim.

Conforme observagao de Palumbo (1996) e Palumbo et al. (2001), a
presenca de Aeromonas spp. nos alimentos tem sido atribuida ao contato do
alimento com agua contaminada.

Kirov (1993) e Kirov (1997) relataram que alguns autores consideram que
Aeromonas spp. deveria ser incluida na listagem de microrganismos que podem
atuar como agentes causadores de toxiinfecgdes alimentares.

Ingham (1990) e Merino et al. (1995) concluiram que, apds o isolamento
deste microrganismo em alimentos embalados a vacuo, a presenga de O, exercia
pouca influéncia sob o crescimento de A. hydrophila.

Palumbo (1996) ressaltou que estes microrganismos sobrevivem durante
grande periodo de tempo quando estocados sob temperaturas de refrigeracéo (4 a
7°C).

Costa e Rossi Jr., (2002), Doherty et al. (1996), Isonhood e Drake (2002),
Palumbo et al. (2001), Tsai e Chen (1996), referiram-se a presencga de A. hydrophila
em varios tipos de alimentos de origem animal, como carne suina, bovina, ovina,
aves, leite cru, e pescado.

Bulhdes e Rossi Junior (2002) analisaram 160 amostras de queijo-de—minas
frescal artesanal, adquiridas no comércio varejista dos municipios de Pogos de
Caldas - MG e Jaboticabal — SP, a fim de verificar a ocorréncia de bactérias do
género Aeromonas no produto. Oitenta e duas (51,2%) encontravam-se
contaminadas pelo microrganismo, com populacdes que variavam de 5,0 x 10° a
4,0 x 10° UFC/g. Foram identificadas as espécies A. hydrophila, A. caviae, A.
schubertii, além de estirpes consideradas atipicas. Os autores concluiram que
bactérias do género Aeromonas podem ser veiculadas através do queijo-de-minas

tipo frescal artesanal e este fato devia servir de alerta aos servigcos de saude
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publica.

Conforme relatado por Isonhood e Drake (2002), A. hydrophila parece nao
resistir aos tratamentos tecnolégicos geralmente utilizados no processamento de
alimentos, pois além de ser termosensivel, ndo cresce em pH abaixo de 5,0 ou em
concentragao de NaCl acima de 3,5%, sobretudo em combinagao com polifosfatos.

De um total de 221 espécies do Aeromonas isoladas no México por Garibay
et al. (2006), vinte foram oriundas de alimentos, sendo identificadas 55% de A.
hydrophila e 90% de A. veronii bv sobria.

2.3.4.4 Infecgdes em humanos

2.3.4.4.1. Intestinais

A Aeromonas spp. atualmente & considerada patdbgeno emergente, e tém
sido isoladas e indiciadas como agente etiologico em varios processos infecciosos.

Segundo Champsaur et al. (1982), a gastrenterite causada por Aeromonas
spp. pode ser caracterizada por diarréia aquosa, que ocorre em 75% dos casos, ou
por disenteria.

Conforme relataram Borsh et al. (1974) e Sugita et al. (1995), a Aeromonas
spp. pode ser encontrada na microbiota de carater transitério, nas fezes de
humanos, de animais terrestres e aquaticos, sendo que este habitat parece nao
merecer importancia em saude publica, ficando a agua utilizada nas industrias de
beneficiamento como principal responsavel pelas contaminagdes de alimentos.

Nojimoto et al. (1997), isolaram A. caviae (7,7%); A. salmonicida (6,6%); A.
sobria (4,3%); A. hydrophila (2,2%) e A. achromogenes (1,1%), em 72 fezes
diarréicas de criangas menores de cinco anos no periodo de 1995 a 1996.

Borrell et al. (1998), citaram que do ponto de vista geografico, a frequéncia de
Aeromonas spp. em fezes com sintomatologia diarréica, oscilava entre 80% no
Canada a 0,18% na Dinamarca. Os paises com alta frequéncia eram o Peru
(52,4%), a Tailandia (18% a 31%), o Japao (11,1%), a Australia (11%) e a Inglaterra
(11%).
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Atkins e Cleary (2000) observaran que a gastrenterite causada por A.
hydrohpila e A. sobria tende a ser aguda e autolimitada, enquanto a diarréia causada
por A. caviae além de crbnica e intermitente, pode durar semanas.

Isonhood e Drake (2002) caracterizaram como grupos considerados de risco
quanto a infecgao por A. hydrophila, as criangas, os idosos e 0s imunodeprimidos.

Entre os anos de 1979 a 2002, Ferran et al. (2004), analisaram 75 episodios
de bacteremia por Aeromonas spp., ocorridos em pacientes idosos (maiores de 65
anos) e hospitalizados. Compararam episodios de bacteremia monomicrobial
causadas por Aeromonas spp. (n=54), com as causadas por E. coli (n=108) e
Pseudomonas aeruginosa (n=108), para avaliar as diferengas na apresentacao
clinica e suas consequéncias. Dos 75 episoddios de bacteremia por Aeromonas spp.
apresentavam-se doentes 72% dos pacientes, destes 36% sofriam de doenca
cronica, 33% de neoplasia. Do total de doentes, 52% apresentaram dor abdominal,
dos quais 40% foram diagnosticados como bacteremia primaria, ocorrendo
fatalidade em 36%. Vinte e dois episodios avaliados foram de pacientes
hospitalares, em 36 (48%) pacientes idosos observaram que 21 (28%)
apresentaram infecg¢ao polimicrobial.

Zanella et al. (2004) avaliaram 12 amostras de fezes de trabalhadores de
aviarios e 12 amostras controle de pessoas da comunidade. Em 14,81% das
amostras dos trabalhadores isolaram Aeromonas spp., sendo 44,4% A. hydrophila,
33,3% A. sobria e 16,6% A. caviae. O grupo controle apresentou resultado negativo
para esta bactéria. Quanto aos fatores de patogenicidade, 61,1% apresentaram os
cinco fatores de patogenicidade, sendo a atividade hemaglutinante identificada em
todos os isolados; 83,3% apresentaram atividade hemolitica; 66,6% foram
detectadas a atividade lipolitica e a atividade proteolitica e, 61,1% eram formadores
de biofilmes. Os autores concluiram que a ocorréncia de espécies patogénicas de
Aeromonas spp. em fezes de trabalhadores de aviarios, permite considera-la como
potencial agente causador de DTA.

Segundo Garcia-Lopez, et al. (2004), existe um crescente interesse sobre os
fatores de viruléncia da A. hydrophila e sua correlagdo com os casos de
gastrenterite humana, ja que muitos desses fatores ainda ndo foram elucidados.

Garibay et al. (2006) isolaram em 161 amostras clinicas, 20,4% de A.
hydrophila, 20,4% de A caviae e 19,25% de A. veronii bv sobria.
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Segundo Falgas (2003), a maioria dos estudos com populagao de todas as
idades, geralmente apontam a A. caviae como a espécie mais frequentemente
isolada, seguida da A. hydrophila e A. veronii. As taxas dos portadores
assintomaticos, nos paises nao tropicais sdo em torno de 1%, enquanto nos paises

tropicais € de 20%.

2.3.4.4.2 Extra-intestinais

Conforme relatado por Falgas (2006), em 1954 foi diagnosticado o primeiro
caso de septicemia por Aeromonas spp. em um paciente de 40 anos previamente
sadio, que morreu 48 horas apés o inicio do quadro clinico. A partir de entdo, o
numero de casos tem aumentado de forma progressiva. No entanto, nem todos os
casos sdo acompanhados devidamente de dados clinicos e microbiologicos, que
permitam estabelecer a prevaléncia do isolamento ou definir o poder patogénico da
espécie.

Um exemplo de meningite causado por A. hydrophila foi relatado por Qadri et
al. (1976). A infeccado ocorreu apds uma craneotomia fronto-temporal. Na época,
segundo os autores, a A. hydrophila era conhecida por causar bacteremia em
pacientes sob o tratamento com agentes imunossupressores e, no caso em questao
0 paciente era imunologicamente sadio.

Sao relatadas na literatura casos de infecgbes extra-intestinais onde o agente
causal pode ser a Aeromonas spp., tais como infecgdes superficiais devido ao
contato com aguas contaminadas, infecgdes em pacientes com processos
neoplasicos, hematologicos, com disfungdes hepatobiliares e infeccdes em
pacientes com ou sem outras enfermidades, porém em menor frequéncia sao
relatados ocorréncia de meningite, infeccdo urinaria, endocardite, osteomielite,
amidalite e otite média (JANDA; ABBOTT, 1995; JANDA; ABBOTT, 1998).

Lee et al. (1997) encontraram Aeromonas spp. has aguas de Queensland e
do Sudeste Asiatico. Os autores citam que de todas as espécies, a A. sobria é a
mais virulenta e invasiva, sendo um agente infeccioso de tecidos moles e provoca
ulcera da cdérnea. Relataram que em um paciente jovem, de 14 anos de idade,
apresentando ferimento penetrante no olho provocado por um passaro, isolaram A.

sobria. Apesar do uso de antimicrobianos pelas vias intravenosa, intravetrial e
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tépica, a endoftalmite foi irreversivel. Sugeriram entdo, que a infecgéo por A. sobria
deve ser avaliada nos ferimentos penetrantes do olho, principalmente as que
tenham relato de contato com agua.

Segundo Janda e Abbott (1998), as enfermidades mais comumente
associadas aos quadros de septicemia causada por Aeromonas spp. sao:. a
leucemia, determinados tipos de cancer (40 a 50%), as enfermidades hepatobiliares
(15 a 30%), a diabetes (3 a 5%) e desordens diversas, incluindo a pancreatite,
traumatismos, anomalias cardiacas, desordens gastrintestinais, anemia e problemas
respiratorios.

As espécies reconhecidas como causadoras de infecgdes septcémicas em
humanos sao: A. hydrophila, A. veronii bv sobria, A. veronii bv veronii, A. caviae, A.
jandaei, A. schubertii e A. trota (CARNAHAN et al., 1991; KHARDORI; FAINSTEIN,
1988, e THOMSEN; KRISTIANSE, 2001).

Em 2004, Garcia-Lopez et al. afirmaram que existe envolvimento da
Aeromonas spp. em casos de septicemia, meningite, peritonite, endocardite,

alteracdes do trato respiratério, infecgcdes oculares e sindrome urémica hemolitica.

2.3.5 Sensibilidade aos Agentes Antimicrobianos

Kumar e Dey (1986) ao verificarem a sensibilidade antimicrobiana de estirpes
de Aeromonas spp., isoladas de carpas originarias da india, observaram que as
linhagens mostravam-se mais sensiveis a tetraciclina, eritromicina e cloranfenicol.

Ellison e Mostow (1986) relataram um caso de meningite piogénica causada
por A. hydrophila em paciente com severa hepatite alcodlica, que respondeu bem a
terapia com cefotaxime e sulfato de gentamicina. A terapia antibiotica que fornece
concentragbes adequadas do CSF (Colony-Stimulating Factor, granulocitarias e
macrofagicas/granulocitarias respectivamente) deve ser considerada no tratamento
dos pacientes com septicemia por Aeromonas spp.

Neves (1989) realizou o teste de sensibilidade antimicrobiana em estirpes de
A. caviae (60%), A. veronii (14%), A. hydrophila (1%), A. sobria (1%) e A. sp. (24%),
isoladas de cinco redutos aquaticos da cidade do Rio de Janeiro, e observou os

seguintes resultados: 100% das estirpes revelaram-se sensiveis a norfloxacina,
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amoxacilina e kanamicina, 89,4% a gentamicina, 86,8% a amicacina, 75% a
nitrofurantoina, 50% ao cloranfenicol e a tetraciclina.

Nojimoto et al. (1997) isolaram A. caviae (7,7%), A. salmonicida (6,6%), A.
sobria (4,3%), A. hydrophila (2,2%) e A. achromogenes (1,1%), em fezes diarréicas
de criancas. O teste de sensibilidade antimicrobiana das espécies isoladas
apresentou maior sensibilidade a ciprofloxacina, diminuindo gradativamente com
cloranfenicol, gentamicina, ampicilina e eritromicina.

Wen-Chien et al. (1998) relataram que o género Aeromonas tem mostrado
resisténcia a um grande numero de antimicrobianos tais como: carbenicilina,
ampicilina, e cefalosporinas de primeira e segunda geragcdo. Dos mecanismos
especificos responsaveis por esta resisténcia, que ja se encontravam sob estudo
naquela época, era descrita a produgcdo de pelo menos quatro tipos de
betalactamases.

Kampfer et al. (1999), que isolaram 217 estirpes, representando as 14
espécies de Aeromonas descritas até aquela época, e submeteram-nas ao teste de
sensibilidade antimicrobiana, utilizando 69 diferentes farmacos, concluiram que nao
havia diferenga significativa entre as diferentes espécies. A maioria das estirpes
mostrou-se sensivel a tetraciclina, quinolona, cloranfenicol, nitrofurantoina,
trimetoprim, a maioria dos aminoglicosideos e das cefalosporinas. Os autores
ressaltaram que um fator que deveria ser considerado, quando se estuda a
resisténcia a diferentes farmacos, é a zona geografica originaria das estirpes, ja que
atualmente um novo padrao de resisténcia é observado em estirpes de Aeromonas
spp. de origem ambiental, normalmente relacionado a regides com elevado impacto
humano.

Goni-Urriza et al. (2000) testaram a atividade de 19 antimicrobianos em 138
estirpes de Aeromonas spp. (104 Aeromonas caviae, 22 Aeromonas sobria e 12
Aeromonas hydrophila) isoladas de agua de dois rios europeus. Verificaram
resisténcia ao acido nalidixo (59%); tetraciclina (14%); fosfomicina (8%); tobramicina
e cotrimoxazol (7%); cefotaxime (4%); cloranfenicol (2%); gentamicina (1%). A
resisténcia antimicrobiana variou de acordo com as linhagens.

Schmidt et al. (2001) afirmaram que para o tratamento das infecgdes por
Aeromonas spp., € recomendado o uso de fluoroquinolonas, ou como alternativa, o
trimetoprim+sulfametoxazol, os aminoglicosideos, imipenem, meropenem,

cefalosporinas de segunda e terceira geragdo, além das tetraciclinas.
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Classicamente, a oxitetraciclina tem sido utilizada para tratar furunculoses
provocadas por A. salmonicida. Mas os autores relatam que ja se observa um
aumento na resisténcia a este antimicrobiano pelas estirpes de Aeromonas spp. e,
diversos autores justificam este incremento devido a utilizagdo deste farmaco tanto
no tratamento de infecgdes produzidas por Aeromonas spp. como por outros
géneros bacterianos.

Ao testar a sensibilidade antimicrobiana de 40 estirpes de Aeromonas spp.,
sendo 24 de A. hydrophila, 12 de A. caviae e quatro de A. sobria, isoladas de agua
ndo tratada na Libia, Ghenghesh et al. (2001) encontraram 100% de resisténcia
para ampicilina, 95% para cefaloridine e 5% para tetraciclina. Todas as linhagens
foram sensiveis ao cloranfenicol, a gentamicina, a kanamicina, ao acido nalidixo e
ao trimetoprim+sulfametoxazol.

Bizani e Brandelli (2001), em estudo envolvendo agua de abatedouro de
bovinos, verificaram a sensibilidade antimicrobiana das 15 estirpes isoladas de
Aeromonas spp. relatando os seguintes resultados: as estirpes de A. hydrophila
mostraram sensibilidade a amicacina e tetracilcina (100%), estreptomicina (92,3%),
trimetoprim+sulfametoxazol (84,6%), cloranfenicol (76,9%), eritromicina e
trimetoprim (46,1%); as estirpes de A. sobria apresentaram 100% de sensibilidade
para amicacina, cloranfenicol, estreptomicina, trimetoprim+sulfametoxazol,
gentamicina e tetraciclina e 50% para eritromicina, lincomicina e trimetoprim.

Conforme relatado por Souza e Souza (2001), em estirpes de Aeromonas
spp. isoladas da agua e de peixes do rio Congonhas, Parana-Brasil, realizaram
teste de sensibilidade antimicrobiana. Nas linhagens isoladas dos peixes,
observaram 100% de resisténcia a ampicilina, 50% a estreptomicina e 100% de
sensibilidade a tetraciclina, ao cloranfenicol, a oxitetracicina e ao
trimetoprim+sulfametoxazol. Das linhagens isoladas da agua do rio o resultado
diferenciou apenas quanto ao comportamento frente a ampicilina que apresentou
50% de resisténcia.

Ao investigar a resisténcia antimicrobiana de estirpes de Aeromonas spp.
moveis isoladas de pacu e tilapia, Costa (2003) incluiram no experimento uma
estirpe ATCC (The American Type Culture Collection) 7966, e observaram os
seguintes resultados: resisténcia aos farmacos ampicilina, amoxacilina, lincomicina,
novobiocina, oxacilina, trimetoprim+sulfametoxazol e penicilina; sensibilidade ao

cloranfenicol, a estreptomicina e a nitrofurantoina para as trés estirpes. Encontraram
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resposta intermediaria para a eritromicina e kanamicina na estirpe de tilapia e
resposta sensivel para as estirpes isoladas do pacu e para a estirpe ATCC. Em
relacédo a rifampicina, os autores relataram que as estirpes originarias da tilapia e do
pacu foram sensiveis e a estirpe ATCC foi resistente. Para tetraciclina a resposta
observada foi que a estirpe originaria da tilapia e a estirpe ATCC foram sensiveis
enquanto que a estirpe isolada do pacu foi resistente.

Zanella et al. (2004) avaliaram a resisténcia antimicrobiana de estirpes de
Aeromonas spp., isoladas das méaos de trabalhadores de aviarios e de amostras de
aves, encontrando os seguintes indices de resisténcia: 100% para a ampicilina,
83,3% para a cefalotina, 55,5% para a gentamicina, 38,8% para a amicacina, 33,3%
para a cefoxitina e eritromicina.

Rodriguez (2004) identificou 85 estirpes do género Aeromonas, em amostras
extra-intestinais, procedentes de 11 provincias e um municipio cubano, no periodo
entre 2002 e 2003. Ao submeter estas estirpes ao teste de sensibilidade
antimicrobiano verificou resisténcia a novobiocina, a amoxacilina, a ampicilina, a
penicilina e a meticilina.

Falgas (2003) realizou estudos sobre a sensibilidade antimicrobiana in vitro,
de espécies fenotipicas de A. hydrophila, A. caviae e A. veronii, observando os
seguintes resultados: todas as estirpes foram resistentes a ampicilina; em relagéao as
cefalosporinas, observou melhor atividade da cefazolina frente a A. veronii do que A.
caviae e A. hydrophila. Dentre os aminoglicosideos, a gentamicina e a amicacina
foram mais ativas do que a tobramicina. Em relagao as quinolonas, todas as estirpes
ensaiadas foram sensiveis a ofloxacina e ciprofloxacina, enquanto que 26% das
estirpes de A. caviae, 20% das A. hydrophila e 88% da A. veronii apresentaram
resisténcia ao acido nalidixico e acido pipemidico.

Em estirpes de Aeromonas originadas de alimentos, amostras clinicas e do
ambiente, Garibay et al. (2006) isolaram espécies de A. hydrophila, A. veronii bv
sobria e A. caviae, que foram submetidas a avaliacdo da sensibilidade aos
antimicrobianos e, observaram 100% de resisténcia a ampiciina e a
ampicillina+sulbactam, enquanto que a A. hydrophila e A. veronii bv sobria foram
resisténtes a cefalotina.

Hirsch et al. (2006) estudaram oito tilapiculturas localizadas na regido do Alto
Rio Grande, Minas Gerais e isolaram nove espécies de Aeromonas: A. jandaei, A.

hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila, A. veronii bv veronii, A.
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schubertii, A. media, além de Aeromonas atipicas. As estirpes isoladas
apresentaram o seguinte perfil de resisténcia aos antimicrobianos: 93% dos isolados
foram resistentes a eritromicina, 36% a tetraciclina, 13% ao acido nalidixico, 9% 3
gentamicina, 8% a nitrofurantoina e kanamicina, 5% a norfloxacina, 4% ao

cloranfenicol e 3% as sulfonamidas.



3 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Controle de Qualidade (LCQ)
da Empresa de Pesquisa Agropecuaria do Estado do Rio de Janeiro — PESAGRO -
RIO.

3.1 MATERIAL

Foram utilizadas setenta unidades, com aproximadamente 350 gramas cada

uma, de Tilapia (Oreochromis niloticus).

3.1.1 Planejamento Experimental

As amostras de tilapia foram originarias de trés diferentes pisciculturas, de
duas regides geograficas produtoras, e foram coletadas em épocas distintas do ano.
Foram capturadas 70 (setenta) tilapias de pisciculturas localizadas nos Municipios
de Cachoeiras de Macacu e Pirai, no Estado do Rio de Janeiro, codificadas como
“‘A”, “B” e “C” seguindo a cronologia de coleta.

No municipio de Cachoeiras de Macacu, na piscicultura codificada como “A”
foram capturadas um total de 32 (trinta e duas) amostras em trés periodos distintos:
10 (dez) unidades em 07/03/2006; 20 (vinte) em 22/03/2006 e 02 (duas) em
06/04/2006. As amostras do municipio de Pirai foram originarias de duas
pisciculturas, codificadas como “B” e “C”. Na piscicultura “B” foram capturadas 20
(vinte) unidades em 14/05/2006 e na piscicultura “C” foram capturados 18 (dezoito)
unidades em 08/06/2006.
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As tilapias foram transportadas vivas, acondicionadas em embalagem de
polimero expandido com agua de cultivo e suplementacdo de oxigénio, sendo
encaminhadas imediatamente do cultivo para Laboratério de Controle de Qualidade
— PESAGRO-RIO (LCQ/ PESAGRO-RIO), onde ocorreu o abate dos animais.

3.1.2 - Preparo da amostra

A desinfeccdo do ambiente de manipulagdo na camara asséptica foi
realizada, mantendo uma placa de Petri com 20 mL de formaldeido por um periodo
aproximado de uma hora. A descontaminagao da superficie das bancadas de aco
inox foi realizada utilizando alcool 70% °INPM (porcentagem de alcool em peso ou
grau alcodlico INPM).

A dessensibilizacdo do pescado foi realizada por choque térmico com
submersdo em gelo produzido com agua destilada. Apos dessensibilizagdo, os
peixes foram lavados em agua potavel, e em seguida foram colocados em bandejas
inox para serem descabecgados, eviscerados e filetados com o auxilio de facas,
pingas, bisturi e tesouras. Todo o material utilizado no abate foi previamente
esterilizado, assim como a equipe técnica se encontrava devidamente paramentada
com jalecos, toucas, mascaras e luvas descartaveis, para evitar qualquer tipo de
contaminacgao cruzada.

