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RESUMO

BOUFLEUER, E. M. S. Diversidade e perfil de resisténcia a antimicrobianos de
bactérias isoladas em pisciculturas com diferentes densidades de estocagem. 13 de
Agosto de 2015.73 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) —
Universidade Estadual do Oeste do Parana. Toledo, 20015.

O trabalho teve o objetivo de caracterizar a diversidade bacteriana e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos em pisciculturas com diferentes densidades. Foram
coletadas amostras de 4gua em quatro pontos (montante, entrada, saida e jusante)
de viveiros de trés pisciculturas, cada uma composta por uma densidade de
estocagem diferente (4 peixes/m? 8 peixes/m? e 10 peixes/m?). Os parametros
analisados para qualidade da &gua foram oxigénio dissolvido, temperatura, pH,
condutividade elétrica, pH, fosforo, aménia, demanda bioquimica de oxigénio (DBO),
demanda quimica de oxigénio (DQO e matéria organica. Também foram isolados e
feito a contagem total de bactérias mesodfilas heterotroficas. Posteriormente, foi
realizada a identificacdo das espécies isoladas, em seguida submetidas a analise
gualitativa do perfil de resisténcia frente a sete antibioticos comercial. O conjunto de
variaveis fisicas e quimicas foi sumarizado em 3 componentes principais pela
analise de componentes principais (ACP). No primeiro componente principal
(amobnia, fésforo, matéria organica e temperatura da agua e oxigénio dissolvido) foi
identificado valores superiores dentro do viveiro, ao passo que o0 oxigénio dissolvido
foi superior a jusante. O segundo componente principal (nitrito), apresentou
diferenca em relacdo ao interior dos viveiros, sendo superior a jusante. Interacao
entre locais e densidade, bem como efeito principal da densidade ndo foram
significativos no dois primeiros componentes. Ja o terceiro componente
(condutividade elétrica) variou significativamente entre os locais, observando que foi
inferior a montante, sofreu uma elevacao significativa no interior dos viveiros e
passou a um valor intermediario a jusante. Para as densidades, a condutividade
elétrica foi superior nos tanques que apresentaram maiores concentracfes de
peixes. Dos 407 isolados, identificou-se 55 espécies bacterianas pertencentes a 11
familias distintas. A familia Enterobacteriaceae foi a que predominou dentre as
densidades avaliadas, seguida da alcaligenaceae. A densidade de estocagem 4
peixes/m? apresentou diferencas estatisticas significativa, com menor freqiiéncia de
familias. Observou-se elevado numero de bactérias resistentes principalmente a
ampicilina e eritromicina, enquanto que menos de 15% dos isolados foram
resistentes a gentamicina e cloranfenicol. Dentre os isolados analisados, 96%
apresentaram indice de multipla resisténcia a antimicrobianos (MAR) maior ou igual
a 0,2. A intensificacdo dos sistemas promoveu o0 aumento da concentracao
bacterias, sem relacdo com as varidveis fisicas e quimicas, foi identificado uma
diversidade de espécies bacterianas e houve alto indice de resisténcia e
multirresisténcia aos antimicrobianos testados.

Palavras-chave: Intensificagcdo aquicola; contaminacdo ambiental, patdgenos;
doencas.



ABSTRACT

BOUFLEUER, E. M. S. Diversity and antimicrobial resistance profile of isolated
bacteria in fish breeding with different stocking densities. 13 de Agosto 2015. 74 p.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) — Universidade Estadual do Oeste
do Parana. Toledo, 2015.

The work aimed to characterize the bacterial diversity and profile of antimicrobial
resistance in fish breeding with different densities. Water samples were collected in
four points (amount, input, output, and downstream) of nurseries of three fish
breeding, each composed of a different stocking density (4 fish by squared meter, 8
fish by squared meter, 10 fish by squared meter). The parameters analized to
determine water quality were dissolved oxygen, temperature, water pH, electrical
conductivity, phosphorus, ammonia, biochemical oxygen demand, chemical oxygen
demand and organic matter. Heterotrophic mesophilic bacteria were isolated as well
as their total amount was determined. Subsequently, the identification of isolated
species was carried out and then subject ted to qualitative analysis of front resistance
profile to seven commercial antibiotics. The set of physical and chemical variables
were summarized in three main components by main component analysis. In the first
main component (ammonia, phosphorus, organic matter, water temperature and
dissolved oxygen), there was a greater amount in the breeding ground than what was
expected, where as the dissolved oxygen was higher than downstream. The second
main substance (nitrite) showed a difference if compared to the inside of the breeding
grounds, being higher than downstream. The interaction between breeding sites and
densities, as well as the main density effect were not significant in the first two
components. The third component (electrical conductivity) varied significantly
between the sites, making it possible to notice that the amount was lower, and it
experienced a signify cant raise inside the breeding ground sand went on to an
intermediate value downstream. Concerning the values of density, it was possible to
realize that the electrical conductivity was higher in the tanks which had the highest
concentration of fish. From the 407 that were isolated, 55 bacterial species were
recognized and identified, being part of eleven different families. The
Enterobacteriaceae family was the one that prevailed among the evaluated densities,
followed by Alcaligenaceae. The stocking density of 4 fish by squared meter
presented significant statistical differences, with lower frequence of families. A great
amount of resistant bacteria was observed, and their resistance was mainly to
ampicillin and erythromycin, while fewer than 15% of the isolated were resistant to
chloramphenicol and gentamicin. Among the isolated that were analyzed, 96%
showed multiple antimicrobial resistance index higher or equal 0,2. The
intensification of systems promoted the increase of bacteria concentration, there
wasn't relation to the physical and chemical variables was identified a variety of
bacterial species and there was high rate of resistance and multidrug resistance to
antimicrobials tested.

Keywords: Aquaculture Intensification; environmental contamination; pathogens;
diseases.
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1 INTRODUCAO

A utilizag&o dos recursos naturais para satisfazer as necessidades do homem
aumenta cada vez mais, em virtude do crescimento demografico que embala a
producdo (BARROS e AMIM, 2008). A agua € um dos recursos naturais mais
importantes e vital para todos os ecossistemas. Os rios, por sua vez, sdo as
principais fontes de 4gua para o consumo humano e animal (GONI-URRIZA, 2000).

Uma das principais discussfes global na atualidade é a degradacao ambiental
por diversos contaminantes, que apresentam sérias consequéncias para saude
humana e animal. Em especial, a contaminacdo do ambiente por medicamentos
tanto na agua como no solo, que € uma das preocupacfes em grande parte do
mundo (EICKHOFF, HEINECK e SEIXAS, 2009). Dessa forma, a degradacéo, o
agravamento da poluicdo e a caréncia de agua, junto com a execucao de atividades
incompativeis, tém demandado um maior planejamento e manejo desses recursos
(CASTILHO, PEREIRA, PIE, 2008).

A piscicultura é uma atividade de natureza econémica que apresenta forte a
rapido crescimento, trazendo alta lucratividade para o pais, geracdo de empregos e
fornecimento de alimento para boa parte da populacdo (CREPALDI et al., 2007).
Porém é considerada como fonte de elevada polui¢do, sendo tratada com relevancia
nos ultimos anos (NEU, 2014).

Apesar de contribuir para o aumento da producéo piscicola, o fornecimento de
matéria organica em excesso pode contribuir para a diminuicdo da qualidade da
agua e em consequéncia disso, a queda no rendimento e a qualidade dos animais
cultivados (ALVES et al., 2006). Isso faz com que haja dissemina¢do e manutencéo
de micro-organismos, entre esses, 0s nocivos a saude humana e animal.

A microbiota aquatica é muito diversificada e estd intimamente ligada aos
aspectos fisicos e quimicos do ambiente. Varios destes micro-organismos fazem
parte da microbiota associada ao peixe como oportunistas e quando ha um
desequilibrio no sistema, diversas doencas sdo desencadeadas. Dentre a microbiota
aquatica sdo encontrados patdégenos humanos e quanto mais contaminado o

ambiente maior a populagcédo microbiana, aumentado os riscos para a saude.
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Com o aumento na densidade de estocagem dos sistemas de cultivo, os
peixes também ficaram mais propensos a infeccdes em consequéncia da alta
densidade populacional, baixos niveis de oxigénio dissolvido e elevada taxa de
matéria organica (HIRSCH et al., 2006). Para prevencao e tratamento das doencas e
também como promotores de crescimento se faz uso de agentes antimicrobianos,
muitas vezes de forma indiscriminada (MARSHALL e LEVY, 2011), o que tem
aumentado de forma global a resisténcia microbiana em ambientes aquaticos
(HIRSCH et al., 2006).

Os agentes antimicrobianos podem matar 0s micro-organismos diretamente
ou inibir seu crescimento KUMMERER, 2009). S&o constantemente abordados na
literatura por causar grande impacto ao meio ambiente e problemas de saude
publica.

Nos sistemas de producdo animal a utilizagcdo dessas substancias € uma
pratica comum para garantir a producao e a competitividade do setor (REGITANO &
LEAL, 2010). Na aquicultura causam mais impactos por serem adicionados
diretamente na agua de cultivo ou adicionados na alimentacdo (FIGUEIREDO e
LEAL, 2008), acumulando residuos desses compostos na agua e sedimentos.

Os residuos sao encontrados frequentemente em estacdes de tratamento de
esgoto, aguas superficiais, lodo, solo (GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014; ELER e
MILLANI, 2007), em quantidades traco, podendo ser identificados e quantificados.
Por isso ha muito interesse em pesquisas sobre o monitoramento dos residuos
desses medicamentos no ambiente (BILLA E DEZOTTI, 2003).

Os antimicrobianos e seus residuos sédo liberados no ambiente aquatico por
meio da excrecdo de animais e pela presenca em excesso nos esgotos (CANAL,
2010). Sao dispersados por todo ambiente e acabam entrando na cadeia alimentar,
parando na mao do consumidor (BORRELY et al., 2012).

A resisténcia microbiana pode ser intrinseca, devido a auséncia de algum
mecanismo celular necesséario para a sensibilidade, ou adquirida (VAZ, 2009), por
meio de mecanismos como mutacdo e recombinacdo génica, em que materiais
genéticos como plasmideos e integrons e também bacteriéfagos sdo passados de
um micro-organismo para outro, mesmo pertencendo a espécies distintas (LIM et al.,
2009).
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1 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a diversidade bacteriana e analisar o perfil de resisténcia a

antimicrobianos em pisciculturas com diferentes densidades.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Quantificar a populacdo bacteriana, identificar a diversidade de espécies,
analisar o perfil de resisténcia a antimicrobianos e avaliar a qualidade fisica e

guimica da agua em diferentes densidades de estocagem de pisciculturas.

2.3 JUSTIFICATIVA

A falta de legislacdo especialmente em paises em desenvolvimento, para o
uso dessas substancias acaba sendo um dos principais motivos para que sejam
utilizados de forma indiscriminada (CARNEIRO, 2007), podendo causar resisténcia e
multipla resisténcia. Dessa forma, milhares de novos medicamentos precisam ser
produzidos para substituir os que nao fazem mais efeito.

O pouco conhecimento que se tem da microbiota desses ambientes
aquicolas, faz com que sejam necessarias mais pesquisas que busquem identificar
possiveis reservatorios microbianos para conhecer a diversidade e o comportamento
dos mesmos. Visto que, genes de resisténcia a antimicrobianos podem ser
disseminados na agua entre micro-organismos da mesma espécie ou nhao
(CARNEIRO, 2007) devido a pressao de selecdo (MIRANDA e ZEMELMAN, 2002).

Desta forma, conhecer 0s impactos ambientais, sociais e econdmicos
causados nesses ambientes é necessario para buscar alternativas e outras acfes
gue possam estabelecer o equilibrio ambiental e a sustentabilidade, além de
contribuir para novas diretrizes na formulacéo de legislacdes que estabelecam o uso

de antimicrobianos na piscicultura.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 AQUICULTURA

A aquicultura é uma atividade que tem como finalidade a producdo de
organismos aquaticos ou semi-aquaticos para consumo humano (SOUZA, 2007),
praticada pelo homem hé milhares de anos (LOPES, 2012).

Esta atividade agroindustrial vem expressando um rapido e forte crescimento
(PARK et al., 2012; AKINBOWALE, PENG e BARTON, 2006), apontando a
producdo em agua doce predominando a producdo total da aquicultura (ALY e
ALBUTTI, 2014). Seus produtos apresentam, em varias regiées do mundo, uma
importante fonte de alimento (HEUER et al., 2009) com alto valor protéico. Praticada
tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento (PARK et al., 2012) e é
de importancia econdémica e social, propiciando novas fontes econdmicas e de
trabalho (ELER E MILLANI, 2007).

Quando se trata da questdo ambiental, a aquicultura traz alguns desafios em
relacdo ao seu desenvolvimento, como a utilizagdo dos recursos naturais, agua e
solo (ALY e ALBUTTI, 2014).

O Brasil apresenta condicbes veemente favoraveis para o desenvolvimento
da aquicultura (AMERICO, 2013; MARENGONI, 2006), recursos hidricos ilimitados,
extensa area territorial, sendo trés quartos na zona tropical, energia solar abundante,
grande variedade de espécies nativas para producdo, possibilitando uma o6tima
lucratividade aos investimentos aplicados (OLIVEIRA et al., 2007).

Mesmo com todos o0s aspectos positivos, ha um grande desafio para
desenvolver a atividade com sucesso, principalmente de forma sustentavel.

Um grande obstaculo que a piscicultura moderna precisa enfrentar € a
disponibilidade de agua, que é um problema mundial. Contudo, se observa os
cuidados adequados que muitos estdo tomando para que 0S mananciais sejam
recuperados e conservados (CREPALDI et al., 2007).

O lancamento de efluentes gerados no cultivo de organismos aquéaticos e a
poluicdo por residuos quimicos utilizados nas diferentes fases do cultivo
(OSTRENSKY e BOEGER, 2008) sédo considerados como um problema ambiental
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por causar poluicdo nas Aaguas naturais (AMERICO, 2013) podendo acarretar
eutrofizagdo da mesma (ELER E MILLANI, 2007).

Segundo Macedo e Tavares (2010), a eutrofizacdo antrépica pode apresentar
diferentes origens, como efluentes domeésticos, industriais e atividades agricolas,
além dos efluentes gerados pelo cultivo de organismos aquaticos. Esses efluentes
podem algumas vezes apresentar concentracdes de algumas variaveis limnolégicas
fora da estabelecida pela legislacdo, embora normalmente ndo seja tdo comum se
comparado com efluentes industriais e municipais (BOYD e SCHIMITTOU, 1999).

As doencas bacterianas sdo um dos fatores que mais causam impacto
negativo sobre o crescimento da aquicultura (ALY e ALBUTTI, 2014), havendo
perdas significativas na producéo aquicola, afetando o desenvolvimento econémico
do setor em varios paises (PEIXOTO etal., 2012).

Para Aly e Albutti (2014) a aquicultura tem mudado de direcéo, estando muito
mais voltada para a questado da qualidade do que para producéo. Pois a aquicultura
sustentavel que leva como base as questdes ambientais, sociais e econémicas sao

de fato as que vao conseguir se estabelecer por longo tempo.

3.2 PISCICULTURA NO BRASIL

A Piscicultura é caracterizada como uma variante da aquicultura (LOPES,
2012) que consiste no cultivo de varias espécies de peixes. A atividade é de
natureza econémica, podendo apresentar um Otimo investimento agropecuario e alto
lucro para o pais, principalmente pela exportacdo. Tem em vista 0 suprimento de
alimento a grande parte da populacdo, geracdo de novos empregos e melhoria de
renda (CREPALDI et al., 2007).

A producéo de peixes pode proporcionar um rapido retorno para o produtor
rural, por isso vem crescendo cada vez mais no pais, tanto que seu desenvolvimento
tem sido maior do que outras atividades rurais tradicionais, como a pecuaria e a
agricultura (OSTRENSKY e BOEGER, 1998)

Em 2013, a producéo total da piscicultura brasileira foi de 392,5 mil toneladas,
sendo a tilapia como a espécie mais criada, correspondendo a 43,1% da producao
nacional de peixes (IBGE, 2014).
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Assim como a aquicultura, a piscicultura vem ganhando mais atencéo por ser
apontada como uma atividade de alto potencial poluidor (NEU et al., 2014) em
virtude das quantidades consideraveis de matéria organica e nutrientes despejadas
nos sistemas aquaticos (OLIVEIRA et al.,, 2007). Quando outras atividades sao
realizadas nas redondezas, acabam influenciando e até mesmo limitando o
desenvolvimento da atividade (ELER E MILLANI, 2007). Porém, Neu e
colaboradores (2014) afirmam que o manejo e o0 monitoramento quando adequados
e de forma continua, pode reduzir o impacto negativo, favorecendo a
sustentabilidade.

A sustentabilidade deve ser a esséncia e o suporte para o desenvolvimento
ordenado da aquicultura e todos seus setores, envolvendo nao sé a sustentabilidade
dos recursos naturais, mas a relevancia e as melhorias sociais e econdmicas
(HENRY-SILVA E CAMARGO, 2008).

3.3 SISTEMAS DE CULTIVO

Diversos sistemas de producdo sdo desenvolvidos na industria aquicola,
desde o cultivo de peixes em pequenas lagoas, para consumo interno, até sistema
de producéao intensivo, com escala industrial (HEUER et al., 2009). Além disso, para
cada espécie pode haver um tipo de sistema de cultivo especifico (PARK et al.,
2012).

Na literatura, os tipos de sistemas séo definidos de acordo com as praticas de
manejo, uso de insumos e intensidade de estocagem (SOUZA, 2007). Sendo
divididos em sistema extensivo, semi-intensivo, intensivo e superintensivo. A
classificacdo por produtividade € a mais adotada aqui no Brasil (CREPALDI et al.,
2007).