ApoOs esta etapa, as tilapias foram acondicionadas individualmente em
embalagem de polimero expandido, previamente codificadas, identificadas com o

nome do produtor, data da coleta e abate.

3.2 METODO

Foram utilizadas duas metodologias para o isolamento e identificacdo de
Aeromonas spp.: “Metodologia I” segundo Varnam e Evans (1996), e “Metodologia
[I” segundo FDA (KAYSNER; DEPAOLA, 2004).

Varnam e Evans (1996) recomendam que a incubacao seja realizada em
temperatura de 28°C (temperatura 6tima de crescimento da Aeromonas spp.), e que

haja suplementacdo de ampicilina nos meios de cultivo para inibir a microbiota
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competitiva.
O método recomendado pelo FDA indica procedimentos de isolamento
utilizados para a familia Vibrionaceae, que utiliza temperatura de incubacéo de 37°C

e suplementagdo dos meios de cultivo com cloreto de sodio (NaCl).

3.2.1 Metodologia l

3.2.1.1 Enriquecimento da amostra

Foram retirados assepticamente 25 gramas de amostra, obtida de fragmentos
de varias regides da musculatura, e transferidas para saco estéril apropriado, ao
qual foi adicionado 225 mL de caldo tripitcase de soja (CASOY- BBL n° 2058)
suplementado com 10 mg de ampicilina por litro. A homogeneizagao foi realizada
com uso de “Stomacher” (Homogeneizador de amostras Logen Scientific), por dois

minutos (aproximadamente 230 batidas por minuto).

3.2.1.2 Plagueamento direto

3.2.1.2.1 Caracteristicas dos meios seletivos

O homogeneizado foi semeado, com auxilio de alga de platina, nos meios
seletivos abaixo mencionados e caracterizados. A incubagao ocorreu por 24 horas a
28°C, em estufa refrigerada.

Os seguintes meios de cultura foram utilizados: Agar Aeromonas Medium
Base (Ryan) (OXOID n° CM 0833), Agar Mac Conkey (OXOID n°® CM 0115), Agar
Sangue com hemécias de carneiro (OXOID n° CM 55), Agar GSP (MERCK n° VM
247730). Esses meios foram suplementados com 10mg de ampicilina, com excegao
do Agar Aeromonas que por indicacéo do fabricante a suplementacéo foi de 5 mg/L.

O Agar Aeromonas Medium Base, de acordo com o fabricante, é um meio
seletivo para diagnostico e isolamento de A. hydrophila. Este meio foi desenvolvido
baseado na formulagdo descrita por Ryan (1985), e € uma modificagdo do XLD

(Xilose, Lisina, Descarboxilase), que suporta o crescimento de espécies dos
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géneros Salmonella, Shigella, Plesiomonas, Proteus e Pseudomonas. Para
potencializar a seletividade do meio para A. hydrophila, foi adicionada a formulacao
ampicilina na concentragdo de 5 mg/L. Neste meio, as colénias de Aeromonas spp.
apresentam coloracao verde escuro, opacas com centro preto e de diametro de 0,5
a 1,5 mm (OXOID, 2005).

O Agar Mac Conkey possui cristal violeta, sais de bile e vermelho neutro que
inbbem o crescimento de microrganismos Gram positivos, especialmente
enterococos e estafilococos. Neste meio de cultura, a concentragcao de sais de bile é
relativamente baixa em comparagédo com outros meios, por isso sua seletividade é
pequena para Gram negativos. O vermelho neutro também funciona como indicador
de pH. A cor original do meio é rosa avermelhado, e com o crescimento de bacilos
Gram negativos, surgem col6nias de coloragdo rosea quando fermentadoras de
lactose e incolores quando nao fermentadoras de lactose (BRASIL, 2004c).

O meio de Agar Sangue oferece 6timas condi¢cdes de crescimento para a
maioria dos microrganismos. A conservagdo dos eritrécitos integros favorece a
formagado de halos de hemodlise nitidos. A coloragao original do meio é vermelha.
Quando ocorre a beta hemdlise se evidencia a presenca de halo transparente ao
redor das colénias semeadas (lise total dos eritrocitos); na alfa hemdlise evidencia-
se a presencga de halo esverdeado ao redor das colénias semeadas (lise parcial dos
eritrécitos) e na gama hemdlise (sem hemolise) observa-se auséncia de halo ao
redor das colbnias (os eritrocitos permanecem integros) (BRASIL, 2004c).

No Agar “Glutamate Starch Phenol agar base” (GSP), o glutamato e o amido
s&0 0s unicos nutrientes do meio, e a maioria dos microrganismos contaminantes
ndo é capaz de metabolizar esses componentes. O amido € degradado pela
Aeromonas spp., com producgdo de acido, que em presenga do indicador vermelho
de fenol, modifica a coloracdo do meio de vermelho para amarelo, apresentando
colonias de coloragdo amarela (MERCK, 2002).

No Agar Aeromonas Medium Base, foram selecionadas de cinco a seis
coldnias pequenas, opacas, de cor verde com ponto preto no centro, caracteristicas
de Aeromonas spp.

No Agar Mac Conkey foram selecionadas de cinco a seis colbnias que
apresentavam coloragao résea e também as translucidas, coletando desta forma as

bactérias fermentadoras e as ndo fermentadoras de lactose.
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Do Agar Sangue foram selecionadas de cinco a seis colénias pequenas,
brancas com ou sem presenga de hemolise.

Do Agar GSP foram selecionadas as colénias com as seguintes
caracteristicas morfologicas: coloragdo amarela, com a ocorréncia ou nao de
degradacao do amido, indicada pela mudanga na coloragdo do meio de cultivo.

As colbnias selecionadas foram repicadas em placas contendo os mesmos
meios de cultura, com o objetivo de se obter melhor isolamento e maior grau de

pureza.

3.2.2 Metodologia ll

3.2.2.1 Enriquecimento da amostra

Foram retirados assepticamente 25 gramas de amostra, obtida de fragmentos
de varias regides da musculatura, e transferidas para saco estéril apropriado, ao
qual foi adicionado 225 mL de Agua Peptonada Alcalina (APA), suplementado com
3% de NaCl. A homogeneizagdo foi realizada com uso de “stomacher’
(Homogeneizador de amostras Logen Scientific), por dois minutos. (velocidade

média de 230 batidas por minuto) e incubada por 24 horas a 37° C

3.2.2.2 Plagueamento

3.2.2.2.1 Caracteristicas dos meios seletivos

Com auxilio de algca de platina, foram retiradas aliquotas do tubo com
crescimento e semeadas nos seguintes meios de cultura: Agar GSP (MERCK n°.
VM 247730), Agar TCBS (MERCK n° VM347963), Agar Desoxicolato Citrato
(MICROMED n° 2123), suplementados com 3% de NaCl

Segundo o Catalogo Merck, o Agar “Thiosulfate Citrate Bile Sucrose” —
TCBS, proposto por Nakanishi e modificado por Kobayashi é usado como meio
seletivo para isolamento de Vibrio cholerae e outros vibrios enteropatogénicos. A

alta concentragao de tiossulfato e citrato e a forte alcalinidade deste meio inibem o
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crescimento de Enterobacteriaceae. Somente poucas linhagens de Proteus spp.,
sacarose positiva, podem crescer formando colénias amarelas semelhantes as do
Vibrio spp. Os indicadores timol e azul de bromotimol mudam a cor do meio para
amarelo quando ocorre a formacado de acido. A formacédo de coldénias amarelas,
indicam a presenca de Vibrio spp.; de colénias azul podem indicar a presencga de
Pseudomonas spp., Aeromonas spp. ou outras bactérias; as azuis-esverdeadas
indicam Vibrio spp.; e as colbnias muito pequenas e translucidas sdo indicativas de
Enterobacteriaceae e outras (MERCK, 2003).

O Agar Desoxicolato Citrato é usado para isolamento seletivo e cultivo de
bactérias enteropatogénicas, especialmente, espécies de Salmonella spp. e Shigella
spp. As colonias de Aeromonas spp. apresentam coloracdo amarelada translucidas

e tém forma arredondada.

3.2.2.2.2 Selecao de colbnias caracteristicas

No Agar “Glutamate Starch Phenol agar base” (GSP) foram selecionadas as
colonias com as seguintes caracteristicas morfologicas: coloragdo amarela com a
ocorréncia ou ndo de degradagdo do amido, indicada pela mudanga na coloragao
do meio de cultivo.

No Agar Desoxicolato Citrato foram selecionadas as colénias amarelas.

As colbnias selecionadas (cinco a seis) de caracteristicas morfologicas
tipicas de Aeromonas spp. foram repicadas em placas contendo os mesmos meios
de cultura, com o objetivo de se obter melhor isolamento e maior grau de pureza.

As colbnias puras, provenientes de todos os meios seletivos ensaiados,

foram submetidas a coloragao pelo método de Gram.

4.2.3 Triagem

Esta etapa foi utilizada nas duas metodologias ensaiadas.
O meio de cultivo “Triplice Sugar Iron” (TSI), € um meio preparado em tubos
e solidificado com inclinacdo de 45°. Fornece informacdes sobre uma série de

reacdes bioquimicas que indicam uma visdo geral do metabolismo bacteriano. E
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constituido de glicose (0,1%), lactose (1,0%), sacarose (1,0%), peptonas,
aminoacidos (incluindo sulfurados), tiossulfato de sédio e citrato férrico amoniacal.
Possui pH neutro e como indicadores, o vermelho de fenol para detecgao da
fermentacdo de carboidratos e o citrato férrico de aménio como indicador de
producao de H,S (BRASIL, 2004b).

E possivel observar num Unico meio, os processos fermentativos, respiracdo
aerobia e anaerdbia. A utilizagdo dos acucares e aminoacidos, na inclinacdo do
meio de cultura se da apenas por respiracdo aerdbia, enquanto que na base do
meio, 0s processos sdo realizados por fermentacgao, incluindo também a putrefacéao,
que ocorre quando ha utilizagdo dos aminoacidos basicos e sulfurados, produzindo
gas sulfidrico, mercaptanas, aminas, dentre outras. A utilizacdo do tiossulfato,
ocorre por respiragao anaerdbia, gerando também gas sulfidrico.

Dependendo dos resultados obtidos no meio de triagem, € possivel
caracterizar imediatamente alguns grupos de microrganismos, através de provas
sorologicas (aglutinagdo em lamina) ou de sua identificagdo bioquimica,
complementando a tipificagdo soroldgica, quando necessario (UFBA, 2005).

Foram retiradas de cinco ou seis coldnias com caracteristicas morfocoloniais
de Aeromonas spp. de cada meio seletivo utilizado e, foram semeadas por punctura
na base e estriada na superficie do agar inclinado“Triplice-Sugar-lron” (TSI). Os
tubos foram incubados, mantendo a tampa em posicdo semi-aberta, durante 24
horas a 28° C para a Metodologia | e a 37° C para a Metodologia Il.

Na maioria dos tubos foi observada a producéo de diéxido de carbono (CO,)
pela presenga de bolhas e/ou fragmentagdo do meio. A leitura das amostras
inoculadas variou entre as seguintes caracteristicas, denominadas “A” e “B”:

“A” - apice amarelo (acido), base amarela (acido), produgao de gas sulfidrico
(H2S) negativa e producao de gas indicando presenca de Enterobacteriaceae ou
Aeromonas spp.;

“B” - 4pice amarelo (acido), base amarela (acido), producéo de H,S positiva e
producdo de gas variavel indicando possivel presenga dos géneros Salmonella,

Proteus, Morganella, Providencia ou Citrobacter.
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ApOs a incubagdo, as colbnias que apresentaram as caracteristicas
classificadas como “A” no TSI, foram transferidas para Agar nutritivo e incubadas
por 24 horas, a 28° C na “Metodologia I’ e a 37° C na “Metodologia II”.

Ap6s a incubacdo, as colbnias jovens foram coletadas do Agar nutritivo e
submetidas ao teste de producido de oxidase. Nas estirpes oxidase positivas foi
realizado o teste de resisténcia ao agente vibriostatic O/129. Este ultimo teste foi

repetido quando realizamos o teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos.

3.2.4 Identificacdo do género Aeromonas

A identificagdo do género Aeromonas spp. foi realizada seguindo os
resultados obtidos nas provas bioquimicas propostas por Neves et al. (1990). Popoff
(1984) e Varnam EEvans (1996) (Quadro 02).

Quadro 2 - Identificacdo do Género Aeromonas

Acido do | Citrato
manitol Simmon’s

Gram |Oxidase | O/129 |O/F |Gas glicose Catalase |Motilidade | Género

+ R +/+ + + - + + Aeromonas

- + R +/+ - + + + + Aeromonas
Fonte: ); Neves et al. (1990); Popoff (1984); Varnam; Evans (1996).

3.2.4.1 Teste de oxidase: citocromo-oxidase

Este sistema enzimatico estd relacionado com os citocromos da cadeia
respiratoria de alguns microrganismos. O teste é baseado na produgao intracelular
da enzima oxidase pela bactéria. Distingue bactérias ndo fermentadoras (oxidase
positiva), de Enterobacteriaceae (oxidase negativa), diferenciando algumas
bactérias fermentadoras oxidase positiva como a Plesiomonas shigelloides,
Aeromonas spp. e Vibrio spp. (BRASIL, 2004b).

Sobre papel de filtro embebido em cloridrato de N,N,N,N-tetramethyl-p-
fenilenodiamina (DIFCO n° 261181), foram espalhadas algumas col6nias com
auxilio de alga de platina, retiradas do meio de cultivo isento de glicose. O

desenvolvimento de coloragao azul intenso foi observado por aproximadamente 30
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segundos, caracterizando teste positivo. Alteragcdes tardias de cor ndo foram
consideradas.

As amostras que apresentaram reacdo negativa a prova da oxidase foram
separadas, e as que apresentaram reacao positiva foram submetidas aos demais

testes.

4.2.4.2 Resisténcia ao Agente Vibriostatic O/129

Este teste determina a sensibilidade da bactéria para o agente Vibriostatic
2,4-diamino-6,7di-isopropilpteridina (O/129).

Foram retiradas col6nias do Agar nutritivo e suspensas em caldo tripticase de
soja (CASQOY BBL n° 2058), adicionado de 3% de NaCl. Nesta suspensao foi
realizada a semeadura, com auxilio de alca de Drigalski, em placa com Agar
Mueller-Hinton (MERCK n°® 1.05435.0500) adicionado de 3% de NaCl. Apods
aproximadamente dez minutos da semeadura e, assepticamente, foram colocados
os discos de papel embebido no agente Vibriostatic O/129, nas concentragdes de
10 e 150 pg. As placas foram incubadas por 24 horas a 28° C.

As amostras que demonstraram resisténcia ao agente O/129, ou seja, que
nao apresentaram formacgao de halo de sensibilidade foram selecionadas para dar

continuidade as provas bioquimicas.

4.2.5 Provas bioquimicas

A identificacdo da espécie de um determinado microrganismo € baseada no
preenchimento das caracteristicas especificas atribuidas aquela espécie. Este
processo € efetuado através da determinagdo de um numero minimo de
propriedades. No caso especifico da Aeromonas spp., Popoff (1984) e Varnam e
Evans (1996), indicam provas semelhantes e complementares, para a identificagéo
das diferentes espécies. Portanto, visando uma identificagdo segura, foram
ensaiadas a maioria das provas indicadas pelos autores acima citados.

As provas bioquimicas foram realizadas em ambas as metodologias, sendo

que a temperatura de incubacao na “Metodologia I’ permaneceu a 28°C, pois de
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acordo com Hanninen e Sutonen (1995), muitas espécies de Aeromonas spp. nao
crescem acima de 35°C e, quando ocorre crescimento acima dessa temperatura as
caracteristicas bioquimicas n&do sao tipicas. Na “Metodologia II” foi mantida a
temperatura de incubagao a 37° C.

Nas estirpes resistentes ao agente Vibriostatic O/129, foram realizadas as
seguintes provas bioquimicas: catalase, motilidade, producao de indol, O/F da
glicose, acido do manitol, citrato de Simmons, descarboxilagdo da lisina,
descarboxilagdo da ornitina, diidrolise da arginina, produgdo de gas a partir da
glicose, fermentagcédo da arabinose, produgéo de acetoina, Voges-Proskauer (VP) e

hidroélise da esculina.

Quadro 3 - Provas bioquimicas utilizadas para identificagdo das espécies de Aeromonas

Esc |Gas | Ampicilina | Ara |[LCD |ODC VP Man |Ind | Arg Espécies

+/cc | + |Resistente - + + + + + - |A.veronii bv
veronii

+/cc | + |Resistente - + - + + + - |A.veronii bv
veronii

+/cc | - |Resistente + - - - + + + JA. caviae

+/cc | - |Intermediario + - - - + + + JA. media

+/cc | - |Intermediario + - - - + - + JA. media

+/cc | + [Resistente - + - + | + + + |A. hydrophila

+/cc | + [Resistente + - - + | + + + |A. hydrophila

-lcc | + [Resistente - + - + + + - |A.sobria

-lcc | - |Intermediario - + - - + + - |A.sobria

-lcc | + |Intermediario - + - - + + + JA. trota

Fonte: Popoff (1984); Varnam; Evans (1996).
3.2.5.1 Teste da catalase

A catalase, formalmente denominada hidroperoxidase, € produzida por
muitos microrganismos. E uma enzima intracelular pertencente & subclasse das
enzimas oxidorredutases, que usam o perdxido como receptor e doador de elétrons.
A catalase é portanto uma peroxidase, que atua sobre a agua oxigenada (peroxido

de hidrogénio 3 a 5%) desdobrando-a em oxigénio e agua. O teste consiste na


http://pt.wikipedia.org/wiki/Electr%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Peroxidase
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detecgdo da enzima catalase produzida por bactérias. Nesta reagdo o
borbulhamento ou efervescéncia sao ocasionados pelo oxigénio molecular liberado
na reagado da catalase (SILVA et al., 2003; WIKIPEDIA, 2006).

Figura 01 Reacao da catalase sobre o peroxido de hidrogénio

CATALASE
2H202 ?HZO + 1/202
Peréxido > Agua Oxigeénio

de Hidrogénio Livre

Uma gota de solugdo aquosa de peroxido de hidrogénio a 3% (v/v) foi
depositada numa lamina de microscopia e em seguida, com auxilio de al¢a de
platina, col6nias jovens crescidas no Agar nutritivo foram colocadas sobre a gota. O
aparecimento de borbulhamento ou efervescéncia caracterizou os organismos

catalase-positivo, isto é, possuidores da enzima catalase.
3.2.5.2 Prova da motilidade

A prova da motilidade indica indiretamente a existéncia de flagelos. Nao &
uma prova bioquimica propriamente dita, mas indica uma caracteristica fisiologica,
que auxilia a identificagao de bactérias (UFBA, 2005).

A prova foi efetuada com a inoculagdo em linha reta, em 2/3 de um meio
semi-solido, através da técnica da punctura (com agulha). Foram consideradas
positivas as estirpes que apresentaram crescimento difuso, além da linha de
inoculagdo e, negativas quando os microrganismos ficaram restritos ao local da

inoculagao (crescimento na linha de inoculagao).
3.2.5.3 Prova da producéo de indol

O indol é resultante da degradagdo do aminoacido triptofano pela enzima
triptofanase. A prova é realizada com inoculagdo em meio contendo excesso de

triptofano. O indol reage com o reagente de Kovac’s formando um composto


http://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
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colorido réseo. Este resultado é devido a complexagao do indol com o aldeido, em

meio acido, formando o composto colorido.

Figura 02 Reacao da triptofanase sobre o triptofano

triptofanase

Triptofano » Indol + piruvato e amdnia

A prova foi realizada com a inoculagdo de colénias em meio contendo
excesso de triptofano, e posterior incubacado por 24 horas. Apds este periodo foi
adicionado 0,5 mL do reagente de Kovac's (solugdo aquosa de p-dimetil
aminobenzaldeido), através da parede interna do tubo. A prova foi considerada
positiva quando na interface entre a cultura e o reagente, desenvolveu-se um anel

de cor avermelhada no periodo maximo de cinco minutos.

3.2.5.4 Prova de oxidacao e fermentacao (O/F- Hugh-Leifson)

Esta prova é usada para verificar a capacidade do microrganismo em utilizar
os carboidratos pela via oxidativa ou fermentativa. E utilizado para diferenciar
bacilos Gram negativos quanto ao tipo de metabolismo de carboidrato utilizado. O
indicador de pH, usado no meio, € o azul de bromotimol.

A prova foi realizada usando, individualmente, glicose e manitol (alcool), na
concentragdo de um g/100mL do meio base.

A inoculagdo de ambas as provas (glicose e manitol) foi realizada em dois
tubos, com auxilio de agulha bacterioldgica, transferindo as col6nias provenientes
de uma cultura de 24 horas. Apenas um tubo de cada par foi previamente
desaerado, e acrescido de aproximadamente 1,5 mL de vaselina liquida estéril. O
periodo de incubacdo foi de quatro dias com observacido diaria para verificar a
producao de acido (indicado pela mudanga da cor verde do meio para amarelo) e
gas (ocorréncia de bolhas no meio). A leitura dos resultados levou em consideragao

as reacoes apresentadas em cada par de tubos. Os pares que apresentaram, além
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de crescimento bacteriano, a viragem do meio nos dois tubos foram considerados
como O/F positivos. Foram realizadas provas em branco, utilizando tubos nas
mesmas condi¢des, sem inoculagao.

No caso do manitol foi realizada inoculacio em apenas um tubo,
previamente desaerado, e acrescido de aproximadamente 1,5 mL de vaselina
liquida estéril. A incubagao ocorreu por quatro dias. Os tubos que apresentaram
viragem da coloragado verde do meio para amarelo foram considerados positivos

para fermentacéao, indicando a produgao de acido.

3.2.5.5 Prova de utilizacao do citrato como unica fonte de carbono

Alguns microrganismos nao possuem a permease do citrato, que faz o
transporte do citrato para o interior da célula. Esses microrganismos nao
conseguem crescer em meio contendo o citrato como unica fonte de carbono,
embora possuam as enzimas intracelulares, que degradam o citrato. O meio de
cultura contém o indicador azul de bromotimol, que em pH 6,8 a 7,0 apresenta a
cor verde. A prova positiva resulta no transporte do citrato pela permease e a sua
utilizagao pela enzima citratase ocorrendo a formagéo de oxaloacetato e acetato. O
consumo do citrato induz a clivagem do fosfato de amoénia, alcalinizando o meio.
Também, com o metabolismo do citrato ha formagao de carbonatos que alcalinizam
0 meio, de modo que a cor do indicador vira para azul. Na prova negativa o meio

nao se altera, pois ndo ha crescimento microbiano.