3.3.1 Extensivo
O sistema extensivo é realizado em lagos ou represas naturais onde 0s

peixes permanecem até serem capturados, recebendo apenas alimentacao advinda

do proprio ambiente (LOPES, 2012). Porém geralmente sao cultivados em viveiros
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escavados (KUBITZA, 2011), apresentando em média uma densidade de estocagem
de 1000 a 2000 peixes/hectare com ganho de 300 a 700 Kg/ha/colheita. Sendo de
baixa densidade pode haver mais de uma espécie no mesmo viveiro e ainda a
presenca de machos e fémeas. Devido as perdas de &gua por infiltracdo e
evaporacdo € necessaria a restituicdo de &agua, assim como para encher o0s
mesmos. Nesse sistema a maior parte da producdo € para consumo proprio da
familia produtora e a fragéo restante é comercializada (CREPALDI et al., 2007).

O mercado consumidor, a indUstria e 0 emprego de novas tecnologias estdo
aumentando e com isso 0s sistemas extensivos tradicionais estdo sendo
substituidos pelos sistemas semi-intensivo e intensivo (CREPALDI et al., 2007). Os
mesmos autores ainda afirmam que, a implantacdo dessas tecnologias que
intensificam a producdo podem ser feitas nos proprios viveiros, especialmente em
paises da América Central e do Sul como o Brasil, onde ha maior abundancia em
fontes de terra e agua (CREPALDI et al., 2007). Os aspectos positivos que 0 pais
oferece como condi¢des climaticas e geograficas contribui para as mudancas (MIAN,
2006).

3.3.2 Semi-intensivo

Em sistema semi-intensivo, o cultivo da maioria dos peixes é realizado em
viveiros escavados (Borghetti e Silva, 2008), porém, com a utilizacdo de técnicas de
manejo, como aeracao artificial, alimentacdo controlada, controle de entrada e saida
de agua, remocao de dejetos e controle da qualidade da agua, favorece o aumento
da producdo (CREPALDI et al., 2007). O sistema apresenta em média uma
densidade de estocagem de 3 a 5 peixes/10 m? (LOPES, 2012).

3.3.3 Intensivo

O sistema intensivo tem o propoésito de atingir alta produtividade por metro
guadrado, sendo os viveiro implantados especificamente para a criacao de peixes de
uma espécie somente, apresentando em meédia uma densidade de estocagem de 1
a 3 peixes/m? (LOPES, 2012).
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Nos sistemas intensivos com recirculagdo de agua, ocorre a passagem da
agua por todos os tanques de cultivo, em seguida ela segue para tratamento com
filtros mecéanicos e bioldgicos e depois retorna ao sistema (CREPALDI et al., 2007).
E considerada uma forma ecologicamente correta por utilizar pouca agua, apenas a
guantidade necessaria para repor a agua perdida no tratamento e evaporada, essa
perda é em torno de 5% do volume total do sistema por dia. O uso de éareas
pequenas € outro ponto positivo (CREPALDI et al., 2007).

O monitoramento da qualidade da agua é essencial nos sistemas de cultivo
intensivo, em se tratando de um sistema limnolégico complexo, a ocorréncia das
variacdes advém do metabolismo dos peixes e de micro-organismos que habitam
esses ambientes (CREPALDI et al., 2007). Logo, acompanhar constantemente todos
0s parametros é uma forma de melhorar o desempenho e a harmonia do sistema.
(KUBITZA, 2000).

3.3.4 Superintensivo

O sistema superintensivo € normalmente realizado em tanques-rede ou
gaiolas e nos raceways apresentando fluxo de agua continuo, sendo cultivada uma
espécie somente de peixe em alta densidade e estocagem. Em torno de 20 a 100
peixes/m? em cada metro ctbico de tanques pequenos ou gaiolas (LOPES, 2012).

Segundo Zimmermann e Fitzsimmons (2004), essa modalidade tem
condicBes de ser desenvolvida em quase todo territorio brasileiro e tem como fator
positivo a proximidade de lugares onde a oferta de peixes no mercado € baixa.

Porém, na fase de implantacdo apesar do custo ser baixo, 0s gastos com a
producdo acaba sendo alto, pela dependéncia total da utilizacdo de racdo, por
exemplo (ZIMMERMANN E FITZSIMMONS, 2004). Além disso, o0 aumento da
densidade de estocagem no sistema tende a reduzir o peso individual, visto que a
intensificacdo promove o aumento da biomassa total (MARENGONI, 2006).

De acordo com Krummenauer e colaboradores (2011), a conseqiéncia da
intensificacdo na producao, aliada a reducdo de renovacdo de agua, gera grande

acumulo de residuos, principalmente de compostos nitrogenados. Mas a questéo
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econdmica acaba estimulando o emprego dos sistemas intensivos (PARK et al.,
2012).

A produgcdo em tanques-rede utiliza 0s recursos aquéticos assim como 0s
demais sistemas de cultivo, acarretando sérios impactos ambientais, como a falta de
controle sobre a poluicdo pelos tanques estarem alocados em aguas publicas ou a
agua aproveitada por usuarios, bem como a introducéo de patégenos (CREPALDI et
al., 2007).

A intensificacdo dos sistemas veio a propiciar o aumento de doencas em
peixes (MIAN, 2006; HIRSCH et al., 2006). Mas, para Borghetti e Silva (2008) séo os
gue apresentam maior crescimento econdmico apesar de ainda ndo serem 0S mais
expressivos.

Henry-Silva e Camargo (2008) afirmam que a medida que a producdo de
organismos aquaticos se intensifica, os impactos negativos sobre o ambiente
aumentam.

Entretanto, € possivel ter qualidade e sustentabilidade nesses sistemas de
producédo, tanto dentro e fora, como no ambiente que sdo envolvidos, quando o
monitoramento da qualidade € continuo (MARENGONI, 2006).

3.4 QUALIDADE DA AGUA

Pisciculturas apresentam ecossistemas dinamicos por apresentarem baixa
profundidade e fluxo continuo de agua nos viveiros, o que afeta de forma direta as
variaveis limnolégicas (SIPAUBA-TAVARES et al., 2010). Assim, o éxito da
atividade esté associado a qualidade fisica e quimica da agua, sendo a temperatura,
oxigénio dissolvido, transparéncia, pH, ambnia, alcalinidade, entre outros, o0s
principais parametros a ser controlados numa piscicultura (SOUZA, 2007). Com
base na analise de parametros fisicos, quimicos e bioldégicos pode-se medir a
gualidade da agua, que por sua vez indica poluicdo quando estdo acima dos valores
estabelecidos para determinado uso (GRADVOHL et al., 2007)

De acordo com Oliveira e colaboradores (2007), uma agua de boa qualidade
reflete de modo positivo nos organismos existentes, assim como ao contrério,

provoca prejuizo aos mesmos e ao meio ambiente. Os mesmos autores ainda
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afirmam que, é importante ndo esquecer que a piscicultura € uma fonte de poluicao,
gue lanca quantidade relevante de matéria organica no meio aquatico, quando em
fluxo de &gua continuos.

A qualidade da &gua sofre interferéncia da piscicultura principalmente pelo
aumento de sélidos em suspensado e 0 excesso de nutrientes advindos da matéria
organica presente no ambiente, pela excrecao de animais, subprodutos metabdlicos
e racdo ndo consumida pelos peixes (TOVAR et al.,, 2000; TACON e FORSTER,
2003; PILLAY, 2004).

Fatores como a densidade de estocagem, espécie de peixe cultivada e
técnicas de manejo podem acarretar na degradacdo da qualidade da agua,
alterando a ecologia dos sistemas, influenciado acima de tudo, os nutrientes,
oxigénio dissolvido, condutividade elétrica, matéria organica, pH, biomassa
bentdnica e plancténica (MINUCCI et al., 2005).

Por isso a monitorizagcdo da qualidade da agua é de grande importancia em
todo o sistema, para eliminar riscos a saude humana quando o uso dos recursos
hidricos € intensivo (ABRAHAM, 2010).

Guo e Li (2003) colocam que a capacidade de suporte do sistema precisa ser
respeitada em todos os sistemas de producéo e para toda estratégia aplicada, a fim
de que os impactos possam ser minimizados, possibilitando o desenvolvimento

sustentavel da atividade.

3.5 DIVERSIDADE MICROBIANA AQUATICA

Os micro-organismos sao componentes importantes nos ambientes aquaticos,
realizando uma importante fungcdo no processo de producdo primaria e
decomposicdo (SILVA, 2014). Sado encontrados em todos os locais, solo, ar, agua,
além, dos mais adversos ambientes, fossas oceanicas, vulcdes, ambientes salinos,
entre outros. Um dos habitats principais das bactérias € a agua, sendo um
importante veiculo para a sua disseminacdo (SARAPICOS, 2008).

De acordo com Sengelov e Sorensen (1998), micro-organismos de diferentes
origens acabam se aproximando, devido as aguas de ambientes proximos se

unirem.
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Entre as bactérias aquaticas, alguns grupos sdo considerados como
patdgenos ao ser humano e outros como oportunistas, como algumas espécies de
Vibrio (HEUER et al., 2009). Segundo os mesmos autores, infec¢cdes causadas por
estas bactérias podem ter sido disseminada do ambiente aquético.