Figura 03 Reacéo da utilizagéo do citrato

Ac. Citrico — citrase — oxaloacetato — Acido acético
Acido pirtvico + CO, (Excesso)+2Na® + H,O0 — Na,COs
— pH alcalino — cor se altera de verde para azul.

Fonte: Brasil (2003a)

Na prova realizada foi utilizado o Agar semi-sélido de citrato de Simmon’s
inclinado, onde foram estriadas e inoculadas col6nias jovens, com auxilio de agulha.

A inoculacéao foi realizada em linha reta, para evitar a influéncia de ingredientes do
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meio de onde se originou a cultura e, consequentemente impedindo resultados
falso-positivos. A incubagao ocorreu por 96 horas aproximadamente. Foram
considerados positivos os tubos que apresentaram crescimento com viragem do

indicador, alterando a coloracdo do meio para azul.

3.2.5.6 Teste da arginina diidrolase, lisina e ornitina descarboxilase

As descarboxilases sdo enzimas com substrato especifico, capazes de reagir
com o grupo carboxila dos aminoacidos para formarem aminas alcalinas. Essa
reacao, conhecida como descarboxilagao, origina didxido de carbono como produto
secundario.

A conversao da arginina em citrulina € uma atividade de diidrolase, e ndo da
descarboxilase, na qual o grupo NH; é retirado da arginina como primeira etapa. Em
seguida, a citrulina é convertida em ornitina, que sofre descarboxilagéo para formar
putrescina. A incubacao foi realizada em anaerobiose.

A lisina ao sofrer descaboxilacdo é convertida em cadaverina, enquanto a
ornitina é convertida em putrescina. No inicio da incubacgdo, a glicose contida no
meio é fermentada ocorrendo a alteragcao da cor purpura para o amarelo. Quando o
aminoacido é descarboxilado, as aminas alcalinas formadas revertem a cor do meio
para purpura original devido a viragem do indicador purpura de bromocresol.

A prova é utilizada para verificar a capacidade do microrganismo em usar
essas enzimas, auxiliando na sua identificagado (BRASIL, 2003a)

Nesta prova foram ensaiados, individualmente, os aminoacidos: lisina,
ornitina e arginina. Como controle foram utilizados tubos de ensaio apenas com a
Caldo Descarboxilase de Moeller, sem aminoacidos.

Foi utilizada suplementagdo com um grama de cada um dos trés
aminoacidos L (levogiro), para cada 100 mL de Caldo Descarboxilase de Moeller.

Colbnias jovens foram inoculadas em tubos desaerados, contendo os
aminoacidos e também, no tubo controle (Caldo Descarboxilase de Moeller sem
aminoacido). Em cada tubo foi adicionado um mililitro de oéleo mineral estéril,
proporcionando ambiente de anaerobiose. A incubacgao foi realizada durante quatro
dias, com permanente observacgao, verificando a producao de acido e a ocorréncia

ou nao da descarboxilagdo dos aminoacidos.
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Foram considerados positivos os testes que apresentaram reversdo da
reacao acida, isto €, retorno da coloragédo do meio para a cor purpura original e com

turvacao.

3.2.5.7 Prova da fermentacao de carboidratos (Prova do Vermelho de Metila -VM)

Carboidratos sao substratos basicos que as bactérias utilizam para a geragao
de ATP (adenosina trifosfato). Dependendo do tipo de relagdo com o oxigénio livre,
a bactéria pode metaboliza-lo, numa rota oxidativa (aerobiose) envolvendo a
glicdlise, o ciclo de Krebs e a cadeia de transporte de elétrons, no qual o oxigénio é
o receptor final e, uma grande quantidade de ATP é gerada com a conversao
relativa final do carboidrato em H;O e CO,. As bactérias de metabolismo
fermentativo (anaerobiose), ndo tém o oxigénio como aceptor final na cadeia de
transporte de elétrons, mas sdo capazes de fermentar o acido pirdvico na auséncia
de oxigénio, originando acidos organicos e ATP, ainda que em menor quantidade.
As anaerobicas facultativas, como as espécies de Aeromonas spp., podem fazé-lo
por ambas as rotas fermentativa ou oxidativa. Em qualquer circunsténcia, ha
formagdo de acidos orgéanicos com abaixamento do pH do meio e viragem do
indicador.

O teste permite verificar a habilidade de um microrganismo em produzir e
estabilizar altas concentragdes de acidos organicos, a partir da fermentagdo da
glicose (UFBA, 2005).

A prova positiva € verificada pela viragem do Indicador de Andrade ou
Vermelho de metila, que devido ao abaixamento de pH do meio altera a sua cor
para amarelo ou vermelho respectivamente, devido a producdo de acidos. Além
disso, se a bactéria possuir o sistema enzimatico hidrogénio-férmico-liase, o acido
férmico é transformado em gas carbonico (CO;) e hidrogénio (Hz), os quais sao
retidos no tubo de Durham, expulsando o meio e tornando a extremidade superior
desse tubo transparente, com os gases formados.

Esta prova foi realizada com dois diferentes substratos adicionados ao meio,
um com glicose e outro com alcool (manitol). O teste foi realizado em pH neutro,
com indicador de pH (Indicador de Andrade) e tubo de Durham invertido, imerso no

meio. Apoés inoculagéo foi adicionado, aproximadamente, um mililitro de 6leo mineral
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estéril, e os tubos foram incubados por 24 horas. Os tubos que apresentaram
producao de acidos, indicados pela viragem do indicador para vermelho foram

considerados positivos.

3.2.5.8 Prova da fermentacao da arabinose

A partir do cultivo mantido em caldo peptonado adicionado de 3% de NaCl,
com auxilio de algca de platina estéril, foi inoculado um tubo contendo caldo
vermelho de fenol arabinose adicionado de NaCl e, coberto com um mililitro de dleo
mineral estéril. A incubacao foi mantida por 24 horas e, apds este periodo, verificou-
se a mudanca de coloracdo do meio de vermelho para amarelo, devido a

fermentagao do agucar e consequente produgao de acido (BRASIL, 2003a).

3.2.5.9 Deteccédo da produgao de acetoina - VP ou Vogues-Proskauer

O teste é baseado na conversao de acetoina em diacetil metil carbinol,
através da acao de hidroxido de potassio e O, atmosférico. Ocorre formacédo de um
complexo vermelho sob a agao catalitica de a-naftol e creatinina. A presenca de
acetoina é comprovada pelo aparecimento de coloragdo vermelha. (BRASIL,
2003a).

Uma algada do inéculo foi transferida para tubo contendo caldo VM-VP
(Vermelho de Metila-Vogues Proskauer). Apds a incubagao de 48 horas, um mililitro
foi transferido para outro tubo e adicionado 0,6 mL de solugao a-naftol 5%, 0,2 mL
de hidréxido de potassio 40% e cristais de creatinina, agitando-se o tubo. A reagao
foi observada aproximadamente por uma hora. Os tubos com desenvolvimento de

cor avermelhada foram considerados positivos.

3.2.5.10 Hidrélise da esculina

A esculina (glicosideo extraido da castanha da india), € um agticar complexo,
fluorescente sob luz UV e, as bactérias que possuem sistema enzimatico capaz de

hidrolisa-lo, provocam a formagao de esculetina que, ao reagir com ions ferro da
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origem a um complexo de cor escura, nao fluorescente. O indicador de pH utilizado

neste meio de cultivo é o citrato férrico (Figura 04).

FIGURA 04 Hidrdlise da esculina por enzimas bacterianas, com formagéo de um complexo, escuro e

ndo fluorescente, com ions férrico.
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Fonte: Romeiro, 2005

O teste utilizou coldnias jovens provenientes de Agar nutritivo, que foram
inoculadas em tubos contendo Agar esculina, com auxilio de agulha bacteriolégica
e, incubados por quatro dias. A leitura realizada, apds incubagéo, considerou
positivas as amostras que apresentaram enegrecimento do meio com crescimento

na inclinacao.

3.3 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

As amostras classificadas bioquimicamente como Aeromonas spp. foram
submetidas ao teste de sensibilidade antimicrobiana, em Agar Mueller-Hinton,

conforme metodologia descrita em Stukus (1997). Os seguintes antimicrobianos
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foram usados: gentamicina (10 ug), cloranfenicol (30 ug), nitrofurantoina (300 ug),
ampicilina (10 pg), penicilina G (10 U = 6 ug), oxacilina (1 yg), amoxacilina (25 ug),
tetraciclina (30 pg), sulfametoxazol (23,75 ug) + trimetoprim (1,25 pg), eritromicina
(15 pg), kanamicina (30 ug); lincomicina (2 pg), novobiocina (30 ug), rifampicina (5
Mg); estreptomicina (10 pg), trimetoprim (5 ug).

Todos os antimicrobianos testados em analises envolvendo alimentos, sdo
equivalentes aos usados correntemente em medicina humana (HOLMSTROM et al.,
2003; MACMILLAN, 2001; RHODES et al., 2000).

Os discos comerciais destinados ao teste de sensibilidade antimicrobiana
possuem pequenos volumes de drogas altamente concentradas, proporcionando
um metodo de rapido diagnostico, no qual os antimicrobianos servem como agentes
seletivos. (HOLT, 1994).

As culturas jovens, diluidas em solugéo salina esterilizada e ajustadas para
que sua turbidez coincidisse com a da solugdo padrdo de McFarland 0,5, foram
semeadas, com auxilio de alga de Drigalski esterilizada, em placas com Agar
Mueller-Hinton (MERCK CM 337B). Apds aproximadamente 3 minutos, que é o
tempo necessario a secagem da solugado salina adicionada, foram colocados os
discos contendo os agentes antimicrobianos (NCCLS, 2003). Cada disco foi
pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato completo com a
superficie do Agar. Colocou-se de oito a nove discos em duas placas de 150 mm,
para cada amostra ensaiada. As placas foram incubadas em posicéo invertida em
estufa, a temperatura de 28° C por 24 horas.

A leitura foi realizada apds incubacido, nas placas em posicao invertida,
através da medida dos halos de inibicdo com a utilizagdo de paquimetro. Os
didmetros, obtidos em milimetros, foram comparados com a tabela fornecida pelo
NCCLS - National Committee for Clinical Laboratory Standards. (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2005).

3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados encontrados foram submetidos ao teste ndo paramétrico de

Qui-quadrado (Pearson), para medir a probabilidade de as diferengcas encontradas
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nos grupos de amostra serem devidas ao acaso, partindo do pressuposto que, na
verdade, nao ha diferengas entre os grupos na populagao donde provém.

Com alta probabilidade foi concluido que nao havia diferenga estatisticamente
significativa e, com baixa probabilidade (particularmente menor que 5%) a concluséo
foi que um grupo era diferente do outro de forma estatisticamente significativa
(p<0,05).

Quando os valores esperados nas células da tabela foram inferiores a 5
(p<0,05),foi utilizado o Teste Exato de Fisher .

Foi utilizado o programa estatistico “Statistical Package for Social Science”
(SPSS), versao 12.0 0, ano 2003.
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4 RESULTADOS

Devido a diversidade de informacdes e visando facilitar o entendimento dos
resultados encontrados, a organizagao dos dados sera feita em topicos, separados
em: Resultados Totais - enfocando as trés pisciculturas; Resultados por Piscicultura
— discriminando as informagdes obtidas das amostras de cada piscicultura,
Resultados por Método — comparando os resultados obtidos em cada metodologia
utilizada e Resultados por Regido — apresentando e comparando a ocorréncia de

Aeromonas spp. € suas especies nos dois municipios produtores de tilapia.

4.1 RESULTADOS TOTAIS

4.1.1 Microbiota bacteriana isolada

Nos diferentes meios seletivos utilizados foram identificados quatro diferentes
géneros de bactérias. Das 490 (100%) placas semeadas, em 70 (14,3%) n&o houve
crescimento, nas 420 (85,7%) placas restantes observou-se as seguintes
freqUéncias bacterianas: Aeromonas spp. 286 (68,1%), Vibrio spp. 69 (16,4%),
Enterobacteriaceae 51 (12,2%) e Pseudomonas spp. 14 (3,3%). Colbnias com
caracteristicas morfocolonias do género Aeromonas, foram selecionadas nos
diversos meios de cultivo utilizados (Apéndices 9.1.1,9.1.2,9.1.3, 9.1.4 € 9.1.5)

O género Aeromonas foi idenficado através da observagao dos testes de
coloracdo de Gram, oxidase, catalase, e reacdo ao agente vibriostatic O/129
(Tabela 07; Grafico 01 e Apéndices 9.3.1, 9.3.2, 9.3.3 € 9.3.4).
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TABELA 7 - Total de bacterias isoladas

| Frequéncia | % |

Aeromonas spp. 286 68,1
Vibrio spp. 69 16,4
Enterobacteriaceae 51 12,2
Pseudomonas spp. 14 3,3
Total de placas

Com crescimento 420 85,7
Sem crescimento 70 14,3
Semeadas 490 100,0

Grafico 01 - Percentual total de bactérias isoladas
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Ao avaliar a analise estatistica da seletividade dos meios de cultivos, usando os
testes ndo paramétricos de Pearson-Qui-quadrado e Fisher, incluindo o meio TCBS
onde nao houve crescimento de Aeromonas spp., foi observada diferenca ao nivel
de significancia de 5% (p<0,001), e ao excluir os dados relativos ao meio TCBS o
resultado permaneceu estatisticamente significativo (p=0,008) (Apéndice 9.3.7).

No Agar Aeromonas com ampicilina ocorreu a maior seletividade para o
género Aeromonas, com frequéncia de 58 (85,3%), em relagcdo ao resultado
encontrado para Vibrio spp. e Enterobacteriaceae que demonstraram frequéncia e
percentual, respectivamente, de 7 (10,3%) e 3 (4,4%) (Tabela 08).
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A microbiota isolada no Agar GSP com ampicilina foi obtida com as seguintes
frequéncias: 49 (70%) no isolamento de Aeromonas spp., 11 (15,7%) de Vibrio spp.,
7 (10%) de Enterobacteriaceae e 3 (4,3%) de Pseudomonas spp. Resultados
proximos foram encontrados com o meio GSP com NaCl, onde a frequéncia da
Aeromonas spp. foi de 46 (69,0%), do Vibrio spp. 11 (16,4%), da
Enterobacteriaceae 7 (10,4%) e da Pseudomonas spp. 3 (4,5%) (Tabela 08).

Os resultados encontrados no Agar Mac Conkey com ampicilina, foram
préximos ao GSP adicionado tanto de ampicilina como de NaCl, para Aeromonas
spp., obteve-se frequéncia de 48 (67,6%), para os outros géneros observou-se o
seguinte comportamento 16 (22,5%) para Vibrio spp., 5 (7,0%) para
Enterobacteriaceae e 2 (2,8%) para Pseudomonas spp. (Tabela 08).

TABELA 8 — Frequéncia e percentual das bactérias isoladas por meio de cultivo

Bactérias isoladas

Aeromonas Pseudomonas Vibrio Enterobacteriaceae Total
Spp. Spp. Spp.

Meio seletivo F % F % F % F % F
Aeromonas/ ampicilina 58 85,3 - - 7 10,3 3 4.4 68
Mac Conkey/ ampicilina 48 67,6 2 2,8 16 22,5 5 7,0 71
Sangue/ ampicilina 40 58,0 2 29 12 17,4 15 21,7 69
GSP/ ampicilina 49 70,0 3 4,3 11 15,7 7 10,0 70
GSP/NaCl 46 69,0 3 4,5 11 16,4 7 10,4 67
TCBS/NaCl - - 1 25,0 2 50,0 1 25,0 4
Desoxicolato Citrato/NaCl 45 63,4 3 4.2 10 14,1 13 18,3 71
Total 286 68,1 14 3,3 69 16,4 51 12,2 420

No Agar Desoxicolato Citrato com NaCl, a freqiiéncia de isolamento da
Aeromonas spp. foi de 45 (63,4%), 13 (18,3%) para Enterobacteriaceae, 10 (14,1%)
para Vibrio spp., e 3 (4,2%) para Pseudomonas spp. Enquanto o meio Agar Sangue
com ampicilina, apresentou a menor sensibilidade para Aeromonas spp., com
frequéncia de 40 (58%), 15 (21,7%) para Enterobacteriaceae, 12 (17,4%) para Vibrio
spp. € 2 (2,9%) para Pseudomonas spp., € 0 meio TCBS com NaCl, onde ndao houve
crescimento de Aeromonas spp., observou-se uma frequéncia para Vibrio spp. de 2
(50%) e 1 (25%) para Pseudomonas spp. € Enterobacteriaceae (Tabela 08; Grafico
02). Entre os géneros isolados (420 placas), a ocorréncia de Aeromonas spp. foi de
68,1% (Tabela 08), enquanto no total de placas semeadas (490 placas) o percentual
foi de 58,4% (Tabela 09).
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Gréafico 02 - FreqlUiéncia de bactérias isoladas nos diferentes meios

seletivos
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4.1.2 Resultado por espécies de Aeromonas spp.

genero
B Aeromonas spp.
B Pseudomonas spp.
o Vibrio spp.
B Enterobacteriaceae

Nas 286 placas com isolamento de Aeromonas spp., a ordem decrescente da

frequéncia das diferentes espécies foi: A. hydrophila 176 (61,5%), A. veronii bv
veronii 72 (25,2%), A. media 14 (4,9%), A. sobria 10 (3,5%), A. caviae 7 (2,4%), A.
trota 5 (1,7%) e Aeromonas atipicas 2 (0,7%) (Tabela 09; Grafico 03).

TABELA 9 - Freqiéncia e percentual do isolamento das diferentes espécies

de Aeromonas

Frequéncia % no total % no género
Aeromonas de placas
hydrophila 176 35,9 61,5
veronii bv veronii 72 14,7 25,2
media 14 29 49
sobria 10 20 3,5
caviae 7 1,4 2,4
trota 5 1,0 1,7
atipicas 2 0,4 0,7
com Aeromonas. spp. 286 58,4 100,0
sem Aeromonas spp. 204 41,6
Total semeado 490 100,0
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Grafico 03 - Percentual das espécies de Aeromonas spp. isoladas
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4.1.3 Isolamento de espécies de Aeromonas spp. hos meios seletivos
utilizados

Entre os meios de cultivo utilizados houve variagdo na distribuicdo das
espécies de Aeromonas spp. isoladas, mas a analise dos dados estatisticos nao
revelou diferencga significativa ao nivel de 5% (p =0,471).

O isolamento de A. hydrophila ocorreu com maior percentual no Agar Sangue
adicionado de ampicilina (75,0%), seguido do Agar Mac Conkey com ampicilina
(72,8%), Agar Aeromonas com ampicilina (63,9%), Agar GSP com ampicilina
(57,2%), Agar GSP com NaCl (54,3%) e Agar Desoxicolato Citrato com NaCl
(46,6%).

Em relagdo a A. veronii bv veronii foi observado o maior percentual de
isolamento (42,2%) no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl, seguido pelo Agar GSP
com NaCl (30,5%), Agar GSP com ampicilina (26,5%), Agar Aeromonas com
ampicilina (20,7%), Agar Mac Conkey com ampicilina (16,7%) e Agar Sangue com
ampicilina (15%).

No isolamento de A. sobria foi verificado o maior percentual no Agar Sangue

com ampicilina 5,0%, seguido do Agar GSP com NaCl 4,3%, do Agar Mac Conkey
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com ampicilina 4,2%, do Agar GSP com ampicilina 4,1% e do Agar Aeromonas com
ampicilina 3,4%, e no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl ndo ocorreu crescimento
desta espécie.

A presenca de A. trota variou de 4,1% no Agar GSP com ampicilina, 2,2% no
Desoxicolato Citrato com NaCl, 2,1% no Agar Mac Conkey com ampicilina e 1,7%
no Agar Aeromonas com ampicilina, estando ausente nos meios Agar Sangue com
ampicilina e Agar GSP com NaCl.

O isolamento da A. media foi em maior percentual no Agar GSP com NaCl
8,7%, seguido pelo Agar Aeromonas com ampicilina 6,9%, no Agar Sangue com
ampicilina 5,0%, no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl 4.4%, no Agar Mac Conkey
com ampicilina 2,1% e Agar GSP com ampicilina 2,0%.

No isolamento de A. caviae foram obtidos os seguintes percentuais: no Agar
Desoxicolato Citrato com NaCl 4,4%, no Agar GSP com ampicilina 4,1%, no Agar
Aeromonas com ampicilina 3,4% e no Agar Mac Conkey com ampicilina 2,1%,
estando ausente no Agar Sangue com ampicilina e Agar GSP com NaCl.

Foi verificado o crescimento de Aeromonas atipicas em apenas dois meios
de cultivo: no Agar GSP com NaCl (2,2%) e no Agar GSP com ampicilina (2,0%)
(Tabela 10 ).

Nas placas de Agar Sangue com ampicilina (40), foi observada hemdlise em
42,5% (17), sendo que em 15 placas a hemodlise foi de intensidade leve (35,5%) e
duas a hemodlise foi total (5%) (Apéndices 9.2.1 e 9.3.5).

TABELA 10 - Percentual de isolamento das espécies de Aeromonas nos diversos meios seletivos

Aeromonas Mac Conkey c/ Sangue c/ GSP ¢/ GSP ¢/ Desoxicolato
c/ ampicilina ampicilina ampicilina ampicilina NaCl citrato ¢/ NaCl
A. hydrophila 63,9% 72,8% 75,0% 57,2% 54,3% 46,6%
A. veronii bv veronii 20,7% 16,7% 15,0% 26,5% 30,5% 42,4%
A. sobria 3,4% 4,2% 5,0% 4,1% 4,3% -
A. trota 1,7% 2,1% - 4,1% - 2,2%
A. media 6,9% 2,1% 5,0% 2,0% 8,7% 4,4%
A. caviae 3,4% 2,1% - 4.1% - 4,4%
A. atipica - - - 2,0% 2,2% -
F=286 (100%) 58 48 40 49 46 45

Na analise dos dados estatisticos relacionando as espécies de Aeromonas

isoladas e os meios seletivos utilizados foram constatados os seguintes resultados:
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do total de estirpes de A. hydrophila, 21,0% foram isoladas no meio Agar
Aeromonas com ampicilina, 19,9% no Agar Mac Conkey com ampicilina, 17,0% no
Agar Sangue com ampicilina, 15,9% no Agar GSP com ampicilina, 14,2% no Agar
GSP com NaCl e 11,9% no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl (Tabela, 11; Grafico
04; Apéndice 9.3.10).