Outras bactérias bem adaptadas a viver em solo e 4gua, sdo do género
Bacillus e Pseudomonas. Porém, podem estar presentes na agua doce outros
grupos bacterianos, como membros da familia Enterobacteriaceae, géneros como
Flavobacterium,  Acinetobacter, Moraxella, = Aeromonas, Staphylococcus,
Streptococcus e ainda bactérias anaerdbicas como Clostridium sp. (DAL PUPO,
2006).

A microbiota aquatica esta intimamente ligada aos aspectos fisicos e
guimicos do ambiente. Esses micro-organismos fazem parte da microbiota
associada ao peixe, que muitas vezes sao oportunistas e quando ha um
desequilibrio no sistema micro-organismo-hospedeiro-ambiente, ocorrem sérias
epizootias (CONCEICAO et al., 2012).

Os patdégenos de ambientes aquaticos geralmente sao diferentes dos
patdgenos de mamiferos, em relacdo as exigéncias nutricionais, temperatura e
crescimento. As culturas de patdgenos aquaticos sdo adaptadas a temperatura de
22, 28 e 35 °C, mais amenas do que as utilizadas para crescimento de patdgenos de
mamiferos (PARK et al., 2012).

No ambiente, as bactérias dos animais acabam resistindo por pouco tempo.
Entretanto, as que sao resistentes aos antimicrobianos podem transferir seus genes
de resisténcia para bactérias do solo, por meio das excretas e compostos residuais
oriundos da producdo animais, e estes podem sobreviver por longo tempo no solo
(GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014).

As pisciculturas proporcionam condi¢cdes que podem alterar a microbiologia
do sedimento e enriquecer agentes patogénicos humanos, como o efeito associado
de altos niveis de nutrientes, reducdo de oxigénio e o uso de antimicrobianos
(TAMMINEN et al., 2011).

Segundo Baquero, e colaboradores (2008), sdo importantes pesquisas que

busquem conhecer mais o impacto causado no ambiente aquatico pela acéo
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humana, por meio de estudos sobre a resisténcia aos antimicrobianos em
organismos indigenas da agua.

Os micro-organismos desempenham importantes func¢des nos ciclos
biogeoquimicos e processos metabdlicos, porém, causam grande impacto no
ambiente aquatico (HUANG, 2014), como presenca de reservatorios de bactérias
patogénicas e a producao de substancias nocivas. Por isso, a diversidade de micro-
organismos pode indicar se 0 ecossistema se encontra saudavel ou com algum surto
de doenca (ZENG et al., 2010).

3.6 ANTIMICROBIANOS

Antimicrobianos sdo agentes quimioterapicos que tem a capacidade de matar
ou inibir o crescimento de micro-organismos, tais como fungos, bactérias ou
protozoarios (KUMMERER, 2009) e séo frequentemente discutidos na literatura por
causar grande impacto ao meio ambiente e problemas na saude publica.

Em torno de 100.000 toneladas de antimicrobianos séo produzidos por ano no
mundo todo (NIKAIDO, 2009) e muitas classes como os macrolideos, tetraciclinas,
sulfonamidas, quinolonas e B-lactamicos nao sao eliminados durante o processo de
tratamento convencional de aguas, permanecendo residuos (GASTALHO, SILVA e
RAMOS, 2014) capazes de serem identificados e quantificados.

Por isso ha um crescente interesse pelo monitoramento dos residuos desses
medicamentos no meio ambiente, que sdo encontrados com frequéncia nas
estacbes de tratamento de esgotos e rios, nas concentracdes de micrograma por
litro (ug/L) e nanograma por litro (ng/L) (BILLA e DEZOTTI, 2003).

Segundo Bound et al., 2006, estima-se que 0s agentes antimicrobianos estéo
entre os farmacos que mais causam impacto ao ambiente, com (76,6%), seguido
pelo horménios (73,6%) e em terceiro, 0os antidepressivos (69,4%). O primeiro em
especial por ser responsavel pelo desenvolvimento de bactérias resistentes
(EICKHOFF, HEINECK e SEIXAS, 2009).

A maioria dos antimicrobianos de uso clinico é de origem natural e seus

derivados
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sdo semi-sintéticos. Podem ser classificados em [-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas,
aminoglicosideos, macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos,
lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol,
rifamicinas, etc.) (GUIMARAES, MOMESSO e PUPU, 2010). Os antimicrobianos de
origem sintética sdo classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e
oxazolidinonas (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Os agentes antimicrobianos apresentam diferentes espectros de atividade,
alguns apresentam um espectro de acdo restrito, afetando um pequeno grupo
microbiano, outros apresentam um amplo espectro de acado, afetando bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Aparentemente, quanto maior o0 espectro de ac¢do, mais vantajoso 0
tratamento de uma doenca, porém isso reflete no grau de toxicidade seletiva.
Quanto maior o espectro de acédo, maiores chances de grande parte da microbiota
normal do hospedeiro ser destruida também (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

O espectro de atividade limitado de cada antimicrobiano € importante para
compreender como funcionam os mecanismos de acdo e a aplicacdo adequada de
cada agente (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Pois cada classe de
antimicrobianos tem um alvo especifico na célula bacteriana (GOLL e FARIA, 2014).
Os principais mecanismos de acao e 0s espectros de atividade dos antimicrobianos

mais comuns estdo resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Mecanismos de acdo e espectros de atividade dos agentes

antimicrobianos.

Antimicrobianos Mecanismo de agéo Espectro de acdo
Penicilinas naturais Inibidores da sintese

(Penicilina G) da parede celular Gram-negativa
(PenicilinaV) Gram-positiva

Penicilina semissintéticas

(oxacilina) Resistente a penicilinase
(ampicilina, amoxilina, imepenem) Amplo espetro
(aztreonam) Gram-negativa

Cefalosporinas

“..continua...”
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“Tabela 1, continua”

Antimicrobianos Mecanismo de acdo Espectro de acéo
(cefalotina) Gram-positiva
(cefepima) Amplo espetro

Antibiotico polipeptidico
(bacitracina, vancomicina) Gram-positiva
Antibidticos antimicobacterianos

(isoniazida, etambutol) Mycobacterium spp.

Inibidores da sintese

Cloranfenicol proteica Amplo espetro
Aminoglicosideos
(estreptomicina, neomicina, gentamicina) Amplo espetro

Tetraciclinas
(tetraciclina, oxitetraciclina,

clortetetraciclina) Amplo espetro
Macrolideos
(eritromicina) Gram-negativa
(azitromicina, claritromicina) Amplo espetro
(telitromicina) Gram-negativa
Estreptograminas
(quinupristina e dalfopristina) Gram-positivas
Oxazolidinonas
(linezolida) Gram-positivas
Polimixina B Dano a membrana

plasmética Gram-negativa
Rifamicinas Inibidores da sintese de Micobactérias
Quinolonas e fluoroguinolonas acidos nucléicos
(acido nalidixico, norfloxacina, ciprofloxacina) Amplo espetro
(gatifloxacina) Gram-positivas
Sulfonamidas Inibidores competitivos da sintese
(trimetoprim-sulfametoxazol) de metabolitos essenciais Amplo espetro

(Adaptada de Tortora, Funke e Case, 2012).

A aquicultura apresenta grande diversidade no setor em relacao a fisiologia
das espécies, o ambiente de cultivo, por isso 0 uso dos agentes antimicrobianos néo
€ 0 mesmo em todas as situacdes. Deve-se levar em conta as caracteristicas dos
antimicrobianos como, dosagem, farmacodinamica e farmacocinética, uso adequado
do medicamento e as espécies cultivadas (PEIXOTO, GODIANO e COSTA, 2012).
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O pH e a temperatura também s&o dois fatores importante na sele¢cdo dos
agentes antimicrobianos, porém séo de dificil controle. Uma temperatura mais alta,
por exemplo, esté relacionada com uma melhor absorcéo, distribuigcdo, metabolismo
e excregdo do medicamento (PARK et al., 2012).

Em geral, os paises retratam uso de agentes antimicrobianos diferentes um
do outro, porém os mais frequentemente utilizados na aquicultura mundial
pertencem aos grupos das tetraciclinas, das sulfonamidas, das quinolonas de
primeira e segunda geracdo (GUARDABASSI et al.,, 2010) e o cloranfenicol
(SARAPICOS, 2012; SMITH et al., 2008).

A Tabela 2 mostra os principais antimicrobianos utilizados na aquicultura
mundial, sendo alguns considerados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
como criticamente importante na medicina humana (HEUER et al., 2009).

Tabela 2 - Principais antimicrobianos utilizados na aquicultura mundial e a

importancia na medicina humana.

Importancia da classe em

Agente antimicrobiano (classe de antimicrobianos) -
medicina humana

Amoxicilina (aminopenicilinas) Criticamente importante
Ampicilina (aminopenicilinas) Criticamente importante
Cloranfenicol (fenicol) Importante

Florfenicol (fenicol) Importante

Eritromicina (macrdlidos) Criticamente importante
Estreptomicina, neomicina (aminoglicosideos) Criticamente importante
Furazolidona (nitrofuranos) Importante
Nitrofurantoina (nitrofuranos) Importante

Acido oxolinico (quinolonas) Criticamente importante
Enrofloxacina (fluoroquinolonas) Criticamente importante
Flumequina (fluoroquinolonas) Criticamente importante
Oxitetraciclina, clortetraciclina, tetraciclina (tetraciclinas) Muito importante
Sulfonamidas Importante

(Adaptada de HEUER et al., 2009).

Dentre os agentes antimicrobianos utilizados na aquicultura, alguns sao
liberados pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento (MAPA), como o florfenicol,

a oxitetraciclina e a neomicina (este ultimo é destinado para peixes ornamentais). Os
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demais s&o empregados demasiadamente e sem conhecimento do alto risco
ambiental e para satde humana e animal (PADUA et al., 2012).

Dessa forma, uma série de compostos ativos pode estar presente nas aguas
residuais, de superficie, lamas e solo devido ao uso e descarte inadequado dos
antimicrobianos pela medicina humana e veterinaria (GASTALHO, SILVA e RAMOS,
2014; ELER e MILLANI, 2007).

A 4gua como um solvente universal consegue solubilizar os antimicrobianos
presentes no ambiente, porém as particulas se unem ao solo e ao sedimento
dificultando sua biodegradacgéo, acumulando-se no ambiente (BAQUERO, MATINEZ
e CANTON, 2008).

Estudos foram realizados em muitos paises comprovando a existéncia de
residuos farmacos em pequenas quantidades. As concentracdes variaram de ng/L a
Mg/L, em amostras ambientais (EICKHOFF, HEINECK E SEIXAS, 2009).

Trabalho realizado por Zuccato e colaboradores (2005), detectaram a
presenca de residuos de varios antimicrobianos em nove estacdes de tratamento de
esgoto na ltalia: ofloxacino, furosemida, atenolol, hidroclorotiazida, carbamazepina,
ibuprofeno, benzafibrato, eritromicina, lincomicina, e claritromicina. Também na
Itélia, Calamari e colaboradores (2003), observaram em oito estacdes de esgoto ao
longo dos rios Po e Lombro a presenca de 18 antimicrobianos.

Billa e Dezotti (2003) afirmam que os residuos desses compostos podem
causar prejuizos na saude humana e de outros organismos aquaticos, como 0s
peixes. Embora em quantidades baixas, sdo o suficiente para causar intoxicacdes
(HERNANDO et al., 2005).

Segundo Borrely e colaboradores (2012), mesmo pela limitada compreensao
gue se tem da interacdo dos medicamentos com o ambiente, a baixa volatilizacdo
desses compostos mostram que eles sdo espalhados no ambiente aquético por

transporte e acabam entrando na cadeia alimentar por disperséo.

3.7USO DE ANTIMICROBIANOS NA PRODUCAO ANIMAL

Os antimicrobianos sdo utilizados em animais por diversos motivos, como

tratamento, controle e prevencéo de infec¢des causadas por agentes patogénicos e



26

promotores de crescimento, este Ultimo visto por muito tempo somente seu lado
positivo e as consequiéncias negativas negligenciadas (MARSHALL e LEVY, 2011).

A utilizacdo desses medicamentos € uma pratica comum para garantir a
producdo e a competitividade do setor (REGITANO e LEAL, 2010). Mas o uso
desses medicamentos como promotores de crescimento foi proibido nos ultimos
anos em alguns paises, como Unido Européia, Suécia e Suica (KUMMERER, 2009).
o Brasil tem buscado se adaptar as exigéncias internacionais de exportacdo e
atender as legislacdes vigentes (SANTANA et al., 2011).

Em 1998 foi proibido o uso da espiramicina, tilosina, virginiamicina e
bacitracina, e a partir de 2008 proibiu-se o0 uso de todos os promotores de
crescimento na UE. No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) vetou a utilizagdo de antimicrobianos como tetraciclinas, cloranfenicol,
furazolidona, nitrofurazona, sulfanamidas e avoparcina e algumas empresas
suspenderam voluntariamente o uso de bacitracina, tilosina, virginiamicina e
espiramicina visando manter a exportacdo de frangos para a UE (BRUMANO;
GATTAS, 2009) (ARIAS e CARRILHO, 2012).

Uma importante via de disseminacdo dessas substancias no ambiente € a
aplicacdo de excretos animais para adubacdo do solo (BAQUERO, MATINEZ e
CANTON, 2008) fazendo com que os residuos de antimicrobianos se acumulem no
solo ou sejam lixiviados para os sistemas hidricos (DIAZ-CRUZ et al., 2003).

No entanto, a producdo de organismos aquaticos € um dos sistemas de
producédo animal, dentre os quais fazem uso dos agentes antimicrobianos, que mais
merecem atencao por causar impacto diretamente sobre o meio aquatico (GORDON
et al., 2006).

Na piscicultura, os antimicrobianos sao aplicados diretamente na agua de
cultivo durante a fase de crescimento e terminacdo (FIGUEIREDO e LEAL, 2008),
fazendo com que a agua e os sedimentos tenham elevada concentracdo desses
compostos (RUSU, HANCU e UIVAROS, 2014). Muitos sao adicionados nha
alimentacéo, porém ha um acumulo no meio devido o excesso de alimento ou pela
excrecdo dos animais (SARAPICOS, 2008), sendo eliminados de forma inalterada
ou como metabalitos (RUSU, HANCU e UIVAROS, 2014).
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Porém, de acordo com Park e colaboradores (2012), em sistemas
superintensivos, a alta troca de agua, faz com que a aplicacdo dessa pratica ndo
seja eficaz por causa do grande volume de &agua utilizada, o que reduz a
concentracgéo final dos medicamentos.

Segundo Marshall e Levy (2011), a quantidade de atimicrobianos utilizados na
aquicultura é considerada menor comparando com os empregados nos demais
sistemas de producéo, mas por outro lado, muitas classes de medicamentos usados
na aquicultura sdo também utilizadas na medicina humana.

Outro sério problema que ressurgiu na aquicultura, reconhecido como uma
preocupacao global € o uso de antimicrobianos em animais que sdo designados a
alimentagcdo (PARK et al.,, 2012). Os residuos encontrados nas carcagas S&o
grandes problemas para a exportacdo (FIGUEIREDO e LEAL, 2008).

Sao varios os problemas que o mau emprego dos antimicrobianos tras ao
ambiente e a saude publica, como o desenvolvimento de micro-organismos
resistentes, a disseminacao dos mesmos por todo o ambiente e a possivel presenca
de residuos de medicamentos nos produtos da aquicultura (OIE, 2006).

O aumento e a disseminacdo da resisténcia microbiana a medicamentos
limitam severamente as opc¢Oes terapéuticas em infeccbes humanas, por esse
motivo o uso dos antimicrobianos em animais precisam ser controlados ou até
mesmo contidos (HEUER et al., 2009).

Pesquisadores observaram que em pisciculturas que usavam antimicrobianos
para promover o crescimento dos animais, tiveram o nimero de bactérias resistentes
na flora intestinal dos trabalhadores e dos animais cultivados bem maiores do que as
gue nao utilizavam (MARSHALL e LEVY, 2011).

A economia de varios paises em desenvolvimento é a base da criacdo de
animais e para garantir a produtividade do sistema, usam-se muitas vezes 0sS
antimicrobianos em excesso. A consequéncia disso é a crescente selecdo de
bactérias resistentes a antimicrobianos presentes nos animais, no solo e na agua
(BONELLI, MOREIRA e PICAO, 2011).

No Brasil e varios outros paises ainda ndo ha legislacdo que estabeleca o uso

desses medicamentos, especialmente na aquicultura. Isso faz com que eles sejam
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utilizados sem maiores preocupacdes principalmente em sistemas de producéo
intensiva (JUNIOR et al, 2006).

Varias instituicbes, como a Organizacdo das Nacdes Unidas para a
Alimentacdo e a Agricultura (FAO), OMS, Organizagdo Mundial de saude Animal
(OIE) e Comissdo Européia, na tentativa de reduzir os impactos negativos
ocasionado pelo uso incorreto dos antimicrobianos, tem dado um olhar mais
cuidadoso no uso dos antimicrobianos em animais, tanto pra proteger a eficacia dos
medicamentos, como para conter o desenvolvimento e a disseminacdo de novos
genes de resisténcia nos patdgenos animais e a transmissdo entre humanos e
animais (GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014).

3.8 RESISTENCIA MICROBIANA A ANTIMICROBIANOS

Ha anos que a questdo da resisténcia microbiana a antimicrobianos tem sido
encarada como um grande problema de saude publica (MARSHALL e LEVY, 2011)
em razdo do aumento no uso de agentes antimicrobianos na medicina humana,
animal e na agricultura (DAL PUPO, 2006).

Conhecer como funcionam 0s mecanismos de resisténcia bacteriana é
fundamental para compreender como bactérias adquirem a resisténcia aos agentes
(GUIMARAES, MOMESSO e PUPU, 2010).

Normalmente os alvos que 0s antimicrobianos atingem sdo as enzimas,
importantes para o metabolismo da célula bacteriana, dessa forma quanto mais
essencial for o alvo para a célula, mais efetivo serd o agente (MOTA et al., 2005).
Caso a bactéria ndo seja afetada, mostra que ela possui alguma caracteristica
genética responsavel pela sua sobrevivéncia (TORTOA, FUNKE e CASE, 2012).