Em relagao ao total das estirpes de A.veronii bv veronii isoladas os seguintes
percentuais foram obtidos: 26,4% no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl, 19,4% no
Agar GSP com NaCl, 18,1% no Agar GSP com ampicilina, 16,7% no Agar
Aeromonas com ampicilina, 11,1% no Agar Mac Conkey com ampicilina e 8,3% no
Agar Sangue com ampicilina (Tabela, 11; Gréafico 04).

Foram constatadas estipes de A. sobria com percentual de 20% em cada um
dos diversos meios de cultivo utilizados, com excegdo do Agar Desoxicolato Citrato
com NaCl onde n&o houve crescimento desta espécie (Tabela, 11; Grafico 04).

Nos meios Agar Aeromonas com ampicilina, Agar Mac Conkey com
ampicilina, Agar GSP com ampicilina foram observados percentuais de isolamento
de 20% das estirpes de A. trota e Agar Desoxicolato Citrato com NaCl 40,0%, n&o
sendo constatado crescimento nos demais meios de cultivo utilizados (Tabela, 11;
Grafico 04).

O isolamento das estipes de A. media foi igual nos meios Agar Aeromonas
com ampicilina e Agar GSP com NaCl com resultado de 28,6%, observagdo
semelhante ocorreu nos meios Agar Sangue com ampicilina e Agar Desoxicolato
Citrato com NaCl sendo isoladas 14,3% das estirpes e 7,1% nos meios Agar Mac
Conkey com ampicilina e Agar GSP com ampicilina (Tabela, 11; Gréafico 04).

O isolamento das estirpes de A. caviae foi igual no Agar Aeromonas com
ampicilina, Agar GSP com ampicilina e Agar Desoxicolato Citrato com NaCl sendo
obtido percentual de 28,6% em cada um destes meios, enquanto no Agar Mac
Conkey com ampicilina foi de 14,3% e com auséncia de crescimento no Agar
Sangue com ampicilina e no Agar GSP com NaCl (Tabela, 11; Grafico 04).

Nos meios de cultivo Agar GSP adicionados de ampicilina e de NaCl foram
obtidas 50% das estirpes de A. atipicas em cada um, ndo sendo observado

crescimento nos demais meios seletivos utilizados (Tabela, 11; Grafico 04).
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TABELA 11 - Distribuicdo das espécies de Aeromonas por meio seletivo

Aeromonas Mac Conkey Sangue c/ GSP c/ GSP Desoxicolato Total
c/ ¢/ ampicilina ampicilina ampicilina c/ Citrato F
Aeromonas ampicilina NaCl c/ NaCl
hydrophila 21,0% 19,9% 17,0% 15,9% 14,2% 11,9% 176
veronii bv veronii 16,7% 11,1% 8,3% 18,1% 19,4% 26,4% 72
sobria 20,0% 20,0% 20,0% 20,0% 20,0% - 10
trota 20,0% 20,0% - 20,0% - 40,0% 5
media 28,6% 7,1% 14,3% 7,1% 28,6% 14,3% 14
caviae 28,6% 14,3% - 28,6% - 28,6% 7
atipicas - - - 50,0% 50,0% - 2

Grafico 04 - Frequéncia das espécies de Aeromonas spp. isoladas, nos
diversos meios de cultivo
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4.1.4 Teste de sensibilidade antimicrobiana

Considerando as trés respostas obtidas (Resistente, Intermediaria e
Sensivel) no teste de sensibilidade aos agentes antimicrobianos, foi observado em
mais de 50% das estirpes isoladas do género Aeromonas, os seguintes resultados:
resistente aos farmacos ampicilina (92,7%), oxacilina (76,1%), penicilina G (51,3%)
e trimetoprim (50%); resposta intermediaria foi obtida nos farmacos eritromicina
(74,1%), novobiocina (69,6%), tetraciclina (68,4%), amoxacilina (67,1%) e
sulfametoxazol+trimetoprim (52,3%) e, sensivel aos antimicrobianos gentamicina
(94,7%), nitrofurantoina (84,6%), rifampicina (75,8%), cloranfenicol (68,5%),

kanamicina (64,3%) e estreptomicina (61,8%). Cabe ressaltar o comportamento



120

diferenciado na resposta a lincomicina que foi caracterizado como intermediario,
pois ocorreu em apenas 47,7% das estirpes (Tabela 12; Apéndices de 9.3.28 até
9.3.43).

Os resultados do teste de sensibilidade antimicrobiana aplicado
individualmente as espécies que foram isoladas apresentaram comportamento
variavel, quando comparado com os resultados obtidos para o género Aeromonas.

Na analise dos dados estatisticos comparando as informagdes das trés
respostas possiveis deste teste (R, | e S), obtidas das espécies testadas com os
diversos antimicrobianos foi observada diferenga significativa ao nivel de 5% com os
farmacos oxacilina p=0,008, ampicilina p<0,001, tetraciclina p=0,034, kanamicina
p=0,007, rifampicina p<0,001, sulfametoxazol+trimetoprim p=0,031, novobiocina
p<0,001 e penicilina G p<0,001 (Apéndices 9.3.12, 9.3.15, 9.3.17, 9.3.19, 9.3.21,
9.3.22, 9.3.25 e 9.3.26), enquanto nos antimicrobianos estreptomicina, trimetoprim,
lincomicina, cloranfenicol, gentamicina, amoxacilina, eritromicina e nitrofurantoina
nao foi verificada diferengca significativa. Cabe ressaltar que todas as espécies
isoladas, foram submetidas ao teste estatistico (Apéndices 9.3.13, 9.3.14, 9.3.16,
9.3.18, 9.3.20, 9.3.23,9.3.24 € 9.3.27 ).

Em relacdo a oxacilina, com todas as espécies isoladas foi observada a
mesma resposta do género Aeromonas, confirmando as caracteristicas de
resisténcia (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.2).

O comportamento das espécies isoladas frente a estreptomicina foi
semelhante ao encontrado para o género Aeromonas com resposta sensivel
(Tabela 12 ; Quadro 04; Apéndice 9.2.3).

Com as espécies A. hydrophila, A. veronii bv veronii e A. sobria foi
constatada resposta de resisténcia ao trimetoprim, semelhante a observada com o
género, enquanto que com a A. trota e A. atipicas foi verificado comportamento de
caracteristica intermediaria, com a A. media foi observada sensibilidade, e com a A.
caviae percentuais equivalentes entre as respostas de resisténcia e sensibilidadel
(Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.4).

Considerando a ampicilina, foi verificado resposta  de caracteristica
intermediaria com A. trota, A. media e A. atipicas contrastando com o
comportamento das demais espécies isoladas e do género Aeromonas, que foram
resistentes (Tabela 12; Quadro 0 4; Apéndice 9.2.5).
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Com as espécies A. hydrophila, A. veronii bv veronii, A. media e A. caviae
foram obtidas respostas de caracteristica intermediaria, semelhante a obsevada
com o género Aeromonas, enquanto que com a A. sobria foi verificada resisténcia e
com a A. trota sensibilidade a lincomicina. Com as espécies de Aeromonas
consideradas atipicas foram obtidos percentuais equivalentes com caracteristicas
intermediaria e sensivel (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.6).

Foi constatado que a resposta das espécies de Aeromonas. consideradas
atipicas foi de sensibilidade a tetraciclina, comportamento diferente das demais
espécies e do género Aeromonas que foram caracterizadas como intermediarias
(Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.7).

Com excecado da resposta obtida com a A. sobria que foi de equivaléncia
entre as caracteristicas intermediaria e sensivel ao cloranfenicol, as demais
espécies e a Aeromonas spp. foram sensiveis (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice
9.2.8).

Em relagdo a kanamicina, foi verificada resposta intermediaria da A.caviae,
contrastando com o comportamento das demais espécies isoladas e da Aeromonas
spp., que foram sensiveis (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.9).

A resposta observada, no teste de sensibilidade com o antimicrobiano
gentamicina, foi de sensibilidade com todas as espécies isoladas, semelhante a
encontrada para o género Aeromonas (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.10).

Todas as espécies isoladas foram sensiveis a rifampicina, comportamento
semelhante ao género, excetuando-se o resultado obtido com as espécies de
Aeromonas consideradas atipicas que foi equivalente entre as respostas
intermediaria e sensivel (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice 9.2.11).

Com as espécies A. hydrophila, A. media, A. caviae e A. atipicas foi
constatada resposta com caracteristica intermediaria, semelhante a obtida com o
género, enquanto que com a A. sobria e a A. trota foi verificada sensibilidade ao
sulfametoxazol+trimetoprim. Com a espécie A. veronii bv veronii foram obtidos
percentuais equivalentes entre as respostas intermediaria e sensivel (Tabela 12;
Quadro 04; Apéndice 9.2.12).

Em relacdo ao farmaco amoxacilina, resposta com caracteristica
intermediaria foi obtida com todas as espécies isoladas, semelhante a verificado

com o género, excetuando-se a A. sobria cujos percentuais foram equivalentes
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entre os resultados intermediario e resistente (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice
9.2.13).

Na resposta a eritromicina, a A. sobria foi resistente, resposta diferente das
demais espécies e do género Aeromonas que foram intermediarias (Tabela 12;
Quadro 04; Apéndice 9.2.14).

A resposta observada, no teste de sensibilidade com o antimicrobiano
novobiocina foi de caracteristica intermediaria com as espécies A. hydrophila, A.
veronii bv veronii, A. trota, A. media e A. atipica, semelhante ao género Aeromonas,
enquanto que com a A. caviae se foi sensivel. Com a espécie A. sobria foram
obtidos percentuais equivalentes nas respostas intermediaria e resistente (Tabela
12; Quadro 04; Apéndice 9.2.15).

Em relagdo ao farmaco penicilina G, foi verificada resposta intermediaria com
as espécies a A. hydrophila e A. trota, resultado diferente do obtido com as demais
espécies e com o género Aeromonas que foi de resisténcia (Tabela 12; Quadro 04;
Apéndice 9.2.16).

Todas as espécies isoladas foram sensiveis a nitrofurantoina, semelhante ao
resultado apresentado pelo género Aeromonas (Tabela 12; Quadro 04; Apéndice
9.2.17).

TABELA 12 - Sensibilidade antimicriobiana do género Aeromonas

Aeromonas spp.
Antimicrobianos

Resistente Intermediaria  Sensivel

Ampicilina 92,7 7,3 -

Oxacilina 76,1 21,8 2,1
Amoxacilina 29,4 67,1 3,5
Novobiocina 26,2 69,6 4,2
Penicilina G 51,3 441 4.6
Eritromicina 17,5 741 8,4
Tetraciclina 15,8 68,4 15,8
Lincomicina 34,0 47,7 18,2
Trimetoprim 50,0 28,9 21,1
Sulfametoxazol+Trimetoprim 13,4 52,3 34,3
Estreptomicina 4,2 34,0 61,8
Kanamicina 53 30,4 64,3
Cloranfenicol - 31,5 68,5
Rifampicina 3,9 20,4 75,8
Nitrofurantoina 2,1 13,3 84,6

Gentamicina - 5,3 94,7
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Aeromonas spp.
Antimicrobianos A. hydrophila A.veroni_i_bv A. sobria A. trota A.media A. caviae | A.atipica
veronii
R 69,3% 69,3% 90,0% 60,0% 57,1% 100% 100%
Oxacilina ' 29,0% 29,0% 10,0% 40,0% 35,7% - -
S 1,7% 1,7% - - 7.1% - -
R 4,0% 4,2% 10,0% - - 14,3% -
Estreptomicina ! 34,1% 36,6% 10,0% 40,0% 42,9% 28,6% -
S 61,9% 59,2% 80,0% 60,0% 57,1% 57,1% 100%
R 56,6% 40,8% 40,0% 20,0% 28,6% 42,9% 20,0%
Trimetoprim ! 28,6% 29.6% 30,0% 60,0% 28,6% 14,2% 60,0%
S 14,8% 29,6% 30,0% 20,0% 42,8% 42,9% 20,0%
R 100% 98,6% 100% - 71% 100% -
Ampicilina ' - 1,4% - 100% 92,9% - 100%
S - - - - - - -
R 36,4% 29,6% 60,0% 20,0% 28,6% 14,3% -
Lincomicina ' 47,2% 49,3% 20,0% 20,0% 71,4% 57,1% 50,0%
S 26,5% 21,1% 20,0% 60,0% 0,0% 28,6% 50,0%
R 18,2% 15,7% - - 14,3% - -
Tetraciclina ' 68,2% 62,9% 100% 100% 71,4% 71,4% -
S 13,6% 21,4% - - 14,3% 28,6% 100%
R - - - - - - -
Cloranfenicol ! 35,2% 18,3% 50,0% 20,0% 42,9% 42,9% -
S 64,8% 81.7% 50,0% 80,0% 57.1% 57.1% 100%
R 51% 5,6% 10,0% 0,0% 71% - -
Kanamicina [ 39,8% 141% 20,0% 0,0% 71% 571% ]
S 55,1% 80,3% 70,0% 100% 85,7% 42,9% 100%
R - - - - - - -
Gentamicina I 5,7% 7.0% - . . - -
S 94,3% 93,0% 100% 100% 100% 100% 100%
R - 15,5% - - - - -
Rifampicina [ 18,2% 26,8% - - 42,9% - 50,0%
S 81,8% 57,7% 100% 100% 57,1% 100% 50,0%
R 15,5% 7,0% 30,0% - 7.1% 28,6% -
Sulfametoxazol [ 55,7% 46,5% 30,0% 20,0% 50,0% 71.4% 100%
+Trimetoprim
S 28,7% 46,5% 40,0% 80.0% 42,9% i i
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Continuacgéo do Quadro 04

R 25,6% 38,0% 50,0% 20,0% 21,4% 42,9%
Amoxacilina I 71,0% 57,7% 50,0% 60,0% 78,6% 57,1% 100%
S 3,4% 4.2% } 20,0% R R R
R 15,3% 14,1% 60,0% 40,0% 28,6% 14,3%
Eritromicina I 76,1% 74,6% 40,0% 60,0% 71,4% 71,4% 100%
S 8,5% 11,3% } ) B 14,3%
R 15,3% 48,6% 50,0% 20,0% 28,6% 57,1%
Novobiocina | 78.4% 50,0% 50,0% 80,0% 71.4% 42,9% 100%
S 6,3% 1.4% R B R
R 38,3% 76,1% 70,0% 40,0% 61,5% 71,4% 100%
Penicilina G I 57,1% 18,3% 30,0% 60,0% 30,8% 28,6%
S 4,6% 5,6% } ) 7,7% _
R 0, 0, 0,
2,3% 1,4% - - 71% - -
Nitrofurantoina I 11,4% 16,9% 20,0% 21.4% 28.6% R
S 86,4% 81,7% 100% 80,0% 71,4% 71,4% 100%

4.2 POR REGIAO

Foram semeadas 490 placas no total do experimento, sendo 224 (45,7%)
com amostras oriundas do municipio de Cachoeiras de Macacu e 266 (54,3%) do
Municipio de Pirai. Das placas semeadas com material originario da regido de
Cachoeiras de Macacu foi observado crescimento bacteriano em 191 (85,27%), nas
quais foram identificados os seguintes grupos bacterianos: 180 (94,2%) com
coloénias de Aeromonas spp., sete (3,7%) com coldnias de Enterobacteriaceae, duas
(1,0%) com colénias de Pseudomonas spp. e duas (1,0%) com colénias de Vibrio
spp. Enquanto que, nas 229 (86,09%) placas com crescimento bacteriano em
amostras oriundas da regido de Pirai foi verificada a seguinte distribuigao
bacteriana: 106 placas (46,3%) com colénias de Aeromonas spp., 67 (29,3%) com
coldnias de Vibrio spp., 44 (19,2%) com coldnias de Enterobacteriaceae e 12 (5,2%)

com colénias de Pseudomonas spp. (Tabela 13 e 14).
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TABELA 13 — Freqiiéncia e percentual de crescimento bacteriano por regido

Placas
_ Semeadas Crescimento Sem crescimento
Regioes F % F % F %
C. Macacu 224 45,7 191 85,27 33 14,73
Pirai 266 54,3 229 86,09 37 13,91
Total 490 100 420 85,71 70 14,29
TABELA 14 - Freqliéncia e percentual de bactérias
isoladas por regido
C. Macacu Pirai
Bactérias isoladas = % = %
Aeromonas spp. 180 94,2 106 46,3
Pseudomonas spp. 2 1,0 12 52
Vibrio spp. 2 1,0 67 29,3
Enterobacteriaceae 7 3,7 44 19,2
Total 191 100 229 100

Do total de 286 placas com coldnias isoladas e identificadas como do género

Aeromonas spp., 180 (62,9%) foram das amostras originarias do municipio de

Cachoeiras de Macacu e 106 (37,1%) de Pirai. A frequéncia e o percentual das

demais espécies isoladas estao apresentados na Tabela 15.

TABELA 15 - Total de isolamento bacteriano por regido

C. Macacu Pirai Total
Bactérias isoladas % F % F %
Aeromonas spp. 62,9 106 37,1 286 100
Pseudomonas spp. 14,3 12 85,7 14 100
Vibrio spp. 29 67 97 .1 69 100
Enterobacteriaceae 13,7 44 86,3 51 100

Das espécies de Aeromonas isoladas das amostras oriundas do municipio de

Cachoeiras de Macacu foi observada a seguinte distribuicdo: 151 (83,9%) placas

com colbnias de A. hydrophila, 10 (5,6%) com A. sobria, oito (4,4%) com A. veronii

bv veronii, seis (3,3%) com A. media e cinco (2,8%) com A. trota. Das espécies de

Aeromonas isoladas das amostras do municipio de Pirai foi verificada a seguinte

distribuicdo: 64 (60,4%) com A. veronii bv veronii, 25 (23,6%) placas com coldnias
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de A. hydrophila, oito (7,5%) com A. media, sete (6,6%) com A. caviae e duas

(1,9%) com espécies de Aeromonas consideradas atipicas (Tabela 16).

TABELA 16 - Distribuicdo de espécies de Aeromonas por

regiao
C. Macacu Pirai
Espécies isoladas = % = %
A. hydrophila 151 83,9 25 23,6
A. veronii bv veronii 8 4.4 64 60,4
A. sobria 10 5,6 - -
A. trota 5 2,8 - -
A. media 6 3,3 8 7,5
A. caviae - - 7 6,6
A. atipica - - 2 1,9
Total 180 100 106 100

Do total de 176 placas com coldnias de A. hydrophila isoladas, 151 (85,8%)
foram originarias do pescado do municipio de Cachoeiras de Macacu e 25 (14,2%)
do municipio de Pirai. Das 72 placas com A. veronii bv veronii, 64 (88,9%) foram
provenientes das amostras de Pirai e oito (11,1%) de Cachoeiras de Macacu. Nas
14 placas com colénias de A. media foi constatada a seguinte distribuicdo: oito
(57,1%) de Pirai e seis (42,9%) de Cachoeiras de Macacu. As espécies A. sobria
(10) e A. trota (cinco) foram isoladas das amostras provenientes de Cachoeiras de
Macacu, enquanto que a A. caviae (sete) e A. atipicas (duas) foram identificadas no

material coletado em Pirai (Tabela 17).

TABELA 17 - Total de isolamento de espécies de Aeromonas

por regido
C. Macacu Pirai Total
Espécies isoladas F % F % F
A. hydrophila 151 85,8 25 14,2 176
A. veronii bv veronii 8 1.1 64 88,9 72
A. sobria 10 100,0 - - 10
A. trota 5 100,0 - - 5
A. media 6 42,9 8 57,1 14
A. caviae - - 7 100,0 7
A. atipicas - - 2 100,0 2
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Foram semeadas 490 placas com o material originario das diferentes

pisciculturas, distribuidas com as seguintes frequéncias: 224 placas (45,7%) da
piscicultura A, 140 placas (28,6%) da piscicultura B e 126 placas (25,7%) da

piscicultura C. Em 420 placas (85,7%) foi observado crescimento bacteriano

distribuidos pelas pisciculturas da seguinte forma: piscicultura A 191 placas (85,3%),

piscicultura B 120 placas (85,7%) e piscicultura C 109 placas (86,5%). A frequéncia

de placas que ndo apresentaram crescimento bacteriano foi de: 33 placas (14,7%)

na piscicultura A, 20 placas (14,3%) na piscicultura B e 17 placas (13,5%) na

piscicultura C (Tabela 18 e Grafico 05).

TABELA 18 — Freqiiéncia de placas semeadas com e sem crescimento

bacteriano em cada piscicultura

Semeadas Com crescimento Sem crescimento
Piscicultura F % F % F %
A 224 457 191 85,3 33 14,7
B 140 28,6 120 85,7 20 14,3
C 126 25,7 109 86,5 17 13,5

Grafico 05 - Percentual de placas em diferentes meios seletivos

semeados por piscicultura.

Lote
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4.3.1 Bactérias identificadas por piscicultura

Nas 32 unidades de pescado da piscicultura A, utilizadas na semeadura dos
sete diferentes meios seletivos, que totalizaram 224 placas, foi obtido crescimento
bacteriano em 191 placas, sendo que em 180, as colénias eram compativeis com as
caracteristicas morfocoloniais de Aeromonas spp. De cada uma destas placas
foram coletadas cinco colénias para os testes de identificagcdo, totalizando 900
coldnias confirmadas para o género Aeromonas. Este valor corresponde a 94,2% de
colénias de Aeromonas spp. do total de bactérias isoladas (Tabela 19; Apéndice
9.3.6).

Foram evidenciados os seguintes percentuais de isolamento de Aeromonas
spp. nos meios seletivos utilizados: Agar Aeromonas com ampicilina 17,8%, Agar
Mac Conkey com ampicilina, Agar GSP com ampicilina e Agar GSP com NaCl foi
verificado igual percentual (17,2%) de isolamento, no Agar Desoxicolato Citrato com
NaCl foi constatado 15,6%, no Agar Sangue com ampicilina 15% e no Agar TCBS
com NaCl nao foi obtido crescimento de Aeromonas spp. (Tabela 20).

Em relacédo a piscicultura B, das 20 unidades de tildpia utilizadas para
semear os sete diferentes meios seletivos, foi obtido um total de 140 placas, das
quais se observou crescimento bacteriano em 120 placas, sendo que em 73, as
colénias eram compativeis com as caracteristicas de Aeromonas spp. De cada uma
destas placas foram coletadas cinco col6nias para os testes de identificagdo, num
total de 365 colénias confirmadas para o género Aeromonas. Este resultado
corresponde a 60,8% de colbnias de Aeromonas spp. do total de bactérias isoladas

no material desta piscicultura (Tabela 19).

TABELA 19 - Distribuicdo das bactérias isoladas em cada piscicultura
Piscicultura

Bactérias A B C Total
Aeromonas spp. 94,2% 60,8% 30,3% 68,1%
Pseudomonas spp. 1,0% 2,5% 8,3% 3,3%
Vibrio spp. 1,0% 20,8% 38,5% 16,4%

Enterobacteriaceae 3,7% 15,8% 22.9% 12,2%
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Grafico 06 - Frequéncia das bactérias isoladas nas trés pisciculturas

genero
B Asromonas spp.
B Pseudomonas spp.
O Vibrio spp.
B Enterobacteriaceae
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150
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Dentre os meios seletivos foram verificados os seguintes percentuais de
isolamento de Aeromonas spp.: no Agar Aeromonas com ampicilina 21,9%, no Agar
Desoxicolato Citrato com NaCl 17,8%, no Agar Mac Conkey com ampicilina 16,4%,
os Agar GSP com ampicilina e com NaCl foi observado percentual de 15,1%, no
Agar Sangue com ampicilina 13,7% e o Agar TCBS com NaCl nZo foi obtido
crescimento de Aeromonas spp. (Tabela 20).

As 18 unidades de amostras da piscicultura C, semeadas nos sete diferentes
meios seletivos, totalizaram 126 placas, das quais foi observado crescimento
bacteriano em 109 placas, sendo que as coldnias obtidas em 33 foram compativeis
com as caracteristicas morfologicas e tintoriais de Aeromonas spp. De cada uma
destas placas, foram coletadas cinco colbnias para os testes de identificacao,
originando um total de 165 colbnias confirmadas para o género Aeromonas. Este
resultado corresponde a 30,3% de colénias de Aeromonas spp. do total de bactérias
isoladas. (Tabela 19). O percentual de isolamento de Aeromonas spp. nos meios
seletivos utilizados apresentou os seguintes resultados: no Agar Aeromonas com
ampicilina 27,2%, no Agar GSP com ampicilina 18,2%, no Agar Mac Conkey com
ampicilina e no Agar GSP com NaCl foi verificado percentual de 15,2%, no Agar

Desoxicolato Citrato com NaCl e no Agar Sangue com ampicilina foi igualmente
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constatado o percentual de 12,1% enquanto no Agar TCBS com NaCl nao foi obtido

crescimento de Aeromonas spp. (Tabela 20).

TABELA 20 - Distribuicdo do isolamento de Aeromonas spp., do
material proveniente das trés piscicultura, nos meios

seletivo
Piscicultura
Meios de cultivo (Agar) A B C
Aeromonas com ampicilina 17,8% 21,9% 27,2%
Mac Conkey com ampicilina 17,2% 16,4% 15,2%
Sangue com ampicilina 15,0% 13,7% 12,1%
GSP com ampicilina 17,2% 15,1% 18,2%
GSP com NacCl 17.2% 15,1% 15,2%
Desoxicolato Citrato com NaCl 15,6% 17,8% 12,1%

TCBS com NaCl - - -

Além do género Aeromonas foram identificados no material das trés
pisciculturas, Pseudomonas spp., Vibrio spp. e Enterobacteriaceae que, apos
analise dos dados estatisticos foi observada diferenga significativa ao nivel de 5%
(p<0,001), no percentual de isolamento.

Com o género Aeromonas foi verificada a seguinte distribuicdo de
isolamento, segundo a origem das amostras: 62,9% da piscicultura A, 25,5% da
piscicultura B e 11,5% da piscicultura C. Do total do género Pseudomonas isolado,
64,3% foram provenientes das amostras da piscicultura C, 21,4% da piscicultura B e
14,3% da piscicultura A. Em relacdo ao Vibrio spp. 60,9% foram isolados do
pescado da piscicultura C, 36,2% da piscicultura B e 2,9% da piscicultura A,
enquanto que com a familia Enterobacteriaceae foi obtida a seguinte distribuicdo de
isolamento: 49,0% da piscicultura C, 37,3% da piscicultura B e 13,7% da piscicultura
A (Tabela 21)

TABELA 21 — Percentual da distribuicdo do total de cada
bactéria isolada entre as trés pisciculturas
Piscicultura

Bactérias isoladas

A B C
Aeromonas spp. 62,9% 25,5% 11,5%
Pseudomonas spp. 14,3% 21,4% 64,3%
Vibrio spp. 2,9% 36,2% 60,9%

Enterobacteriaceae 13,7% 37,3% 49,0%
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4.3.2 Espécies de Aeromonas spp. identificadas por piscicultura

Nas 180 placas com Aeromonas spp., isoladas do pescado da piscicultura A
foi observada a seguinte distribuicdo de espécies: 151 (83,9%) de A. hydrophila, 10
(5,6%) de A. sobria, oito (4,4%) de A. veronii bv veronii, seis (3,3%) de A. media e
cinco (2,8%) de A. trota. Nao foram identificadas as espécies A. caviae e A. atipicas

no pescado desta piscicultura (Tabela 22; Apéndice 9.3.9).

TABELA 22 - Percentual de espécies de Aeromonas isoladas do
material proveniente de cada piscicultura
Pisciculturas

Aeromonas A B C
hydrophila 83,9% 31,5% 6,1%
veronii bv veronii 4,4% 58,9% 63,6%
sobria 5,6% - -
trota 2,8% - -
media 3,3% 4.1% 15,2%
caviae - 2,7% 15,2%
atipicas - 2,7% -
Total F=100% 180=100,0% 73=100,0% 33=100,0%

As 151 placas nas quais foram obtidas colénias de A. hydrophila, estavam
distribuidas entre os meios seletivos da seguinte forma: 19,2% no Agar Aeromonas
com ampicilina, 18,5% no Agar GSP com ampicilina, 17,7% no Agar Mac Conkey
com ampicilina, 15,4% no Agar Sangue com ampicilina, 15,2% no Agar GSP com
NaCl e 13,9% no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl. Os meios seletivos onde
foram observados a presenga de A. veronii bv veronii, totalizaram oito placas
distribuidas da seguinte forma: 50% no Agar GSP com NaCl, 37,5% no
Desoxicolato Citrato com NaCl e 12,5% no Agar GSP com ampicilina. Nas dez
placas onde foram isoladas A. sobria foi verificada distribuicao equitava de 20% nos
meios de cultivo Agar Aeromonas com ampicilina, Mac Conkey com ampicilina,
Sangue com ampicilina, GSP com ampicilina e com NaCl. Das cinco placas onde foi
verificado crescimento de A. trota, foi observado que no Agar Desoxicolato Citrato
com NaCl o o percentual de isolamento foi de 40% e no Agar Aeromonas com
ampicilina, no Mac Conkey com ampicilina e no Agar GSP com ampicilina foi obtido
percentual de 20% em cada um dos meios. Nas seis placas com A. media foi

verificada distribuicdo de 33,3% nos meios GSP com NaCl e Sangue com ampicilina
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e valor igual a 16,7% nos meios de cultivo Agar Mac Conkey com ampicilina e

Desoxicolato Citrato com NaCl (Tabela 23).

TABELA 23 — Distribuicdo nos meios de cultivo da freqiiéncia e percentual de espécies de

Aeromonas isoladas e identificadas no pescado da piscicultura A

Espécies de Aeromonas

Meios de cultivo (Agar) hydrophila veronii bv sobria trota media
veronii

F % F % F % F % F %
Aeromonas c/ ampicilina 29 19,2 - - 2 20,0 1 20,0 - -
Mac Conkey c/ ampicilina 27 17,7 - 2 20,0 1 20,0 1 16,7
Sangue ¢/ ampicilina 23 15,4 - - 2 20,0 - - 2 33,3
GSP c/ ampicilina 28 18,5 1 12,5 2 20,0 1 20,0 - -
GSP ¢/ NaCl 23 15,2 4 50,0 2 20,0 - - 2 33,3
Desoxicolato Citrato c/ NaCl 21 13,9 3 37,5 - - 2 40,0 1 16,7
Total =180 (100%) 151 100 8 100 10 100 5 100 6 100

A seletividade dos meios em relagdo as espécies isoladas apresentou os

seguintes percentuais no material proveniente da piscicultura A: no Agar Aeromonas

com ampicilina 16,1% de A. hydrophila, 11,1% de A. sobria e 0,6% de A. trota; no

Agar Mac Conkey com ampicilina foi constatado 15,0% de A. hydrophila, 11,1% de

A. sobria, 0,6% de A. trota e de A. media; no Agar Sangue com ampicilina foram

verificados os percentuais de 13,3% de A. hydrophila, 11,1% de A. sobria e de A.

media; no Agar GSP com ampicilina foi observado 15,0% de A. hydrophila, 11,1%

de A. sobria, 0,6% de A. veronii bv veronii e de A. trota; no Agar GSP com NaCl

foram obtidos 12,7% de A. hydrophila, 11,1% das espécies A. media e A. sobria e

2,2% de A. veronii bv veronii, e finalmente no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl

foram isolados 11,6% de A. hydrophila, 1,7% de A. veronii bv veronii, 1,1% de A.
trota e 0,6% A. media (Tabela 24).

TABELA 24 - Espécies isoladas por meio de cultivo nas 180 placas originarias das
amostras da Piscicultura A

Espécies de Aeromonas

3 hydrophila  veronii bv sobria trota media Total
Meios de cultivo (Agar) veronii

F % F % F % F % F % F %
Aeromonas c/ ampicilina 29 16,1 - - 2 111 1 06 - - 32 100
Mac Conkey c/ ampicilina 27 15,0 - - 2 111 1 06 1 0,6 31 100
Sangue c/ ampicilina 24 13,3 - - 2 111 - - 2 111 27 100
GSPc/ ampicilina 27 15,0 1 o6 2 111 1 06 - - 31 100
GSP ¢/ NaCl 23 12,7 4 22 2 111 - - 2 1.1 31 100
Desoxicolato Citrato ¢/ NacCl 21 11,6 3 1,7 - - 2 11 1 0,6 28 100
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Nas 73 placas com amostras da piscicultura B foram isoladas e identificadas
as seguintes espécies: 43 (58,9%) de A. veronii bv veronii, 23 (31,5%) de A.
hydrophila, trés (4,1%) de A. media, duas (2,7%) de A. caviae e de A. atipicas. N&ao
foram isoladas as espécies A. sobria e A. trota (Tabela 22).

Foram isoladas A. hydrophila em 23 placas semeadas com o material
proveniente da piscicultura B, distribuidas entre os meios seletivos da seguinte
forma: 34,8% no Agar Aeromonas com ampicilina, 30,4% no Agar Mac Conkey com
ampicilina, 26,0% no Agar Sangue com ampicilina, 4,3% no Agar GSP com
ampicilina e com NaCl. Das 43 placas onde foi identificada A. veronii bv veronii foi
observada a seguinte distribuicdo de isolamento entre os meios seletivos: 30,2% no
Desoxicolato Citrato com NaCl, 20,9% no Agar GSP com ampicilina, 16,3% no Agar
GSP com NaCl e Agar Aeromonas com ampicilina, 11,6% no Agar Mac Conkey com
ampicilina e 4,7% no Agar Sangue com ampicilina. Nas trés placas com A. media
foi obtida distribuicdo eqiitativa de 33,3% nos meios Agar GSP com NaCl, Agar
Sangue com ampicilina e Agar Desoxicolato Citrato com NaCl. As colénias de A.
caviae foram observadas nos meios de Agar Aeromonas com ampicilina (50%) e
Agar Desoxicolato Citrato NaCl (50%), enquanto as duas de A. atipicas foram

isoladas nos meios Agar GSP com ampicilina (50%) e com NaCl (50%) (Tabela 25).

TABELA 25 — Distribuicdo nos meios de cultivo da freqiéncia e percentual de
espécies de Aeromonas isoladas e identificadas no pescado da
piscicultura B

Aeromonas
hydrophila  veronii bv media caviae atipicas
veronii

Meios de Cultivo F % F % F % F % F %
Aeromonas c/ampicilina 8 34,8 7 16,3 - - 1 50,0 - -
Mac Conkey c/ ampicilina 7 30,4 5 116 - - - - - -
Sangue c/ampicilina 6 26,0 2 4,7 1 333 - - - -
GSP c/ampicilina 1 4,3 9 209 - - - - 1 50,0
GSP c/NaCl 1 4,3 7 16,3 1 333 - - 1 50,0
Desoxicolato Citrato ¢/NaCl - - 13 302 1 333 1 50,0 - -
Total =73 (100%) 23 100 43 100 3 100 2 100 2 100

Em relacdo a seletividade dos meios de cultivo, as espécies de Aeromonas
spp. isoladas das amostras de pescado provenientes da piscicultura B,
apresentaram o seguinte percentual de isolamento: no Agar Aeromonas com
ampicilina 10,9% de A. hydrophila, 9,6% de A. veronii bv veronii e 1,4% de A. caviae;

foi observado no Agar Mac Conkey com ampicilina 9,6% de A. hydrophila e 6,8% de
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A. veronii bv veronii; no Agar Sangue com ampicilina foram obtidos os percentuais
de 8,2% de A. hydrophila, 2,7% de A. veronii bv veronii e 1,4% de A. media; no
Agar GSP com ampicilina foram isolados 12,3% de A. veronii bv veronii e 1,4% das
espécies de A. hydrophila e de A. atipicas; no Agar GSP com NaCl foi verificado
9,6% de A. veronii bv veronii e 1,4% das espécies A. hydrophila, de A. media e de A.
atipicas; no Agar Desoxicolato Citrato com NaCl foi constatado 17,8% de A. veronii
bv veronii, enquanto que a A. caviae e A. media obtidas no percentual de 1,4% cada
uma (Tabela 26).

TABELA 26 - Espécies isoladas por meio de cultivo nas 73 placas originarias das amostras
da Piscicultura B

Aeromonas Total

hydrophila  veronii bv veronii media caviae atipicas 73 100,0
Meios de cultivo F % F % F % F % F % F %
Aeromonas c/ ampicilina 8 10,9 7 9,6 - - 1 14 - - 16 100,0
Mac Conkey c/ ampicilina 7 9,6 5 6,8 - - - - - - 12 100,0
Sangue c/ampicilina 6 8,2 2 2,7 1 1,4 - - - - 9 100,0
GSP c/ampicilina 1 1,4 9 12,3 - - - - 1 1,4 11 100,0
GSP ¢/ NaCl 1 1,4 7 9,6 1 1,4 - - 1 1,4 10 100,0
Desoxicolato Citrato ¢c/NaCl - - 13 17,8 1 1,4 1 1,4 - - 15 100,0

Nas 33 placas semeadas com amostras originarias da piscicultura C foram
isoladas as seguintes espécies: 21 (63,6%) de A. veronii bv veronii, 5 (15,2%) de A.
media e de A. caviae e 2 (6,1%) de A. hydrophila. Nao foram isoladas as espécies
de A. sobria, A. trota e A. atipicas (Tabela 22).

Foi identificada A. hydrophila em 2 placas semeadas com o material
proveniente da piscicultura C, distribuidas entre os meios seletivos Agar Mac
Conkey com ampicilina e no Agar GSP com NaCl. As 21 placas com identificacéo
de A. veronii bv veronii estavam distribuidas nos seguintes meios seletivos: 23,8%
no Agar Aeromonas com ampicilina, 19,0% no Agar Sangue com ampicilina e valor
equitativo de 14,3% nos outros meios de cultivo utilizados. Nas cinco placas com A.
media foi observada distribuigdo equitativa de 20,0% nos meios Agar GSP com
ampicilina e com NaCl, e o maior percentual - 60% - de identificagao, foi verificado
no meio Agar Aeromonas com ampicilina. Nas cinco placas com colénias de A.
caviae foi obtida seguinte distribuicdo de isolamento: maior percentual - 40% - no
meio Agar GSP com ampicilina e valores iguais de 20% nos meios Agar Aeromonas
com ampicilina, Agar Mac Conkey com ampicilina e Agar Desoxicolato Citrato com
NaCl (Tabela 27).
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TABELA 27 — Distribuicdo nos meios de cultivo da freqUéncia e percentual de
espécies de Aeromonas isoladas e identificadas no pescado da
piscicultura C

Aeromonas
hydrophila veronii bv veronii media caviae
Meios de cultivo F % [ % F % F %

Aeromonas c¢/ ampicilina - - 23,8 3 60,0 1 20,0
Mac Conkey c/ ampicilina 1 50,0 3 14,3 - - 1 20,0
Sangue ¢/ ampicilina - - 4 19,0 - - - -
GSP ¢/ ampicilina - - 3 14,3 1 20,0 2 40,0
GSP c/NaCl 1 50,0 3 14,3 1 20,0 - -
Desoxicolato Citrato c/NaCl - - 3 14,3 - - 1 20,0
Total 33 =100% 2 100,0 21 100,0 5 100,0 5 100,0

Na pesquisa de Aeromonas spp. no pescado coletado da piscicultura C foi
constatada a seguinte seletividade dos meios de cultivo, em relagdo as espécies
identificadas: do Agar Aeromonas com ampicilina foi isolado 15,2% de A. veronii bv
veronii, 9,1% de A. media e 3,0% de A. caviae; no Agar Mac Conkey com ampicilina
foi observado 9,1% de A. veronii bv veronii, 3,0% de A. hydrophila e de A. caviae;
no Agar Sangue com ampicilina foi verificado 12,1% de A. veronii bv veronii; no
Agar GSP com ampicilina foi constatado 9,1% de A. veronii bv veronii, 6,0% de A.
caviae e 3,0% de A. media; no Agar GSP com NaCl foi isolado percentual de 9,1%
de A. veronii bv veronii, 3,0% de A. media e de A. hydrophila e no Agar Desoxicolato
Citrato com NaCl foi observado 9,1% de A. veronii bv veronii e 3,0% A. caviae
(Tabela 28).

TABELA 28 - Espécies isoladas por meio de cultivo nas 33 placas originarias
das amostras da Piscicultura C

Aeromonas
hydrophila veronii bv media caviae Total
Meios de cultivo veronii 33 =100%
F % F % F % F % F %
Aeromonas ¢/ ampicilina - - 5 15,2 3 9,1 1 3,0 9 100
Mac Conkey c/ ampicilina 1 3,0 3 9,1 - - 1 3,0 5 100
Sangue ¢/ ampicilina - - 4 121 - - - - 4 100
GSP ¢/ ampicilina - - 3 9,1 1 30 2 6,0 6 100
GSP ¢/ NaCl 1 3,0 3 9,1 1 30 - - 5 100
Desoxicolato Citrato ¢/ NaCl - - 3 9,1 - - 1 3,0 4 100

Conforme demonstrado na Tabela 29, onde é apresentada a distribuicao das
especies de Aeromonas isoladas no pescado proveniente de cada piscicultura,
foram observados os seguintes resultados: das 176 (61,5%) placas com col6nias
identificadas como A. hydrophila, 151 (85,8%) foram provenientes das tilapias da
piscicultura A, 23 (13,1%) do material da piscicultura B e duas (1,1%) no pescado

da piscicultura C; das 72 (25,2%) placas com colbnias de A. veronii bv veronii
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isoladas, oito (11,1%) foram provenientes do material da piscicultura A, 43 (59,7%)

da piscicultura B e 21 (29,2%) da piscicultura C. As 10 (3,5%) placas com coldnias

identificadas como A. sobria e as cinco (1,7%) como A. trota foram provenientes

apenas do pescado da piscicultura A. Das 14 (4,9%) placas com coldnias

caracteristicas de A. media, seis (42,9%) foram provenientes do material da

piscicultura A, trés (21,4%) da piscicultura B e cinco (35,7%) da piscicultura C; das

sete (2,4%) placas com colbnias caracteristicas de A. caviae, duas (28,6%) foram

provenientes do material da piscicultura B e 5 (71,4%) da piscicultura C, ndo sendo

isolada nenhuma colénia desta espécie no material da piscicultura A. As duas

(0,7%) placas com colénias de A. atipicas isoladas, foram provenientes da
piscicultura B (100%) (Quadro 05; Grafico 07).

TABELA 29 - Percentual

da distribuicdo de cada

espécie de Aeromonas no material

proveniente das pisciculturas

Piscicultura Total
Aeromonas A B C 286 100%
hydrophila 85,8% 13,1% 1,1% 176 61,5%
veronii bv veronii 11,1% 59,7% 29,2% 72 25,2%
sobria 100,0% - - 10 3,5%
trota 100,0% - - 5 1,7%
media 42,9% 21,4% 35,7% 14 4,9%
caviae - 28,6% 71,4% 7 2,4%
atipicas - 100.0 - 2 0,7%

Grafico 07 - Frequéncia das espécies de Aeromonas isoladas no

pescado de cada piscicultura
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Quadro 05 — Freqiéncias de espécies de Aeromonas
identificadas nas amostras de tilapia,
provenientes das diferentes pisciculturas

Piscicultores
Aeromonas Total
A B C

hydrophila 151 23 2 176
veronii bv veronii 8 43 21 72
sobria 10 - - 10
media 6 3 5 14
trota 5 - - 5
caviae - 2 5 7
atipicas - 2 - 2
Total 180 73 33 286

Foi observado o comportamento do género Aeromonas e de cada uma das
espécies identificadas nas 40 placas do meio de cultivo Agar Sangue. Foi
constatada a ocorréncia de hemdlise em 17 (42,5%) placas, sendo que em 15
(37,5%) foi verificada intensidade leve e em duas (5%) foi observada hemolise
completa. Das 17 placas com ocorréncia de hemolise, trés pertenciam as amostras
provenientes da piscicultura B e 14 da piscicultura A. Das 15 placas com observacgéao
de hemolise incompleta, trés eram oriundas do material da piscicultura B e 12 do
pescado da piscicultura A. As duas placas com ocorréncia de hemdlise completa
eram provenientes das semeadura de amostra de tilapia da piscicultura A.

As espécies que causaram hemolise incompleta foram: a A. hydrophila que
foram isoladas em 10 placas e, A. sobria isoladas em duas placas com amostras da
piscicultura A; no material da piscicultura B foi isolada a A. hydrophila em trés
placas. A hemodlise completa observada ocorreu em duas placas com isolamento e
identificacdo de A. hydrophila, em pescado da piscicultura A.

No teste de sensibilidade aos antimicrobianos aplicado com as estirpes de
Aeromonas spp. isoladas amostras de tilapia da piscicultura A, foi verificada
resisténcia aos farmacos ampicilina, oxacilina e trimetoprim, caracteristica
intermediaria foi observada a amoxacilina, novobiocina, penicilina G, eritromicina,

tetraciclina, lincomicina e sulfametoxazol+trimetoprim e, sensibilidade a



138

estreptomicina, kanamicina, cloranfenicol, rifampicina, nitrofurantoina e gentamicina.