A resisténcia a antimicrobianos acontece quando a bactéria adquire genes
gue impedem o mecanismo de acao do antibiotico (SILVA et al., 2009), podendo ser
de forma intrinseca, devido a auséncia de algum mecanismo celular necessario para
a sensibilidade ou adquirida (VAZ, 2009), causada por mutacdo espontanea ou por
recombinacdo génica (MARTINEZ, 2009) originando variabilidade genética sobre a
gual exerce selecdo natural, atribuindo vantagens as mais aptas (MOTA et al.,
2005).
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Os genes de resisténcia sdo carreados por elementos genéticos moveis e
fragmentos de DNA livres no ambiente, como plasmideos, transposons ou
bacteri6fagos, podendo ser transferidos em bactérias de diferentes grupos
taxonémicos (LIM et al., 2009).

Uma vez adquirida a resisténcia, podem ser transferidas por mecanismos
normais de reproducdo bacteriana e conseguinte, a progénie passar a portar a
caracteristica genética das bactérias parentais. Em virtude da elevada taxa de
multiplicacdo bacteriana, em um curto periodo de tempos praticamente toda a
populacdo estard resistente a um novo antibidtico (TORTORA, FUNKE e CASE,
2012).

Para escapar da acdo dos antimicrobianos as bactérias possuem alguns
mecanismos de resisténcia (PIDDOCK, 2006) como a destruicdo ou inativacéo
enzimatica do agente, prevencao de entrada no sitio-alvo da célula, alteracdo no
sitio alvo do agente e bomba de efluxo (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

A destruicdo ou inativacdo do agente antimicrobiano acontece por enzimas
presentes na bactéria, € mais efetiva contra antimicrobianos que s&do produtos
naturais, como cefalosporinas e penicilinas (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

O bloqueio da entrada do agente antimicrobiano ocorre mais em Gram-
negativas por serem naturalmente mais resistentes, devido a natureza da parede
celular inibindo a absorcdo dos compostos e seu movimento pelas porinas
(TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

A Alteracdo no sitio-alvo do agente acontece por pequenas modificacfes na
célula, podendo neutralizar os efeitos dos antimicrobianos sem que a ela seja
prejudicada (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Por dltimo a bomba de efluxo que é um sistema onde proteinas conseguem
bombear o medicamento do seu interior para fora antes que ocorra sua acao
(PIDDOCK, 2006).

O uso inadequado desses medicamentos veio desenvolver e disseminar
genes de resisténcia (HEUER et al., 2009) entre varios grupos de micro-organismos.
Tornando muitas bactérias multiresistentes além de resistentes (NIKAIDO, 2009).

Em torno de 80% dos antimicrobianos que s&o utilizados na aquicultura,

guando entram no ambiente sdo capazes de selecionar bactérias, essa selecédo
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modifica a biodiversidade tanto nos ambientes como na flora dos animais aquaticos
(ALY e ALBUTTI, 2014).

Outros fatores que propiciam a disseminacdo de bactérias resistentes aos
agentes antimicrobianos além da contaminagdo do ambiente é a falta de
saneamento basico, falta de abastecimento de agua potavel, regides superlotadas
(BONELLI, MOREIRA e PICAO 2014).

Segundo Bonelli, Moreira e Picdo (2014), em paises da América do Sul,
muitos estudos nao foram divulgados ainda sobre a consequéncia, para saude
humana, da contaminacdo ambiental por bactérias resistentes aos agentes
antimicrobianos. Essa caréncia de dados, a falta de informacdes sobre o uso de
antimicrobianos, o reuso de aguas residuarias contaminadas e saneamento precario

mostra um cenario preocupante para a saude publica.

3.9 RESISTENCIA MICROBIANA A ANTIMICROBIANOS NO MEIO AQUATICO

A 4gua é uma via de carreamento de genes de resisténcia para sistemas
naturais, além de ser um meio frequente de disseminacéo de patdgenos resistentes
para humanos e animais (BAQUERO, MATINEZ e CANTON, 2008).

Frequentemente em diversos ambientes aquaticos tém sido reportado a
presenca bactérias patogénicas (GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014) resistentes
aos antimicrobianos, entre eles, os esgotos hospitalares (PRADO et al., 2008),
domeésticos (HEUER et al., 2002), aguas subterraneas (GALLERT, FUND, WINTER,
2005) e rios (LIMA-BITTENCOURT et al., 2007).

Porém, nesses sistemas também sdo encontradas uma diversidade de
bactérias comensais que podem atuar como reservatorios de genes de resisténcia
(BAQUERO, MATINEZ e CANTON, 2008) e em consequéncia, transferirem esses
genes para bactérias patogénicas.

Por longo tempo, um peqgueno grupo de bactérias responsaveis por causar
infeccbes foi tratado com mais cautela. Contudo uma grande diversidade de
bactérias comensais supostamente inofensivas promovia continuamente troca de
genes totalmente despercebido (AUBRY-DAMON, 2004).
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Hoje sabe-se que essas bactérias com grande capacidade de transportar e
mobilizar genes integram um grande reservatério de genes de resisténcia e que
podem ser disseminados de vérias formas e entre varias espécies, habitando em
todo ambiente e nos animais até que ao longo do tempo de forma direta ou indireta
alcance o homem (MARSHALL e LEVY, 2011).

Baquero e colaboradores (2008), afirmam que, se 0s seres humanos
conseguirem controlar o uso em excesso dos antimicrobianos e a disseminacao de
bactérias, serA uma maneira de reduzir o avanco da resisténcia microbiana aos
mesmos.

Os antimicrobianos agem exercendo uma pressao seletiva de acordo com sua
concentragdo, colaborando assim para o desenvolvimento e disseminacdo de
resisténcia entre bactérias aquaticas (GORDON et al., 2006).

Entre os fatores que definem a quantidade de antimicrobianos excretado no
meio aquatico estdo o tipo e a dosagem dos compostos, a espécie e idade dos
animais (GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014).

As infeccbes bacterianas podem aumentar com a falta de qualidade da agua
e densidade populacional alta, essa situacdo colabora para o0 acréscimo na
utilizacdo dos agentes microbianos, contribuindo para o aumento da pressao seletiva
sobre a microbiota aquatica (HEUER, et al., 2009).

Se o tratamento for realizado de forma adequada em cada animal, a
tendéncia serd o controle do surgimento e disseminacdo de bactérias resistentes
aos antimicrobianos, pois serdo tratados somente alguns individuos e ser& aplicado
a dosagem necessaria dos medicamentos (MARSHALL e LEVY, 2011).

E importante evidenciar que nos corpos hidricos a facil movimentacdo dos
micro-organismos e elementos genéticos moéveis como o plasmideo, favorece a
troca de genes de resisténcia (SMITH ET AL., 2008).

No ambiente aquatico pode haver uma grande quantidade de bactérias
resistentes que podem transmitir infecces ao homem que devido a resisténcia traco
resulta em falhas no tratamento. Os patégenos humanos que podem estar
envolvidos nessa propagacédo direta € o Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus,

Vibrio vulnificus, Shigella spp. e Salmonella spp. ou patégenos oportunista, como
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Aeromonas hydrophila, Plesiomonas shigelloides, Edwardsiella tarda, Streptococcus
iniae e Escherichia coli (ALY e ALBUTTI, 2014).

As aguas de recreacdo e areias marinhas que recebem esgotos da cidade
sdo fontes potenciais de bactérias resistentes, esses lugares contribuem para
estabelecimento de rotas de propagagcédo de micro-organismos que carregam genes
e resisténcia a antimicrobianos (ANDRADE et al., 2015).

4 METODOLOGIA

4.1 AREA DO ESTUDO

O municipio de Maripa esta localizado em uma latitude de 24° 25' 06" S,
longitude de 53° 49' 48" W e altitude de 402m. Encontra-se na regido oeste do
estado do parana, pertence ao 3° planalto de guarapuava, a uma distancia de 95 km
da cidade de cascavel e a 585 km da capital Curitiba (Figura 1).

Maripa

Figura 1 - Mapa do Estado do Parana com destaque no municipio de Maripa.

Fonte: Adaptado do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

As principais atividades econémicas da atualidade no municipio estao

voltadas para agricultura, producdo de orquideas, e principalmente a aquicultura.
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Desenvolvem-se ainda as atividades no setor industrial, comercial e de
prestacdo de servicos (MARIPA, 2013).

A aquicultura no municipio teve inicio em 1993, sendo destaque na regido
Oeste do Parané pela producéo de peixe, nesse periodo foram realizada também as
primeiras constru¢des de viveiros corretos para engorda de tilapia, o que veio a
melhorar a producéo (MARIPA, 2014).