Nas estirpes isoladas das amostras da piscicultura B, foi observada
resisténcia aos farmacos ampicilina, oxacilina, penicilina G e trimetoprim,
carcteristica intermediaria a amoxacilina, novobiocina, eritromicina, tetraciclina,
lincomicina, sulfametoxazol + trimetoprim e rifampicina e, sensibilidade a
estreptomicina, kanamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e gentamicina.

Nas estirpes isoladas das amostras da piscicultura C foi verificada resisténcia
aos farmacos ampicilina, oxacilina, novobiocina e penicilina G; caracteristica
intermediaria  a  amoxacilina, eritromicina, tetraciclina, lincomicina e
sulfametoxazol+trimetoprim, e sensibilidade ao trimetoprim, estreptomicina,

kanamicina, cloranfenicol, rifampicina, nitrofurantoina e gentamicina (Tabela 30).



TABELA 30 - Teste de sensibilidade antimicrobiana aplicado as estirpes de Aeromonas spp. isoladas do pescado proveniente das
trés pisciculturas

Antimicrobianos Piscicultura A Piscicultura B Piscicultura C Total
Aeromonas spp. Aeromonas spp. Aeromonas spp. Aeromonas spp.

R [ S R [ S R I S R | S
Ampicilina 93,9% 6,1% - 94,5% 5,5% - 81,8% | 18,2% - 92,7 7,3 -
Oxacilina 66,7% | 31,7% 1,7% 91,8% 5,5% 2,7% 93,8% 3,1% 3,1% 76,1 21,8 21
Amoxacilina 26,7% | 69,4% 3,9% 32,9% | 63,0% 4,1% 37,5% | 62,5% - 29,4 67,1 3,5
Novobiocina 178% | 77.2% 5,0% 37,5% | 59,7% 2,8% 50,0% | 46,9% 3,1% 26,2 69,6 4,2
Penicilina G 33,5% | 61,5% 5,0% 93,2% 5,5% 1,4% 54,8% | 35,5% 9,7% 51,3 44,1 4,6
Eritromicina 20,6% | 75,6% 3,9% 4.1% 75,3% | 20,5% | 31,3% | 62,5% 6,3% 17,5 74,1 8,4
Tetraciclina 189% | 71,1% 10,0% | 11,1% | 55,6% | 33,3% 9,4% 81,3% 9,4% 15,8 68,4 15,8
Lincomicina 36,7% | 44,4% 18,9% | 28,8% | 53,4% | 17,8% | 31,3% | 53,1% 15,6% 34 47,7 18,2
Trimetoprim 54,2% | 31,3% 14,5% | 46,6% | 23,3% | 30,1% | 34,4% | 28,1% | 37,5% 50 28,9 211
Sulfametoxazol+Trimetoprim 16,9% | 52,2% | 30,9% 5,5% 52,1% | 42,5% | 12,5% | 53,1% | 34,4% 13,4 52,3 34,3
Estreptomicina 3,9% 34,4% | 61,7% - 34,2% | 658% | 156% | 31,3% | 53,1% 4,2 34 61,8
Kanamicina 5,0% 422% | 52,8% - 1,4% 98,6% | 18,8% | 31,3% | 50,0% 53 30,4 64,3
Cloranfenicol - 37,8% | 62,2% - 13,7% | 86,3% - 37,5% | 62,5% - 31,5 68,5
Rifampicina - 139% | 86,1% | 151% | 43,8% | 41,1% - 3,1% 96,9% 3,9 20,4 75,8
Nitrofurantoina 2,8% 8,3% 88,9% 1,4% 247% | 74,0% - 15,6% | 84,4% 2,1 13,3 84,6
Gentamicina - 6,1% 93,9% - 1,4% 98,6% - 9,4% 90,6% - 5,3 94,7

6€T
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4.4 POR METODOLOGIA

Das 277 placas utilizando o “Método I’ foi observada a seguinte frequéncia
bacteriana: 194 placas (69,8%) com Aeromonas spp., sete placas (2,5%) com
Pseudomonas spp., 46 (16,6%) com Vibrio spp. e 30 (10,8%) com
Enterobacteriaceae. Pelo “Método II” foi verificado crescimento em 143 placas com
as seguintes bactérias: 92 (64,3%) de Aeromonas spp., sete (4,9%) de
Pseudomonas spp., 23 (16,1%) de Vibrio spp. e 21 (14,7%) de Enterobacteriaceae
(Tabela 31).

TABELA 31 - Freqiiéncia bactérias isoladas e identificadas em amostras de tilapia utilizando
0s Métodos l e ll

Bactérias isoladas

Método

Aeromonas Pseudomonas Vibrio spp. Enterobacteriaceae Total
spp. spp.
F % F % F % F % F %
| 194 69,8 7 2,5 46 16,6 30 10.8 277 100
I 92 64,3 7 4,9 23 16,1 21 14,7 143 100

Como “Método I” foi observada a seguinte distribuicdo bacteriana: 67,8% de
Aeromonas spp., 50,0% de Pseudomonas spp., 66,7% de Vibrio spp. e 58,8% de
Enterobacteriaceae. Enquanto no “Meétodo II”, foram verificados os seguintes
percentuais: 32,1% de Aeromonas spp., 50,0% de Pseudomonas spp., 33,3% de
Vibrio spp. e 41,2% de Enterobacteriaceae. Na analise dos dados estatisticos foi
constatado que nao houve diferenga significativa ao nivel de 5% entre os resultados
dos dois métodos (Tabela 32; Grafico 08; Apéndice 9.3.8).

TABELA 32 - Distribuicdo das bactérias isoladas pelos “Métodos | e ll”

Bactérias isoladas

Aeromonas spp. Pseudomonas spp. Vibrio spp.  Enterobacteriaceae
Método F % F % F % F %
I 194 67,8 7 50,0 46 66,7 30 58,8
I 92 32,1 7 50,0 23 33,3 21 41,2

Total 286 100,0 14 100,0 69 100,0 51 100,0
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Gréfico 08 - Freqliéncia de bactérias isoladas pelos “Métodos I e II”
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@ Método Il
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Amostras

Com o “Método I” foi observada a seguinte distribuicdo do percentual de
isolamento das espécies de Aeromonas spp. identificadas: 67,0% de A. hydrophila,
20,1% de A. veronii bv veronii, 4,1% de A. sobria, 4,1% de A. media, 2,6 de A.
caviae, 1,5% de A. trota e 0,5% de A. atipicas. Enquanto que com o “Método II” foi
verificada a distribuicdo de: 50,0% de A. hydrophila, 35,9% de A. veronii bv veronii,
6,5% de A. media, 2,2% de A. sobria, 2,2% de A. trota, 2,2 % de A. caviae e 1,1% de
A. atipicas (Tabela 33 e Apéndice 9.3.45)

TABELA 33 - Freqiiéncia e percentual de isolamento das espécies de Aeromonas pelos Métodos | e I

Aeromonas Total

veronii bv
Método hydrophila veronii sobria trota media caviae atipicas 286
F % F % F % F % F % F| % F % F %

| 130 67,0 | 39 | 20,1 8 41 | 3| 15 8 4,1 5| 2,6 1105 194 100

I 46 50,0 | 33 | 359 2 22 |2 22 6 65 (2| 22 1 1.1 92 100

No “Método I” foi verificado isolamento de 80% de A. sobria, 73,9% da
espécie A. hydrophila, 71,4% de A. caviae, 60,0% de A. trota, 57,1% de A. media,

54,2% da A. veronii bv veronii e 50,0% de A. atipicas, enquanto que no “Método II”
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foi observado o isolamento de 50,0% de A. atipicas, 45,8% da A. veronii bv veronii,
42,9% de A. media, 40,0% de A. trota, 28,6% de A. caviae, 26,1% da espécie A.

hydrophila, e 20% de A. sobria (Tabela 34 e Apéndice 9.3.45).

Na analise dos dados estatisticos foi constatado que p=0,089, quando

comparado os resultados encontrados no isolamento das espécies de Aeromonas

entre os dois métodos. Este resultado demonstra ndo haver diferenga significativa

ao nivel de 5%. (Apéndice 9.3.11).

TABELA 34 — Distribuicdo da freqUéncia e do percentual de cada espécie de Aeromonas

isolada pelos “Métodos | e ll”

Aeromonas
veronii bv
Método hydrophila veronii sobria trota media caviae atipicas
F % F % F % F| % F % F| % F %
| 130 73,9 39 54,2 8 80,0 | 3 | 60,0 8 571 | 5] 714 |1 50,0
Il 46 26,1 33 45,8 2 20,0 | 2 | 40,0 6 429 (2] 286 |1 50,0
Total 176 61,5 72 25,2 10 3,5 5 1,7 14 4.9 7| 24 2 0,7




5 DISCUSSAO

5.1 BACTERIAS ISOLADAS

Nas amostras de tilapia avaliadas foi observado alto indice de contaminagao
bacteriolégica (85,7%), resultado equivalente nas duas regides, com maior
incidéncia total do género Aeromonas (68,1%), sendo que 62,9% foram isolados do
material proveniente do municipio de Cachoeiras de Macacu e 37,1% do municipio
de Pirai, deste percentual 25,5% foram oriundos da piscicultura B e o restante da
piscicultura C.

O percentual total do género Vibrio spp. identificado foi de 16,4%, sendo que
97,1% foi oriundo de material do municipio de Pirai, deste percentual 60,9% foram
originarios da piscicultura C, indicando risco potencial a saude publica devido a
diversidade de espécies patogénicas causadoras de ETA e DTA pertencentes a
este género. Em relagdo a familia Enterobacteriaceae, que apresentou 12,2% do
total dos géneros isolados e onde podem estar incluidas bactérias indicadoras de
contaminagao fecal, foram encontrados 86,3% do total identificado no material
proveniente do municipio de Pirai (49,0% da piscicultura C), assim como o género
Pseudomonas, que do total de 3,3% foi identificado 85,7% em tilapias oriundas
desse mesmo local (64,3% do produtor C), como pode ser verificado nas tabelas 08,
16 e 22. A diversidade de géneros que foi identificada nas amostras de tilapia variou
de acordo com a piscicultura e regiao, indicando um possivel manejo diferenciado
entre os produtores e/ou cuidados diferenciados quanto a origem e qualidade da
agua de cultivo.

Cada lote de amostras originarias das trés pisciculturas, apresentou

diferengas quanto a quantidade e géneros isolados. O maior percentual de



144

isolamento do género Aeromonas ocorreu na piscicultura A, com frequéncia de 180
(94,2%), seguido pela piscicultura B com frequéncia 73 (60,8%) e piscicultura C com
33 (30,3%). Estes resultados podem ser parcialmente explicados em funcao da
diferenga no tamanho de cada lote, pois existe uma diferenga significativa ao nivel
de 5% na proporc¢ao das bactérias distribuidas em cada um dos lotes. Nos trés lotes
houve isolamento de Aeromonas spp. Pseudomonas spp., Vibrio e
Enterobacteriaceae, ocorrendo nos lotes das pisciculturas A e B predominancia do
género Aeromonas enquanto o lote C ocorreu predominancia de Vibrio spp. (Tabela
19).

5.2 ESPECIES DE Aeromonas spp. ISOLADAS

As espécies de Aeromonas isoladas e identificadas nas amostras de tilapia
foram: A. hydrophila, A. veronii bv veronii, A. sobria, A. caviae, A. trota, A. media e
A. atipicas, sendo que a espécie mais frequente foi a pertencente ao grupo
hydrophila.

Ao avaliar-se o percentual de isolamento por regido, observa-se que nas
amostras do municipio de Cachoeiras de Macacu foram isoladas 100% das estirpes
de A. sobria e A. trota, e 85,8% de A. hydrophila, enquanto nas amostras do
municipio de Pirai foram identificadas 88,9% de A. veronii bv veronii, 100% de A.
caviae e 14,2% de A. hydrophila (Tabela 29). Relatos de patogenecidade para o
homem e/ou pescado, envolvendo as espécies citadas, foram feitos por Carnahan et
al. (1991), Garcia-Lopez et al. (2004). Gonzalez et al. (2001), Gorden et al. (1979),
Janda et al. (1995), Janda e Abbott (1998), Khardori e Fainstein (1988), Lee et al.
(1997), Lehane e Rawlin (2000), Qadri et al. (1976), Rall et al. (1998), Rodriguez
(2004), Rossi Jr et al. (2001), Souza e Souza (2001), Thomsen e Kristianse (2001),
Tsai e Chen (1996), Varnan e Evans (1996).

Ghenghesh et al. (2001), também encontraram diversidade similar de
espécies de Aeromonas, ao estudarem aguas de rios. Hirsch et al. (2006) ao
analisarem trés amostras de tilapias, uma amostra de agua do tanque e uma
amostra da agua do sistema de abastecimento, identificaram em todas as amostras,
as espécies A. jandaei, A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila,
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A. veronii bv veronii, A. schubertii, A. media, além de estirpes classificadas como
Aeromonas atipicas.

Atkins e Cleary (2000), Borrel et al. (1998), Borsh et al. (1974), Champsaur et
al. (1982), Falgas et al. (2003), Ferran et al. (2004), Garcia-Lopez et al. (2004),
Garibay et al. (2006), Isonhood e Drake (2002), Nojimoto et al. ( 1997), Sugita et al.
(1995) e Zanella et al. (2004) citaram patogenicidade destas espécies, causando
enfermidades de origem gastroentéricas e, Carnahan et al. (1991), Falgas (2003),
Garcia-Lépez et al. (2004), Janda e Abbott (1995), Janda e Abbott (1998), Khardori e
Fainstein (1988), Lee et al. (1997), Qadri et al. (1976) e Thomsen e Kristianse
(2001), relataram a ocorréncia de Aeromonas spp. causando também enfermidades
nao entéricas. Nao seria preocupante a presencga destas bactérias no que concerne
ao consumo do pescado apos tratamento térmico, ja que a temperatura de 45°C
ocasionaria a sua eliminagédo, porém foram diagnosticadas linhagens das espécies
A. hydrophila, A. sobria, e A. veronii bv veronii como produtoras de toxinas
termoestaveis podendo ocasionar DTA, cabendo ressaltar que a presenca destas
espécies de Aeromonas spp. podem ser agentes de enfermidades nos
manipuladores durante o manejo do pescado, como relatado por Falcon et al. (2004)
que citaram alteragbes morfologicas e intracelulares provocadas pela enterotoxina
citotoxica da A. hydrophila em células epiteliais humanas, no qual demonstra que
esta toxina, além de suas propriedades bioldgicas, € capaz de induzir a morte celular
mediante apoptose, sendo comum a presenga dessas toxinas em pescado de
consumo exposto ao comércio como relatado por Rall et al. (1998), que detectaram
a producao de enterotoxina citotoxica, em 67% das estirpes de A. sobria, em 60%
das estirpes de A. hydrophila e em 40% das de A. caviae, isoladas de peixes
“Pintado” coletados no comércio de Sdo Paulo.

Além disso, Falgas (2003) relatou que a A. hydrophila apresenta dois tipos
de enterotoxinas citotdnicas classificadas em termolabeis e termoestaveis. As
termolabeis sdo resistentes a 56°C durante 10 minutos, e tém sido isoladas em
casos de diarréias produzidas por A. hydrophila. A enterotoxina termoestavel resiste
a temperatura de 100°C por 30 minutos e pode causar acumulo de fluidos, além de
reagir com as toxinas anticoléricas. Pelo exposto, ndo é recomendado a utilizagcao
deste pescado na culinaria japonesa, que habitualmente consome este tipo de

alimento sem processamento térmico.
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Analisando os dados encontrados nas amostras coletadas nas trés
pisciculturas, foi verificada a ocorréncia destas espécies patogénicas (A. hydrophila,
A. veronii bv veronii, A. sobria e A. caviae) numa proporgao de 93,9% em relagao ao
total do género isolado, nas amostras da piscicultura A com maior percentual de A.
hydrophila (83,9%); 93,1% da piscicultura B, com os maiores percentuais de A.
veronii bv veronii (58,9%) e A. hydrophila (31,5%); e 84,9% da piscicultura C, com
maior percentual de A. veronii bv veronii (63,6%) e A. caviae com (15,2%).

A diversidade de espécies encontradas no pescado das pisciculturas
estudadas é relevante, devido ao fato de que espécies potencialmente patogénicas
aos peixes foram encontradas como as A. hydrophila, A. sobria, A.veronii bv veronii
e A. caviae. A presenca dessas espécies nos cultivos, quando aliada aos manejos
inadequados (densidade populacional em desacordo com a maxima permitida,
manipulagdo exagerada dos animais, alimentagdo inadequada, entre outros) pode
provocar o surgimento de doengas no plantel. Ghenghesh et al. (2001), encontraram
diversidade similar de espécies de Aeromonas, ao estudarem aguas de rios e
concluiram que essa diversidade observada, possibilitava a ocorréncia de doengas
veiculadas através da agua de cultivo.

As espécies isoladas acima citadas sao consideradas potencialmente
patogénicas aos seres humanos (A. hydrophila, A.sobria, A. caviae, A. veronii bv
veronii), implicando em risco ao consumidor desse pescado. Isolados n&o-

patogénicos também foram identificados como as A. media e A. trota.

5.3 METODOLOGIAS UTILIZADAS

Em relagcédo ao isolamento do género Aeromonas, os dois Métodos utilizados
apresentaram comportamento semelhante. Enquanto que, em relagdo as espécies
isoladas, apesar da analise dos dados estatisticos ndo apresentarem diferencga
significativa, se observou que o “Método I” (Agar Aeromonas, Agar Mac Conkey,
Agar Sangue e Agar GSP), que teve como suplemento a ampicilina (inibidora da
microbiota acompanhante) e temperatura de incubacdo de 28°C (faixa 6tima de
crescimento da Aeromonas spp.), apresentou desempenho mais eficiente no
isolamento de A. hydrophila, enquanto no “Método II” (Agar GSP, Agar TCBS e Agar

Desoxicolato Citrato) que teve como suplemento o NaCl e temperatura de
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incubacédo de 37°C, foi observada maior eficiéncia no isolamento de A veronii bv
veronii, como pode ser verificado na tabela 33.

Segundo, Jeppesen (1995) os meios de cultivo variam de efetividade e
seletividade dependendo da origem do material avaliado. A opgdo do meio a ser
utilizado e das condicdes de incubacao vai depender da necessidade de recuperar
células injuriadas, inibir a microbiota acompanhante competidora e do objetivo da
investigacao (se qualitativo ou quantitativo).

A literatura relata condi¢cdes de crescimento diferenciadas, o que demonstra
um comportamento diversificado das espécies e estirpes do género Aeromonas,
justificando a variedade de condigdes relatadas pelos diversos autores, assim como
no experimento realizado no qual o “Método I” foi mais eficiente para A. hydrohila e
o “Método II” para A. veronii bv veronii.

De acordo com Popoff, (1984), a maioria das espécies de Aeromonas spp.
cresce numa faixa de temperatura de 5°C a 41°C, sendo a faixa de temperatura
otima de crescimento entre 22°C e 28°C.

Altwegg e Geiss (1989), Altwegg (1999) e Palumbo et al. (2001), observaram
diferenca na atividade das descarboxilases e demais provas bioquimicas de
Aeromonas spp. moveis, dependendo da temperatura de incubagao, concluindo que
a temperatura de 29°C é mais indicada para tais reagoes.

Palumbo et al. (2001), observaram que em varias reagdes bioquimicas de
diversas estirpes de Aeromonas spp. méveis isoladas de alimentos, apresentaram
resultados diferentes de acordo com a temperatura de incubag¢do, mostrando
resultados negativos a 37°C e resultados positivos a 28° C. A tolerancia ao sal pode
variar de acordo com as estirpes e as demais condigcbes do meio, isto justifica a
diferenga de espécies isoladas e identificadas nas mesmas amostras, pelas duas
metodologias utilizadas.

A A. hydrophila espécie que vem sendo exaustivamente estudada, tanto em
relacdo as condi¢cdes de crescimento quanto a sua ocorréncia, € referenciada na
literatura desde a década de 80 em varios estudos como os citados a seguir:
Palumbo et al., 1985, Popoff, (1984), e Varnam e Evans (1996), afirmando que a A.
hydrophila, presente em alimentos é capaz de crescer em temperaturas de
aproximadamente - 0,1°C a + 1,2°C, sendo garantido seu desenvolvimento na
temperatura de 4°C. Varnam e Evans (1996) que relataram temperatura maxima de

crescimento em 42°C e Euzéby (2003), que afirmou ser possivel a todas as
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linhagens crescerem a 42°C depois de 24 a 48 horas de incubagao. Garcia-Lopez et
al. (2004) contrariando esses autores, afirmaram que a faixa de crescimento é de -
5°C a 45°C. Porém em relacdo a temperatura 6tima de desenvolvimento todos os
autores citados concordam com o valor de 28°C, que foi a temperatura utilizada no
“‘Método I”, inclusive nas provas bioquimicas para identificacdo das estirpes isoladas
por esta metodologia.

Palumbo et al., (1985) verificaram o crescimento das estirpes BA2 e BA7 de
A. hydrophila, com 5% de NaCl quando incubado na temperatura étima de 28°C. Os
autores relatam que a maioria das estirpes crescem em concentragdes em torno de
2% a 4% de NaCl, sendo que existem algumas estirpes que necessitam da
presenca de no minimo 0,3% e outras que nao necessitam desse sal para seu

desenvolvimento.

5.4 SELETIVIDADE DOS MEIOS

Os meios seletivos utilizados apresentaram diferenga significativa quanto ao
isolamento da Aeromonas spp., nas amostras ensaiadas em relacdo aos outros
géneros, e os resultados demonstraram que o meio de cultivo Agar Aeromonas é
mais seletivo para o género Aeromonas, enquanto o meio TCBS ndo revelou
seletividade para o género estudado, resultado ndo esperado pois este género até
ha pouco tempo pertencia a familia Vibrionaceae para a qual o referido meio
(MERCK, 2003) ¢ seletivo.

A ordem decrescente do percentual de isolamento do género Aeromonas nos
meios seletivos foi: Agar Aeromonas com ampicilina (85,3%), Agar GSP com
ampicilina (70%), Agar GSP com NaCl (69,0%), Agar Mac Conkey com ampicilina
(67,6%), Agar Desoxicolato Citrato com NaCl (63,4%), Agar Sangue com ampicilina
(58%) (Tabela 08).