4.2 SELECAO DAS PROPRIEDADES

Foram selecionadas trés pisciculturas com producdo de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus), localizadas na area rural do Municipio de Maripa — Parana.
Cada propriedade contemplava uma densidade de estocagem diferente e a agua de
abastecimento foi proveniente de rio, sendo: Propriedade 1 (densidade de
estocagem com 4 peixes por m?), rio 18 de Abril; propriedade 2 (densidade de
estocagem com 8 peixes por m?), rio Azul; e propriedade 3 (densidade de
estocagem com 10 peixes por m?), rio Lajeado Bem-Te-Vi (figura 2), em viveiros com
area total variando de 2000 a 3000 m? e um volume total em torno de 4200 m® e
com renovacdo de 10% ao dia em todos os viveiros. Foram selecionados trés
viveiros de cada propriedade, do tipo escavado, com entrada de agua individual, os
peixes estavam em fase de crescimento e terminacdo, com peso médio de 400 g
cada, alimentados trés vezes ao dia (4 peixes/m® - 53,76 Kg; 8 peixes/m? - 107,52
Kg e 10 peixes/m? - 134,4 Kg) com racdo comercial, todas contendo fésforo (0,5%

para 4 peixes/m® e 8 peixes/m? e 0,2% para 10 peixes/m?).
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Figura 2 - Pisciculturas localizadas na area rural do municipio de Maripd — PR,

destacando os viveiros selecionados. 1: densidade de estocagem de 4 peixes por
metro®, 2: densidade de estocagem de 8 peixes por metro® e 3: densidade de estocagem de
10 peixes por metro®.

Fonte: Prefeitura do municipio de Maripa/PR.
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4.3 COLETA E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

As coletas foram realizadas no més de setembro de 2014, durante trés
semanas. Foram coletadas amostras de agua de um viveiro por dia, sendo cada
viveiro com uma densidade de estocagem diferente, durante trés dias consecutivos,
a cada semana, totalizando nove dias de coletas. Foram coletadas amostras de
agua de dois pontos de cada viveiro, na entrada (canaleta de abastecimento) e na
saida (monge) e dois pontos do rio que as abasteciam (montante e jusante). Todas
as coletas realizadas no inicio da manha. Foram coletados dois litros de agua de
cada ponto para andlises fisicas e quimicas e mais 100 ml em frascos esterilizados
para analises microbiolégicas. No momento das coletas foram obtidos os valores de
temperatura (temp), potencial hidrogeniénico (pH), condutividade elétrica (Cond) e
oxigénio dissolvido (OD) com aparelho portatil multiparametro da Professional Series
YSI. Em seguida, as amostras foram transportadas em caixa térmica com gelo para
o laboratério de microbiologia da Universidade Estadual do Oeste do Parana —
Campus — Toledo, Unioeste, onde foi conduzido parte do experimento.

Todas as coletas foram realizadas em condi¢cdes climaticas semelhantes,
para tentar evitar interferéncias, em caso de precipitacdes nos dias das coletas ou

no dia anterior as amostras ndo seriam realizadas.

4.4 QUALIDADE FiSICA E QUIMICA DA AGUA

Imediatamente apds a chegada, os dois litros de cada amostra foram
encaminhados para o laboratério de Limnologia do Grupo de Pesquisa em Recursos
Pesqueiros e Limnologia (GERPEL) da Unioeste, campus - Toledo, para realizacéo
das andlises fisicas e quimicas da qualidade da agua. Em cada amostra foram
analisados os seguintes parametros: nitrogénio amoniacal (NH4) e fosfato total,
segundo metodologia proposta por Mackreth e colaboradores (1978); nitrito (NOy),
segundo metodologia proposta por Strickland e Parson (1972) e Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) e Matéria
Orgéanica (MO), segundo metodologia proposta pela Associacdo Americana de
Saude Publica (APHA), (2005).
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4.5 ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DAS POPULACOES BACTERIANAS

As amostras coletadas foram submetidas a diluicbes seriadas para a
qguantificacdo das populacdes bacterianas. Aliquotas de 0,1 mL das diluicdes
adequadas foram semeadas em duplicata em placas de Petri, pelo método de
espalhamento em superficie, contendo Agar Soja Tripticaseina (TSA) (Himedia) e
Mac Conkey (MC) (Himedia), sendo o segundo meio para crescimento de bactérias
patogénicas. Em seguida, as placas semeadas foram incubadas em estufa a 35° C
por 24 horas. A leitura foi realizada por meio da contagem total das colonias e
determinacdo das unidades formadoras de colbnias por mililitro de amostra
(UFC/mL) pela média das duplicatas.

Apés a quantificacdo das populacbes bacterianas, foram selecionadas e
repicadas em TSA trés colbnias de diferentes morfotipos de cada amostra. Os
isolados foram armazanados em crio tubos contendo meio caldo infusdo cérebro e

coracao (BHI) com glicerol para posterior identificacao.

4.6 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS

Os isolados baterianos foram acondicionados em caixa de isopor com gelo
seco e enviado para o Laboratorio Cedro em Sao Luis — Maranhdo, para a
identificacdo em género e espécie pela técnica de lonizacdo e Dessorcdo a Laser
Assistida por Matriz - Tempo-de-Voo/Espectrometro de Massa (MALDI-TOF)
biotyper-BRUKER/BD. O instrumento é projetado para identificacdo e caracterizacao
automatizada de proteinas, deteccdo de biomarcador, controle de qualidade de
oligonucleotideos e genotipagem de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP). A
amostra a ser analisada foi misturada com uma matriz e essa mistura foi aplicada a
uma placa de metal e irradiada com laser. A leitura foi realizada em espectros
(TANAKA et al., 1988). Os isolados bacterianos de teste foram ser de culturas puras
com crescimento de 18 a 24 horas, obtidos em meios nédo seletivos, cultivados em

placas com agar sangue.
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4.7 DETERMINACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Os 407 isolados bacterianos foram submetidos a determinacdo do perfil
qualitativo de resisténcia a antimicrobianos, por meio do método de difuséo de disco
de antimicrobianos em &gar Mueller-Hinton (Difco, EUA) (CLSI, 2003). Foram
selecionados 7 antimicrobianos para realizacdo do teste de resisténcia, por serem
alguns dos mais importantes na aquicultura: ampicilina (10 pg), sulfonamida (300ug),
cloranfenicol (30 pg), nitrofurantoina (300ug), eritromicina (15 ug), tetraciclina (30
Hg) e gentamicina (10 pg) (Laborclin, Brasil). Como controle de qualidade do teste,
foram utilizadas as amostras de referéncia Staphylococcus aureus (ATCC25923) e
Pseudomonas aeroginosa (ATCC27853).

Cada isolado foi repicado em meio TSA, apos 24 horas uma porcao da
massa bacterina foi resuspendida em tubo contendo solucéo salina estéril 0,85% e
homogeneizada, sendo a turbidez da suspensao bacteriana comparada a do padréao
0,5 da escala Mc Farland. Em seguida, placas de Petri contendo Agar MH foram
estriadas com swabs estéreis embebidos na suspensdo bacteriana, sendo o
excesso retirado nas paredes dos tubos. Os discos de antimicrobianos foram
colocados de forma equidistante com auxilio de pinca previamente flambada dentro
das placas, na superficie do Agar. As placas foram incubadas em estufa
bacteriolégica a 35 °C durante 18 — 24 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, os
diametros do halo de inibicdo foram mensurados e comparados com a tabela de
performance padréo para testes de susceptibilidade do Instituto de Padrdes clinicos
e laboratoriais (CLSI) (CLSI, 2012).

4.8 DETERMINACAO DO PERFIL DE MULTIPLA RESISTENCIA A
ANTIMICROBIANOS

O indice de mdltipla resisténcia (MAR) foi utilizado para determinar a multipla
resisténcia, a partir dos resultados do antibiograma. O indice foi calculado pelo
namero de antimicrobianos aos quais tal isolado foi resistente sobre numero de
antimicrobianos aos quais o isolado foi exposto. indice acima de 0,2 caracterizou
multirresisténcia (KRUMPERMAN, 1983).
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4.9 ANALISE DOS DADOS

4.9.1 Qualidade da 4gua

As variaveis fisicas e quimicas da agua mensuradas nos quatro locais de
cada piscicultura foram linearmente combinadas por meio da andlise de
componentes principais (ACP) a fim de reduzir a dimensionalidade dos dados para
interpretacdo e evitar a avaliacdo de relacdes espurias. A ACP foi aplicada sobre a
matriz de correlagdes bivariadas, adotando-se o critério de Kaizer-Gutmann para
retencéo e interpretacdo de eixos (GOTELLI e LISON, 2011). Esses foram entao
submetidos a analise de variancia bi-fatorial, computando a variabilidade temporal
como um efeito principal (ANOVA-bifatorial em blocos), seguida do teste de Tukey
para comparacdo de médias. Transformacdes nas variaveis originais nao foram
necessarias visto que as checagens de pressupostos indicaram distribuicdes
aproximadamente normais pelo teste de Shapiro-Wilk e variancias homogéneas pelo
teste de Levene. A analise de componentes principais foi realizada no software
Pc_Ord 5.0 (MCCUNE e MEFFORD, 2006), enquanto as ANOVAs-bifatoriais em
blocos foram conduzidas no software Statistica 7.1 (STAFSOFT, 2005).