Com material das trés pisciculturas, foi observado o melhor desempenho de
isolamento de Aeromonas spp no Agar Aeromonas, sendo o maior percentual de
isolamento observado (27,2%) na piscicultura C que corresponde a 30,3% do
género isolado no total das amostras e, 0 menor percentual de isolamento (17,8%)
foi obtido nas amostras da piscicultura A correspondendo a 94,2% do total do

género Aeromonas isolado. O fato deste meio apresentar uma maior efetividade de
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isolamento, mesmo quando o género Aeromonas se encontrava em menor
proporcdo em relagao aos demais, pode estar relacionado a composi¢ao do meio, a
suplementacdao do meio com ampicilina (inibidora da microbiota acompanhante),
além da temperatura de incubacéo utilizada que foi de 28°C (Tabela 19 e 21).

Ao identificar o crescimento bacteriano ocorrido no pescado da piscicultura A,
foi constatado percentual de isolamento nos meios Agar Mac Conkey com
ampicilina, Agar GSP com ampicilina e com NaCl, semelhantes (17,2%), indicando
efetividade de isolamento destes meios quando o género Aeromonas foi
predominante na microbiota. No Agar Desoxicolato Citrato com NaCl e o Agar
Sangue com ampicilina foram observadas as menores seletividades,
comportamento semelhante ao encontrado com os resultados totais tabulados
(Tabela 08).

Com material da piscicultura B, foi verificado percentual de 60,8% de
isolamento de Aeromonas spp., mas com diferencas quanto a ordem de efetividade
dos meios quando relacionada aos resultados totais de todas as amostras com
crescimento bacteriano, sendo observada a seguinte ordem decrescente no
desempenho da seletividade: Agar Aeromonas com ampicilina, Agar Desoxicolato
Citrato com NaCl, Agar Mac Conkey com ampicilina, Agar GSP com ampicilina e
com NaCl e Agar Sangue com ampicilina. Este desempenho pode ter relacdo com a
presengca de outros géneros, principalmente o Vibrio spp. (20,8%) e a familia
Enterobacteriaceae (15,8%) que foram isolados em pequeno percentual no pescado
da piscicultura A (Tabela 08,19 e 21).

No isolamento bacteriano realizado nas tilapias da piscicultura C foi verificada
semelhanga com os resultados obtidos com a tabulagdo dos resultados totais,
sendo o segundo melhor desempenho de seletividade com o meio Agar GSP com
ampicilina, seguido do Agar Mac Conkey com ampicilina e do Agar GSP com NaCl
com resultados semelhantes e, obtidas as menores seletividade para Aeromonas
spp. nos meios Agar Sangue com ampicilina e Agar Desoxicolato Citrato com NaCl.

Em todos os meios utilizados, com excegcao do TCBS, foi verificada
seletividade semelhante para o género Aeromonas.

Na analise dos dados estatisticos nao foi evidenciada diferenca significativa
em relagcdo a seletividade dos meios de cultivo utilizados no isolamento das

espécies do género Aeromonas.
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Em relacdo a distribuicdo das espécies nos meios de cultivo o maior
percentual de isolamento de A. hydrophila, em todos os meios de cultivo, justifica-se
pela maior frequéncia (F=176) desta espécie nas amostras de tilapia ensaiadas. O
mesmo comportamento foi observado com a espécie A. veronii bv veronii (F=72) da
qual foi comprovada o segundo maior percentual. Essas duas espécies
correspondem a 86,7% do total género isolado, influenciando desta forma no
resultado da seletividade. (Tabela 29).

O meio de cultivo com melhor caracteristica de seletividade para as espécies
isoladas das amostras de tilapia foi o Agar Aeromonas com ampicilina, com o maior
percentual de isolamento da maioria das espécies, excetuando-se a A. veronii bv
veronii, que foi obtida em maior percentual no meio Agar Desoxicolato Citrato com
NaCl, porém este ultimo, ndo foi seletivo para A. sobria, ndo ocorrendo isolamento
de colénias desta espécie. Do Agar Sangue com ampicilina e do Agar GSP com
NaCl plaqueados com as mesmas amostras de tilapias, ndo foram isoladas col6nias
de A. trota e A. caviae , ndo sendo, portanto, meios de cultivo seletivos para estas
espécies (Tabela11).

Observa-se que na literatura os pesquisadores referenciam o uso do Agar
Sangue no isolamento de Aeromonas spp. Esterabaldi et al. (1973) citam o
isolamento de A. hydrophila, apds a utilizagdo de plaqueamento em Agar Sangue.
Assim como Bizani e Brandelli (2001), que utilizaram Agar Sangue de carneiro para
isolamento de Aeromonas spp. e Boijink e Brandao (2001), que semearam amostras
em Agar Sangue isolando estirpes de Aeromonas sp., citando a identificacéo de A.
hydrophila através de reagdes bioquimicas.

No experimento realizado, apesar do meio Agar Sangue n3o ter sido
considerado como o meio de cultivo mais indicado para isolamento deste género, foi
0 que apresentou maior percentual de isolamento da espécie A. hydrophila (Tabela
10). Este fato pode justificar o maior niumero de trabalhos na literatura citando a A.
hydrophila, quando o meio seletivo é o Agar Sangue, pois neste experimento este
meio de cultivo ndo isolou a A. trota nem A. caviae, além de apresentar o menor
percentual no isolamento de A. veronii bv veronii.

A presenca de A. hydrophila e A. sobria causando hemdlise incompleta ou
completa no meio de cultivo contendo sangue de carneiro (Agar Sangue com
ampicilina), pode indicar a presenga de toxinas, potencialmente patogénicas tanto

para o homem quanto para o pescado de cultivo, pois de acordo com Abrami et al.
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(2003), a hemolisina alfa que se forma em temperaturas menores que 37°C, durante
a fase de crescimento estacionario da Aeromonas spp. ocasiona hemodlise
incompleta dos glébulos vermelhos e, as placas de Agar Sangue com ampicilina do
presente trabalho, onde se observou a hemdlise, foram incubadas a 28° C. O
mesmo autor cita outra toxina chamada beta hemolisina conhecida também como
aerolisina, citolisina ou enterotoxina citolitica, que é termolabil a 56°C durante 5
minutos, e se forma durante a fase de crescimento logaritmico e produz a hemdlise
completa dos glébulos vermelhos do Agar Sangue. Apesar de ndo ter sido
observado no Agar Sangue, o desenvolvimento de A. trota nem A. caviae, em
material do presente experimento, foi importante a sua utilizagdo para se ter um
indicativo de espécies patogénicas através da visualizagdo do fenbmeno de
hemdlise. Apds a realizagdo das provas bioquimicas, foi observado que as espécies
que causaram hemolise incompleta foram: a A. hydrophila isoladas das amostras
das pisciculturas A e B, e a A. sobria oriunda do material da piscicultura A. A
hemdlise completa observada foi com as estirpes de A. hydrophila do pescado da
piscicultura A.

Quando se avaliou o isolamento das espécies pelos meios de cultivo em
cada uma das pisciculturas, foi observada uma variagdo no comportamento de
seletividade. Nas amostras da piscicultura A, foram verificadas as seguintes
frequéncias: A. hydrophila (151), A. sobria (10), A. veronii bv veronii (8), A. media (6)
e A. trota (5); em relagéo a espécie A. veronii bv veronii foi constatado o melhor
crescimento no Agar GSP com NaCl. Enquanto que, com as tilapias da piscicultura
B, cujas maiores frequéncias observadas foram das espécies A. veronii bv veronii
(43) e A. hydrophila (23), a seletividade foi semelhante ao encontrado no resultado
total. Ao analisar os resultados obtidos com as amostras da piscicultura C, onde a
espéecie predominante foi A. veronii bv veronii (21), foi verificado que a maior
seletividade ocorreu no meio Agar Aeromonas com ampicilina e no meio Agar GSP
com ampicilina foi evidenciada melhor efetividade para a A caviae (5). Essa
seletividade variavel das espécies entre os meios de cultivo pode ser justificada pela
diversidade qualitativa e quantitativa das espécies em cada uma das pisciculturas.
Estes resultados justificam a necessidade de utilizagdo de varios meios seletivos
que permitam o isolamento e identificacdo de todas as espécies presentes nas

amostras analisadas.
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5.5 TESTE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Ao analisar os resultados encontrados no teste de sensibilidade
antimicrobiana para o género Aeromonas foi verificado um percentual de resisténcia
a ampicilina de 92,7%, justificando o uso deste farmaco como suplemento de meios
seletivos com a funcdo de inibir a microbiota acompanhante. A resisténcia
observada esta de acordo com as relatadas por Ghenghesh et al. (2001), Rodriguez
(2004) Souza e Souza (2001), Wen-Chien et al. (1998) e Zanella et al. (2004), que
evidenciaram 100% de resisténcia a este farmaco, com Costa (2003) que citaram
resisténcia de estirpes isoladas de tilapia e pacu, com Pereira (2003) que relataram
resisténcia de 61,53% de estirpes oriundas de mexilhdo in natura e pré-cozido,
enquanto em trabalhos anteriores a 1990, como o de Kumar e Dey (1986) foi
descrita resposta intermediaria ao teste de sensibilidade ao farmaco supracitado.

Em relagdo a oxacilina, a resisténcia encontrada (76,1%) no material
ensaiado neste experimento, esta de acordo com a relatada de Costa (2003) que
avaliou o desempenho este farmaco com estirpes de Aeromonas spp. isoladas de
amostras de tilapia e pacu.

O resultado de 51,3% de resisténcia encontrado com a penicilina G é
concordante com os relatados de Kumar e Dey (1986), com o ensaio realizado por
Costa (2003) utilizando estirpes isoladas de tilapia e pacu e com a citagdo de
Rodriguez (2004).

A resposta intermediaria a eritromicina apresentada por 74,1% das estirpes
de Aeromonas spp. isoladas neste trabalho, esta em discordancia com os resultados
de sensibilidade encontrado no experimento de Kumar e Dey (1986), com os
relatados por Costa (2003) ao avaliar estirpes isoladas de tilapia e com os
evidenciados por Hirsch et al. (2006), que relataram resisténcia de 93% de estirpes
isoladas de amostras de tilapia, agua do tanque de cultivo e de abastecimento.

Com relagdo a novobiocina, foi observada resposta intermediarias (69,6%)
das estirpes isoladas no experimento em questéo, resposta ndo compativel com a
resisténcia encontrada por Costa (2003) para as estirpes isoladas de tilapia e pacu,
e relatos de Rodriguez (2004).

O percentual de resposta intermediaria das estirpes de Aeromonas spp. ao

farmaco tetraciclina foi de 68,4%, estando em concordancia com o relatado por



153

Neves (1989), mas estando em discordéncia com os encontrados por Kumar e Dey
(1986), Goni-Urriza et al. (2000), Souza e Souza (2001) e Pereira (2003), que
relataram a ocorréncia de estirpes de Aeromonas spp. sensiveis a este farmaco,
enquanto Costa (2003) relataram resposta de resisténcia ao ensaiar estirpes de
Aeromonas spp. provenientes de pacu.

Com as estirpes isoladas das tilapias deste experimento foi verificado
percentual de 52,3% de resposta intermediaria a sulfametoxazol+trimetoprim,
enquanto Kumar e Dey (1986) e Costa (2003) relataram resposta resistente a este
antimicrobiano de todas as estirpes isoladas em seus experimentos, em Ghenghesh
et al. (2001), Gofi-Urriza et al. (2000), Pereira (2003) e Souza e Souza (2001) foi
descrita resposta sensivel.

Com as estirpes de Aeromonas spp. isoladas e ensaiadas foi evidenciada
resposta sensivel a gentamicina (94,7%), estando em concordancia com a
observacéo relatada por Ghenghesh et al. (2001), Goii-Urriza et al. (2000), Hirsch et
al. (2006), que citaram apenas 9% estirpes de Aeromonas spp. isoladas de peixes,
agua de tanque e do sistema de abastecimento com resposta de resisténcia a este
farmaco, Kumar e Dey (1986) e Pereira (2003), enquanto Alcides, et al. (1999) com
estirpes isoladas de hortaligas, Costa (2003) com estirpes oriundas de pacu e
Zanella et al. (2004) em estudo com estirpes isoladas de fezes de trabalhadores de
aviario e de aves relataram resposta resistente.

Em relagdo a nitrofurantoina, comportamento de sensibilidade (84,6%) foi
observado com as estirpes de Aeromonas spp., estando em concordancia com a
resposta encontrada por Hirsch et al. (2006), Neves (1989) e Pereira (2003) que
relatou percentual de 92,3% de sensibilidade.

Os resultados encontrados com a rifampicina demostraram resposta sensivel
de 75,8% das estirpes, estando em discordancia com o resultado encontrado por
Costa (2003) que relatou resisténcia a este farmaco por estirpes oriundas de tilapia e
pacu.

Em relacdo ao cloranfenicol, a resposta sensivel observada por 68,5% das
estirpes de Aeromonas spp. isoladas, esta em concordancia com os resultados
relatados por Ghenghesh et al. (2001), Gofi-Urriza et al. (2000), assim como com
Hirsch et al. (2006), que relataram resisténcia de apenas 4% das estirpes originarias

de peixes, de agua do tanque e de abastecimento do sistema estudado, com Kumar
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e Dey (1986), Neves (1989), Pereira (2003) que relatou 100% de sensibilidade em
estirpes isoladas de mexilhdo in natura e pré-cozidos e Souza e Souza (2001).

A sensibilidade encontrada com o uso da kanamicina (64,3%), estd em
concordancia com a relatada por Ghenghesh et al. (2001), Hirsch et al. (2006) e
Neves (1989) que observaram resisténcia de 8% das estirpes isoladas em amostras
de peixes, de agua do tanque e de abastecimento do sistema estudado, enquanto
que Costa (2003) relatou sensibilidade intermediaria com estirpes isoladas de
amostras de tilapia.

Em 61,8% de estirpes de Aeromonas spp. isoladas no presente experimento,
foi observada resposta sensivel a estreptomicina, estando em concordancia com
resultado encontrado por Kumar e Dey (1986), enquanto Souza e Souza (2001),
relataram que 50% das estirpes isoladas em peixes e 100% das isoladas da agua do
rio Congonhas, havia sido observada resposta resistente.

A resposta das estirpes de Aeromonas spp. isoladas a lincomicina foi
intermediaria, mas em apenas 47,7% das estirpes, estando em discordancia com os
resultados encontrados por Costa (2003) que relatou resisténcia a este farmaco por
estirpes isoladas de tilapia e pacu.

No entanto, as espécies isoladas e identificadas a partir do material ensaiado
apresentaram comportamento variavel na resposta ao teste de sensibilidade
antimicrobiana, assim como foram observadas algumas respostas diferentes das
obtidas quando o teste foi aplicado ao género Aeromonas.

No teste de sensibilidade antimicrobiana, ensaiado com as estirpes de
Aeromonas spp., isoladas das amostras de tilapia das trés pisciculturas, foram
evidenciadas respostas semelhantes quanto a: resisténcia aos farmacos ampicilina e
oxacilina; sensibilidade intermediaria a amoxacilina, eritromicina, tetraciclina,
lincomicina e sulfametoxazol+trimetoprim; sensibilidade a estreptomicina,
kanamicina, cloranfenicol, nitrofurantoina e gentamicina.

Com a novobiocina foi observada resposta intermediaria das estirpes isoladas
nas amostras das pisciculturas A e B, enquanto que nas da piscicultura C foi
evidenciada resposta de resisténcia a este farmaco.

Em relacdo a penicilina G, observou-se sensibilidade intermediaria nas
estirpes isoladas das amostras da piscicultura A, enquanto que nas das pisciculturas

B e C foi constatada resposta resistente a este farmaco e, neste caso cabe ressaltar
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que a diferenca de resposta foi em relagéo a regido, pois as pisciculturas B e C séo
situadas no mesmo municipio.

Em relagao ao trimetoprim foi evidenciada resposta resistente com as estirpes
isoladas do pescado das pisciculturas A e B e, com as originarias das tilapias da
piscicultura C foi observada resposta sensivel ao teste.

O ensaio com as estirpes isoladas do material das pisciculturas A e C
evidenciaram reagao de sensibilidade a rifampicina, enquanto nas oriundas do
material da piscicultura B, foi observada resposta intermediaria.

As diferencas de respostas observadas no teste de sensibilidade aos
antimicrobianos com estirpes isoladas em material dos trés produtores podem ser
devido a resisténcia adquirida pela utilizagdo nao racional desses farmacos no
manejo, ou quanto a variedade de espécies isoladas do género Aeromonas nas
amostras de tilapia desses diferentes produtores.

Entre os fatores que contribuem para o desenvolvimento da resisténcia
antimicrobiana adquirida, provocando a variabilidade de resultados entre as
pisciculturas, podem ser citados: a origem geografica do material e ao cultivo de
tilapia ainda se encontrar em fase artesanal no Estado do Rio de Janeiro. Foi
observado que cada piscicultor utiliza uma forma diferenciada de manejo, tanto no
que concerne ao provimento de ragcbes e suplementos quanto a procedéncia de
alevinos, aos cuidados diferenciados com a sanidade animal e ao tratamento da
agua de cultivo, que por vezes é negligenciado, por ser esta espécie de pescado
pouco exigente em relagédo a qualidade da agua e a prépria alimentagéao.

A resposta variavel no teste de sensibilidade aos antimicrobianos pode ser
justificada pela resisténcia adquirida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos ou,
como foi observada uma variagdo quantitativa e qualitativa das espécies do género
Aeromonas isoladas nas amostras das trés pisciculturas, a variagao nas respostas
as farmacos utilizados pode ser devida a agdo de enzimas produzidas por algumas
especies deste género.

Nos resultados do teste de sensibilidade antimicrobiana foi observada
consideravel variacdo quando da analise das respostas obtidas de acordo com as
espécies isoladas.

Em relagdo a oxacilina, com todas as espécies isoladas foi verificada
resisténcia, estando compativel com o resultado encontrado para o género

Aeromonas, mas com diferenca significativa ao nivel de 5% (p=0,008) entre as
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respostas individuais de cada espécie (Tabela 12, Quadro 04 e Apéndice 9.3.12).
Foi constatada sensibilidade da A. media ao trimetoprim, enquanto a A. trota
foi observada reagao intermediaria, contrariando o observado com a Aeromonas
spp. € as demais espécies isoladas que foram resistentes e a A. caviae que
percentagens equivalentes de estirpes foram tanto resistentes quanto sensiveis.

Em relagdo a ampicilina, a resposta intermediaria observada com A. trota, A.
media e A. atipicas contrastou com a verificadada com as demais espécies isoladas
e da Aeromonas spp., que foram resistentes.

A resposta da A.sobria a lincomicina foi de resisténcia, enquanto que a A
trota foi sensivel e, as demais espécies e a Aeromonas spp. foram intermediarias.

As A. atipicas foram sensiveis a tetraciclina, resposta diferenciada foi
observada com as demais espécies e a Aeromonas spp. que foram intermediarias.

Com excecdo da A. sobria, que em relacdo ao cloranfenicol, foi verificada
resposta igualmente distribuida entre intermediaria e sensivel, as demais espécies e
a Aeromonas spp. foram sensiveis.

Com a A. caviae foi constatada resposta intermediaria a kanamicina
enquanto as demais espécies e a Aeromonas spp. foram sensiveis.

As espécies A. trota e A. sobria foram sensiveis ao sulfametoxazol
+trimetoprim, enquanto que com as estirpes de A. veronii bv veronii foi observada
resposta equilibrada entre resisténcia e sensibilidade, enquanto que as demais
espécies identificadas e a Aeromonas spp. foram intermediarias.

A A. sobria foi 50% resistente e 50% intermediaria frente a amoxacilina,
enquanto que com as demais espécies e a Aeromonas spp. foram observados
percentuais maiores que 50%, para resposta intermediaria.

Na resposta a eritromicina, a A. sobria foi resistente, diferentemente das
demais espécies e do género Aeromonas que foram intermediarios.

Em relagdo a novobiocina, foi verificada tendéncia a resisténcia das estirpes
de A. sobria e A. caviae, enquanto as outras espécies, assim como Aeromonas spp.
foram intermediarias.

Na reacdo ao farmaco penicilina G, a A. hydrophila e A. trota foram
intermediarias diferenciando-se da resisténcia observada com demais espécies e
com a Aeromonas spp.

Todas as espécies isoladas (A. hydrophila, A. sobria, A. veronii bv veronii, A

trota, A. caviae, A. media, A. atipica) foram sensiveis a estreptomicina, gentamicina,
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rifampicina, e nitrofurantoina, sendo constatada compatibilidade com a resposta
observada com género Aeromonas (Tabela 30, Quadro 04 e Apéndices 9.3.13,
9.3.20, 9.3.21, 9.3.27).



6 CONCLUSAO

A ocorréncia de Aeromonas spp. em 68,1% das amostras de tilapia oriundas
de trés pisciculturas situadas em dois municipios, servem de alerta aos produtores,
aos profissionais e as entidades governamentais ligadas ao setor pesqueiro, quanto
aos procedimentos higiénico e sanitarios praticados bem como ao manejo adotado
na tilapicultura estadual, sendo aconselhavel a implementagdo de acgdes de
monitoramento da presencga desta bactéria tanto no pescado quanto na agua de
cultivo.

No material ensaiado foi constatada diversidade qualitativa e quantitativa de
espécies de Aeromonas (A. hydrophila, A. veronii bv veronii, A. sobria, A. caviae, A.
trota, A. media e A. atipicas ) isoladas.

A existéncia de espécies de Aeromonas potencialmente patogénicas para o
pescado nas amostras ensaiadas, indica a probabilidade de ocorréncia de doengas
de dificil controle no plantel ocasionando perdas econdmicas para os produtores.

A ocorréncia de espécies de Aeromonas potencialmente patogénicas para o
para o homem, nas amostras de tilapia ensaiadas oriundas das trés pisciculturas,
nao recomenda o consumo desse pescado na forma in natura (cru), assim como a
observacéo de espécies (A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. trota e A. veronii bv
veronii) potenciamente produtoras de toxinas termoestaveis, torna o pescado
ensaiado potencial veiculador de doencgas.

O género Aeromonas e a espécie A. hydrophila apresentou maior ocorréncia
no pescado do municipio de Cachoeiras de Macacu, e a espécie A. veronii bv veronii
no pescado do municipio de Pirai.

A maior ocorréncia do género Aeromonas e da espécie A. hydrophila foi no

pescado originario da piscicultura A. No material das pisciculturas B e C houve maior
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ocorréncia da espécie A. veronii bv veronii

O meio TCBS nao foi seletivo para o género Aeromonas nas analises com as
amostras ensaiadas.

O Agar Aeromonas com ampicilina foi o meio mais seletivo, dentre os
utilizados, para o género Aeromonas, com sensibilidade para todas as espécies
identificadas neste estudo.

O Agar Sangue com ampicilina foi 0 meio mais sensivel para A. hydrophila,
dentre os meios utilizados, mas com baixa seletividade para o género.

O Agar Desoxicolato Citrato com NaCl foi o meio mais sensivel para A. veronii
bv veronii.

A “Metodologia I” foi mais eficaz no isolamento de A. hydrophila e, a
“‘Metodologia II” de A. veronii bv veronii. Esta constatagdo indica possiveis
diferencas destas espécies quanto as de caracteristicas de temperatura 6tima de
crescimento e afinidade pelo NaCl.

Apenas com os antimicrobianos gentamicina, estreptomicina, rifampicina e
nitrofurantoina ocorreu homogeneidade na resposta de sensibilidade quando
comparado o género Aeromonas com as espeécies isoladas.

Com os farmacos ampicilina e oxacilina o perfil antimicrobiano foi de
resisténcia em relagdo ao género Aeromonas e as espécies isolada, no pescado
ensaiado das trés pisciculturas.

Os ensaios realizados com a Aeromonas spp. demonstraram variagado quanto
ao perfil antimicrobiano com a maioria dos farmacos testados, tanto em relagao a
area geografica, quanto as espécies isoladas permitindo observar tendéncia a
resposta de resisténcia.

O comportamento apresentado pelas estirpes das espécies é preocupante
uma vez que foram isoladas das fontes de producao, e que o nivel de contaminacao
do produto no comércio podera elevar-se face as condi¢bes de armazenamento e
manipulacdo, podendo contribuir para o envolvimento dessas espécies na
transferéncia extra-especifica de fatores de resisténcia antimicrobiana.

Os achados do presente trabalho demonstraram que a utilizagdo de
antimicrobianos deve obdecer regras prudentes, sendo supervisionado por
profissionais habilitados que possam orientar na sua aplicagdo, de modo a atenuar
0os impactos negativos sobre a resposta de resisténcia destes farmacos com

repercussao na medicina humana.



7 SUGESTOES

Os resultados encontrados na presente pesquisa, permitem recomendar que
as autoridades do Ministério da Saude, procedam as medidas sanitarias cabiveis
com objetivo de prevenir as possiveis enfermidades que tem por agente a
Aeromonas spp.,além da inclusdo da Aeromonas spp. na listagem de agentes

produtores de doencgas transmitidas por alimentos.

Maior controle sanitario por parte da Fiscalizagdo do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), das secretarias estaduais de agriculturas

(SEAAPS) e secretarias municipais de saude (SMSs).

Incluir como ponto critico de controle nas Boas Praticas de Fabricagao (BPP),
no Regulamento Técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados (POP’s),
nas Boas préticas de Manipulagcao (BPM) e nos Procedimentos Padréo de Higiene
Operacional (PPHO), que tem como pilares a Potabilidade de Agua, Contaminacéo
cruzada e a Higiene e Saude dos Manipuladores, a pesquisa de Aeromonas spp.
avaliando a qualidade da agua de abastecimento e de cultivo na cadeia produtiva de

tilapia).

Implementar maior apoio logistico a FIPERJ (Fundacéo Instituto de Pesca do
Estado do Rio de Janeiro), ampliando seu programa de apoio a Aquicultura
possibilitando fornecer ao setor da tilapicultura melhor suporte técnico, no que
concerne ao manejo, condi¢gdes higiénico-sanitarias de toda a cadeia produtiva, e
cuidados em relagcdo ao uso racional da antimicrobianoterapia, assim como

desenvolver trabalho de Educagao Sanitaria com os tilapicultores
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9 APENDICES

9.1 COLONIAS DE Aeromonas spp. NOS MEIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

9.1.1 Aspectos morfocoloniais das colénias de Aeromonas spp. no Agar
Aeromonas com ampicilina

9.1.2 Aspectos morfocoloniais das colénias de Aeromonas spp. no Agar Mac
Conkey com ampicilina
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9.1.3 Aspectos morfocoloniais das colénias de Aeromonas spp. no Agar
Sangue com ampicilina

9.1.4 Aspectos morfocoloniais das colénias de Aeromonas spp. no Agar GSP
com ampicilina
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9.1.5 Aspectos morfocoloniais das colonias de Aeromonas spp. no Agar
Desoxicolato Citrato com cloreto de sodio

9.2 GRAFICOS ESTATISTICOS

9.2.1 Frequéncia de placas de Agar Sangue com presenca de hemolise

UFC - hemdlise

W leve hemdlise
@ hemdlise
O Missing
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9.2.2 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a oxacilina
com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Oxacilina
W Resistente
@ Pouco sensivel
0O sensivel

Amostras

Fydrophila sobria meclia atipica
veronii trota cavia

Espécie

9.2.3 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a
estreptomicina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

120 Estreptomocina
W Resistente

@ Pouco sensivel
O Sensivel

Amostras

sobri mecdlia
veronii trota cavia

Espécie

hydrophila atipica
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9.2.4 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a trimetoprim
com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Amostras

hydrophila

veronii

solria

media

trota

Espécie

cavia

atipica

Trimetropim
B Resistente
B Pouco sensivel
O Sensivel

9.2.5 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a ampicilina
com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Amostras

hyelrophila

veronii

sohria

trota
Espécie

medlia

cavia

atipica

Armpicilina
W Resistente
@ Pouco sensivel
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9.2.6 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a licomicina
com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Lincomicina
@ Resistente
& Pouco sensivel
O Sensivel

Amostras

hydrophila solria meclia atipica
veronii trota cavia

Espécie

9.2.7 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a tetraciclina
com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Tetraciclina
B Resistente
[ Pouco sensivel
O sensivel

Amostras

hydrophila sobria mecdia atipica
veroni trota cavia

Espécie
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Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a
cloranfenicol com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

120 Cloranfenicol
B Pouco sensivel
= Sensivel

Amostras

hydrophila sobria media atipica
weroni trota cavia

Espécie

9.2.9 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a kanamicina

com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

100 Kanamicina
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9.2.10 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade
gentamicina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Gentamicina
B Pouco sensivel
& Sensivel

200 —

Amostras

hydrophila sobria mecdia atipica
veroni trota cavia

Espécie

9.2.11 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade
rifampicina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

150 Rifampicina
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9.2.12 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a
sulfametoxazol+trimetropim com as diversas espécies de Aeromonas
isoladas

100 Sulfamethoxazol
+Trimetropim
B Resisterte
B Pouco sensivel
a0 O Sensivel
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9.2.13 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a
amoxacilina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

125 Amoxacilina
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9.2.14 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade
eritromicina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

140 Eritromicina
B Resistente

[ Pouco sensivel
O sensivel

Amostras

hydrophila sobria mecdia atipica
veroni trota cavia

Espécie

9.2.15 FrequUéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade
novobiocina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Movobiocina
@ Resistente
[ Pouco sensivel
O sensivel

Amostras

hyerophila sobria mecdia atipica
weronii trota cavia

Espécie
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9.2.16 Frequéncia das respostas obtidas no teste de sensibilidade a penicilina
G com as diversas espécies de Aeromonas isoladas

Amostras

9.2.17 Frequéncia das

hydrophila sobria media atipica
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nitrofurantoina com as diversas espécies de Aeromonas isoladas
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9.3.1 Resultado da coloragédo pelo método de GRAM

Gram Fregliéncia % % Cumulativo %
Negativo 420 85,7 100,0 100,0
-- 70 14,3
Total 490 100,0
9.3.2 Resultado do teste de Oxidase
Oxidase Freqliiéncia % % Cuml:/(l)atlvo
Positiva 369 75,3 100,0 100,0
Negativa 121 24,7
Total 490 100,0
9.3.3 Resultado do teste de Catalase
Catalase  Frequéncia % % Cumulativo %
Positiva 286 58,4 100,0 100,0
Negativa 204 41,6
Total 490 100,0

9.3.4 Resultado teste de sensibilidade ao O/129

0/129 Freguéncia % % Cumulativo %
Resistente 286 58,4 100,0 100,0
Sensivel 204 41,6
Total 490 100,0

9.3.5 Ocorréncia de hemélise em Agar Sangue

Hemodlise Frequéncia % % Cumulativo %
leve hemoélise 15 3,1 88,2 88,2
hemoélise 2 0,4 11,8 100,0
Total 17 3,5 100,0

sem hemolise 473 96,5

Total placas 490 100,0




9.3.6 Distribuicao da freqiéncia das bactérias isoladas por piscicultura

Teste Qui-quadrado

Como p<0,001<0,05: Existe diferenca entre as pisciculturas quanto a

proporgcao do tipo de bactéria isolada. Resultado confirmado pelo teste de Fisher

(p<0,05)

9.3.7 Distribuicao da frequéncia das bactérias isoladas por meio de cultivo

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 141.001(a) | 8 .000
Likelihood Ratio 158.598 | 8 .000
N of Valid Cases 419

Como p = 0,008 < 0,05: Existe diferenga significativa entre os meios quanto

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 35.602(a) | 18 .008
Likelihood Ratio 36.094 18 .007
Linear-by-Linear Association 4.064 1 .044
N of Valid Cases 419

ao género, ao nivel de significancia de 5%. Fisher sem TCBS (p < 0,001).

9.3.8 Distribuicdo da frequéncia das bactérias isoladas por método

Teste Qui-quadrado

Como p = 0,375 > 0,05. Nao existe diferenga entre os dois métodos quanto a

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 3.111(@)| 3 375
Likelihood Ratio 2998 3 392
Linear-by-Linear Association 955 1 328
N of Valid Cases 419

distribuicdo de casos por género, ao nivel de significancia de 5%.
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9.3.9 Distribuicdo da frequéncia das espécies de Aeromonas isoladas por
piscicultura

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 9.322(a)| 2 .009
Likelihood Ratio 14376 | 2 .001
N of Valid Cases 286

Como p = 0,009 < 0,05: Existe diferenga significativa entre as pisciculturas
quanto ao resultado das espécies isoladas, ao nivel de significancia de 5%.

Resultado confirmado peloTeste Exato de Fisher (p<0,05).

9.3.10 Distribuicdo da fregiéncia total das espécies de Aeromonas isoladas,
entre os meios seletivos

Teste Qui-quadrado

Como p =0,471 > 0,05. Nao existe diferencga significativa entre os meios

valor df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson qui-quadrado 29.892(a) | 30 471
Likelihood Ratio 34.612 | 30 257
Linear-by-Linear Association 2.347 1 126
Casos validos 286

quanto a distribuicado por espécie, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.11 Distribuicado da frequéncia das espécies isoladas por método

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 10.982(a) 6 .089
Likelihood Ratio 10.752 6 .096
Linear-by-Linear Association 2.300 1 129
N of Valid Cases 286

Como p = 0,089 >0,05. Nao existe diferenca entre os dois métodos quanto ao
resultado da distribuicao das espécies. Resultado confirmado pelo teste de Fisher (p
>0,05)



9.3.12 Sensibilidade antimicrobiana a oxacilina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p = 0,008 < 0,05. Existe diferenca entre as espécies quanto a

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 26.832(a) | 12 .008
Likelihood Ratio 32924 | 12 .001
Linear-by-Linear Association 1.139 1 .286
N of Valid Cases 286
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distribuicdo de resultados de Oxacilina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado

confirmado pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.13 Sensibilidade antimicrobiana a estreptomicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 7.508(a) | 12 .822
Likelihood Ratio 8.709 | 12 728
Linear-by-Linear Association .003 1 .953
N of Valid Cases 285

Como p =0,822 > 0,05. Nao existe diferenga entre as espécies quanto a

distribuicdo de resultados de Estreptomocina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.14 Sensibilidade antimicrobiana ao trimetropim por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p =0,065 > 0,05. Nao existe diferenca entre as espécies quanto a

distribuicdo de resultados de Trimetropim, ao nivel de significancia de 5%.

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 20.100(a) | 12 .065
Likelihood Ratio 20112 | 12 .065
Linear-by-Linear Association 7.204 1 .007
N of Valid Cases 284




9.3.15 Sensibilidade antimicrobiana a ampicilina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 257.857(a) | 6 .000
Likelihood Ratio 132.356| 6 .000
Linear-by-Linear Association 128.928 1 .000
N of Valid Cases 286
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Como p<0,001<0,05. Existe diferenga entre as espécies quanto a distribuicdo

de resultados de Ampicilina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.16 Sensibilidade antimicrobiana a lincomicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 18.304(a) 12 107
Likelihood Ratio 19.684 | 12 .073
Linear-by-Linear Association 1.690 1 194
N of Valid Cases 285

Como p = 0,107 >0,05. Nao existe diferenca entre as espécies quanto a

distribuicdo de resultados de Lincomicina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.17 Sensibilidade antimicrobiana a tetraciclina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 22.310(a) | 12 .034
Likelihood Ratio 24373 | 12 .018
Linear-by-Linear Association 4.488 1 .034
N of Valid Cases 284

Como p=0,034<0,05. Existe diferenga entre as espécies quanto a distribuicdo

de resultados de Tetraciclina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)
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9.3.18 Sensibilidade antimicrobiana ao cloranfenicol por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 10.910(a) | 6 .091
Likelihood Ratio 11941 6 .063
Linear-by-Linear Association 010 1 .921
N of Valid Cases 285

Como p=0,091>0,05. Nao existe diferenca entre as espécies quanto a

distribuicdo de resultados de Cloranfenicol, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.19 Sensibilidade antimicrobiana a kanamicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 27.210(a) | 12 .007
Likelihood Ratio 31.657 | 12 .002
Linear-by-Linear Association 4.681 1 .030
N of Valid Cases 285

Como p=0,007<0,05. Existe diferenga entre as espécies quanto a distribuicdo
de resultados de Kanamicina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.20 Sensibilidade antimicrobiana a gentamicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p=0,854>0,05. Nao existe diferenca entre as espécies quanto a

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 2624(a) © .854
Likelihood Ratio 4579 6 599
Linear-by-Linear Association 1.519| 1 218
N of Valid Cases 285

distribuicdo de resultados de Gentamicina, ao nivel de significancia de 5%.



9.3.21 Sensibilidade antimicrobiana a rifampicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

N of Valid Cases

Como p <0,001<0,05. Existe diferenca entre as espécies quanto a distribuicdo

de resultados de Rifampicina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.22 Sensibilidade antimicrobiana ao sulfamethoxazol+trimetoprim por

espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 50.234(a) | 12 .000

Likelihood Ratio 51.097 | 12 .000

Linear-by-Linear Association 1.146 1 284
285

Como p =0,031<0,05. Existe diferenca entre as espécies quanto a distribuicdo

de resultados de Sulfamethoxazol+Trimetropim, ao nivel de significAncia de 5.

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 22.666(a) | 12 .031
Likelihood Ratio 25543 | 12 012
Linear-by-Linear Association 345 1 557
N of Valid Cases 283

Resultado confirmado pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.23 Sensibilidade antimicrobiana a amoxacilina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p =0,353>0,05. Nao existe diferenca entre as espécies quanto a

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 13.226(a) | 12 .353
Likelihood Ratio 12.595 | 12 399
Linear-by-Linear Association 363 1 547
N of Valid Cases 285

distribuicdo de resultados de Amoxacilina, ao nivel de significancia de 5%.




9.3.24 Sensibilidade antimicrobiana a eritromicina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p =0,074 > 0,05. Nao existe diferenga entre as espécies quanto a

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 19.636(a) | 12 .074
Likelihood Ratio 18.296 | 12 107
Linear-by-Linear Association 2.400 1 21
N of Valid Cases 285

distribuicdo de resultados de Eritromicina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.25 Sensibilidade antimicrobiana a novobiocina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Como p<0,001<0,05. Existe diferenga entre as espécies quanto a distribuicdo

de resultados de Novobiocina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 38.505(a) | 12 .000
Likelihood Ratio 39.113 | 12 .000
Linear-by-Linear Association 10.521 1 .001
N of Valid Cases 284

9.3.26 Sensibilidade antimicrobiana a penicilina G por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 38.325(a) | 12 .000
Likelihood Ratio 42.000| 12 .000
Linear-by-Linear Association 9.806 1 .002
N of Valid Cases 283

Como p < 0,001 < 0,05. Existe diferengca entre as espécies quanto a
distribuicdo de resultados de Penicilina G, ao nivel de significancia de 5%. Resultado

confirmado pelo teste de Fisher (p<0,05)
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9.3.27 Sensibilidade antimicrobiana a nitrofurantoina por espécie isolada

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 8.160(a) | 12 T73
Likelihood Ratio 9177 | 12 .688
Linear-by-Linear Association 1.203 1 273
N of Valid Cases 285

Como p =0,773 > 0,05. Nao existe diferenga entre as espécies quanto a

distribuicdo de resultados de Nitrofurantoina, ao nivel de significancia de 5

9.3.28 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a oxacilina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 28.355(a) | 4 .000
Likelihood Ratio 33.960 | 4 .000
N of Valid Cases 285

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Oxacilina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado pelo
teste de Fisher (p<0,05)

9.3.29 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a estreptomocina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 13.678(a) 4 .008
Likelihood Ratio 12.676 | 4 .013
N of Valid Cases 285

Como p =0,008 < 0,05: Existe diferenca significativa entre as psisciculturas
quanto ao resultado de Estreptomocina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado

confirmado pelo teste de Fisher (p = 0,025)



204

9.3.30 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. ao trimetropim

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 14.076(a) 4 .007
Likelihood Ratio 13.664 | 4 .008
N of Valid Cases 284

Como p =0,007 < 0,05: Existe diferenga significativa entre as psiciculturas
quanto ao resultado de Trimetropim, ao nivel de significAncia de 5%.Resultado

confirmado pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.31 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a ampicilina

Teste Qui-quadrado

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 6.472(a) 2 .039
Likelihood Ratio 4.992 2 .082
N of Valid Cases 286

Como p =0,039 < 0,05: Existe diferenga significativa entre as pisciculturas
quanto ao resultado de Ampicilina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado

confirmado pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.32 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a lincomicina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 2.302(a)| 4 .680
Likelihood Ratio 2318 | 4 678
N of Valid Cases 285

Como p =0,680 > 0,05: Nao existe diferenca significativa entre os lotes quanto

ao resultado de Lincomicina, ao nivel de significancia de 5%.
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9.3.33 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a tetraciclina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 24.246(a) 4 .000
Likelihood Ratio 21.876| 4 .000
N of Valid Cases 284

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Tetraciclina, ao nivel de significAncia de 5%. Resultado confirmado pelo
teste de Fisher (p<0,05)

9.3.34 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. ao cloranfenicol

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 14.522(a) | 2 .001
Likelihood Ratio 16.155| 2 .000
N of Valid Cases 285

Como p =0,001 < 0,05: Existe diferenca significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Clorafenicol, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)

9.3.35 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a kanamicina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 61.465(a)| 4 .000
Likelihood Ratio 74432 | 4 .000
N of Valid Cases 285

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Kanamicina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado

pelo teste de Fisher (p<0,05)
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9.3.36 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a gentamicina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 3.564(a) 2 .168
Likelihood Ratio 4245 2 120
N of Valid Cases 285

Como p = 0,168 > 0,05: Nao existe diferenga significativa entre os lotes

quanto ao resultado de Gentamicina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.37 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a rifampicina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 76.089(a) | 4 .000
Likelihood Ratio 74.300 | 4 .000
N of Valid Cases 285

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Rifampicina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado pelo
teste de Fisher (p<0,05)

9.3.38 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a sulfamethoxazol
+trimetropim

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 7.037(a) 4 134
Likelihood Ratio 7.838| 4 .098
N of Valid Cases 283

Como p =0,134 > 0,05: Nao existe diferencga significativa entre os lotes quanto

ao resultado de Sulfamethoxazol+Trimetropim, ao nivel de significancia de 5%.
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9.3.39 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a amoxacilina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 3.170(a) 4 530
Likelihood Ratio 4240 4 375
N of Valid Cases 285

Como p = 0,530 >0,05: Nao existe diferencga significativa entre os lotes quanto

ao resultado de Amoxacilina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.40 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a eritromicina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 29.833(a)| 4 .000
Likelihood Ratio 29.993 4 .000
N of Valid Cases 285

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao

resultado de Eritromicina, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.41 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a novobiocina

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 20.780(a) | 4 .000
Likelihood Ratio 19.979| 4 .001
N of Valid Cases 284

Como p<0,001<0,05: Existe diferenga significativa entre os lotes quanto ao

resultado de Novobiocina, ao nivel de significancia de 5%.
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9.3.42 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a penicilina G

Teste Qui-quadrado

Value df | Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 76.918(a) 4 .000
Likelihood Ratio 87.500 4 .000
N of Valid Cases 283

Como p < 0,001 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao

resultado de Penicilina G, ao nivel de significancia de 5%.

9.3.43 Sensibilidade antimicrobiana da Aeromonas spp. a nitrofurantoina

Teste Qui-quadrado

Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square | 13.137(a) 4 .011
Likelihood Ratio 12.935 4 .012
N of Valid Cases 285

Como p = 0,011 < 0,05: Existe diferencga significativa entre os lotes quanto ao
resultado de Nitrofurantoina, ao nivel de significancia de 5%. Resultado confirmado
pelo teste de Fisher (p = 0,004)



	ELIANE RODRIGUES
	Niterói-RJ
	ELIANE RODRIGUES
	1 INTRODUÇÃO
	Após a incubação, as colônias que apresentaram as caracterís
	Após a incubação, as colônias jovens foram coletadas do Ágar
	Gram
	Oxidase
	O/129
	O/F
	Gás glicose
	Ácido do manitol
	Citrato
	Catalase
	Motilidade
	Gênero
	Esc
	Gás
	Ampicilina
	Ara
	LCD
	ODC
	VP
	Man
	Ind
	Arg
	Espécies
	Fonte: Popoff (1984); Varnam; Evans (1996).

	A catalase, formalmente denominada hidroperoxidase, é produz
	Uma gota de solução aquosa de peróxido de hidrogênio a 3% (v
	BOIJINK, C. L.; BRANDÃO, D. A. Inoculação bacteriana de Aero
	BORRELL, N.; FIGUERAS, M. J.; GUARRO, J. Phenotypic identifi
	CALLISTER, S. M.; AGGER, A. W. Enumeration and characterizat
	CARNAHAN, A. M.; BEHRAM, S.; JOSEPH, S. W. Aerokey II: a fle
	COLWELL, R. R. Global Climate and Infectious Disease: The Ch
	< http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/274/5295/2025>.
	SAAVEDRA, M. J.; FIGUERAS, M. J.; MARTÍNEZ-MURCIA A. J. Upda