4.9.2 Quantificacdo das populacdes bacterianas

As concentracfes de bactérias (transformados em raiz quadrada para atingir
pressupostos da andlise) foram correlacionadas aos eixos retidos da ACP e também
avaliadas frente aos locais, densidades e tempos com ANOVAs-Bifatoriais em

blocos. O nivel de significancia adotado para cada andlise individual foi de 5%.

4.9.3 Diversidade bacteriana

A fim de avaliar a similaridade ou dissimilaridade entre as familias bacterianas
nas diferentes densidades de estocagem e locais, os dados foram submetidos a
uma analise de ordenacdo. Foi utilizado como método de ordenacdo o
escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) (MCCUNE e GRACE 2002). A
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analise foi realizada no software Pc Ord 5.0. Em seguida, foram testadas pelo
procedimento de permutagdo com multiplas respostas (MRPP) (MCCUNE e GRACE
2002).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUALIDADE DA AGUA

O conjunto de variaveis fisicas e quimicas da agua foi sumarizado em trés
componentes principais que apresentaram 61,87% da variabilidade total. O primeiro
componente (26,88% de variabilidade computada) foi associado positivamente com
as concentracdes de NH4, PT, MO e temp da agua (Grupo 1), enquanto que ao OD
foi negativamente associado (Tabela 3). Este conjunto de variaveis foi diferenciado
no interior dos viveiros em relacdo a montante e a jusante do mesmo (ANOVA-
bifatorial em blocos, fator Local: F, 18 = 8,05, p = 0,001). Identificou-se que o grupo
1 apresentou valores superiores dentro do viveiro (locais2 e 3), ao passo que o OD
foi superior fora deste (local 4; Figura 3a). Interacdo entre locais e densidade, bem
como efeito principal da densidade nao foram significativos.

O segundo componente principal (21,60% de variabilidade) apresentou
unicamente associacdo positiva com a concentracdo de NO, (Tabela 3) e também
apresentou variabilidade unicamente influenciada pelo fator local (ANOVA-bifatorial
em blocos, fator Local: Fs, 18y = 6,63, p = 0,003). Essa caracteristica quimica da agua
foi diferenciada principalmente em relacéo a posi¢cao no interior dos viveiros (locais 2
e 3), sendo superior na regido mais préxima a saida (local 3; Figura 3b).

O terceiro componente explicou 13,40% de variabilidade e esteve unicamente
associado de forma negativa com a Cond da agua (Tabela 3). Esta, por sua vez,
variou significativamente entre os locais e densidades de estocagem (ANOVA-
bifatorial em blocos, fator Local: F, 18y = 4,64, p = 0,014, fator Densidade: F, 15 =
4,38, p = 0,028). Em relacdo aos locais, observou-se que a Cond foi inferior a
montante dos viveiros (local 1), sofreu uma elevacéo significativa no interior destes
(locais 2 e 3) e passou a um valor intermediario a jusante (local 4), possivelmente

devido a um efeito diluidor (Figura 3c). Para as densidades, a Cond foi superior nos
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tanques que apresentaram maiores concentracdes de peixes (Figura 3d). Esse
parametro mede a quantidade de sais na 4gua, quanto mais alto o valor mais sais

soluveis presente no meio (RIBEIRO et al., 2005).

Tabela 3 - Correlagdes entre as variaveis mensuradas nos quatro locais dos nove
tanques com os componentes principais (CP) gerados a partir da analise de
componentes principais. Caracteristicas consideradas associadas aos CP séo
apresentadas em negrito.

Variaveis CP1 CP2 CcP3

Amonia 0,7213 0,5202 0,0711
Fésforo total 0,6397 0,4431 0,2024
Matéria organica 0,6676 0,2045 -0,2254
Temperatura da agua 0,6667 -0,5507 0,0808
Oxigénio dissolvido -0,5838 0,5741 0,1311
Nitrito 0,0734 0,6257 -0,4414
Condutividade elétrica 0,2748 -0,4513 -0,6855
DBO 0,0804 0,4581 -0,5554
DQO 0,4307 0,2954 0,4866
pH -0,5045 0,3546 -0,0957
Autovalor 2,69 2,16 1,34
% de explicagao 26,88 21,60 13,40

DBO: demanda bioquimica de oxigénio, BQO: demanda quimica de oxigénio

O aumento dessas variaveis no interior dos viveiros pode ser devido as
sobras de racéo, excesso de outros nutrientes e excrecao de peixes. Souza (2007),
afirma que ha grande disponibilidade de nitrogénio e principalmente fésforo oriundos
de racdo ndo consumida por completo, na excrecdo animal, estimulando o aumento

do fitoplancton em consequéncia a queda das concentracdes de OD.
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Figura 3 - Médias e intervalo de 95% de confianca para os componentes principais
gue sumarizaram as variaveis fisicas e quimicas da agua. Variaveis associadas aos

componentes sdo apresentadas proximas ao eixo. A) relagéo significativa entre o primeiro

componente principal (CP1) e o fator local*; B) relagcdo significativa entre o segundo componente
principal (CP2) e o fator local*; C) relacéo significativa entre o terceiro componente principal (CP3) e 0
fator local* e; D) relacéo significativa entre o terceiro componente principal (CP2) e o fator densidade.
Letras minusculas diferentes indicam médias distintas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

*Local: pontos em que foram realizadas as coletas de agua.

Trabalho realizado por Minucci e colaboradores (2005), avaliando as variaveis
limnolégicas na entrada, meio e saida de viveiros de pisciculturas com criacdo semi-
intensiva, observou que as concentracdes de féforo e amonia apresentaram grandes
flutuacbes e que na entrada dos viveiros houve uma média mais baixa dessas
variaveis comparando com o meio e saida do mesmos. Resultados estes que

corroboram com o presente estudo.
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O mesmo autor afirma que essas variagcdes pode ser devido ao aumento nos
processos metabdlicos das comunidades bioldgicas dos viveros, com o acumulo de
matéria organica, porém, principalmente de aplica¢des de adubos.

Nas trés pisciculturas avaliadas havia tanque de decantacdo, retendo
guantidades excedentes de nutrientes e matéria organica, fazendo com que o
efluente gerado chegasse ao rio com uma melhor qualidade, sugerindo a queda nos
valores de cond, NH4, NH,, FT e principalmente MO a jusante.

Segundo Kubitza (2007), o NO; presente nos viveiros de cultivo que recebem
baixa troca de agua, excesso de alimentacdo ou fertilizacdo, pode apresentar altas
concentracdes, sendo toxico aos animais. O autor afirma ainda que valores acima de
0,3 mg/L sédo considerados prejudiciais ao desempenho dos peixes. Ostrensky e
Boeger (1998) por sua vez, relatam que o NO; passa a ser tOxico para 0s peixes em
concentragdes acima de 0,5 mg/L. Foi observado valores acima destes na saida das
trés densidade de estocagem (Tabela 4).

O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) aprovou a resolucao
numero 357, de 17 de marco de 2005, definindo novos limites para parametros de
gualidade de agua na aquicultura (BRASIL, 2005). A resolucdo dispde sobre a
classificacdo dos corpos hidricos e estabelece condi¢cdes para o lancamento de
efluentes.

O valor de NO; segundo padrdes do CONAMA para agua de Classe 2,
destinada ao consumo humano e a criacdo de organismos aquaticos, € de até 1
mg/L (BRASIL, 2005). Os resultados deste estudo apresentaram-se dentro do limite
recomendado, estando acima somente na saida das densidades de estocagem de 4
e 10 peixes/m?.

A concentracdo de OD néo pode ser inferior a 5mg/L em qualquer amostra de
agua da classe 2, (BRASIL, 2005). No estudo, a concentracdo de OD apresentou-se
fora do permitido, nas entradas dos viveiros das trés densidades. Nos demais

pontos, o OD apresentou valores dentro dos padrées da legislacéo (Tabela 4).
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Tabela 4 — Valores médios e erro padrdo das variaveis fisicas e quimicas

mensuradas em pisciculturas de diferentes densidades de estocagem.

Densidade 4 peixes/m2

Parametros
Montante Entrada Saida Jusante
Temperatura (C°) 19,4+ 0,49 20,6 £ 0,23 19,9+ 0,82 19,4+ 0,43
pH 7,3+ 0,02 76+ 1,36 7,5+ 0,19 7,1+ 0,10
OD (mg/L) 6,4+ 0,35 44+ 1,36 57+ 1,88 6,6 £+ 0,56
Cond (uS/cm) 55,7+ 5,54 67,9+ 10,94 60,2+ 4,06 55,6 + 5,44
Amonia (mg/L) 0,46 + 0,05 0,48+ 0,05 1,73+ 0,14 0,55+ 0,00
Fosforo (mg/L) 0,03+ 0,00 0,03+ 0,01 0,3+ 0,12 0,03+ 0,00
MO (mg/L) 197,2+ 23,77 502,9 + 191,65 856,1 + 103,91 393,5+ 195,28
Nitrito (mg/L) 0,17 + 0,07 0,17 + 0,07 2+ 1,36 0,3+ 0,18
DBO (mg/L) 13,3+ 3,99 9,8+ 3,01 148+ 2,14 13,9+ 5,65
DQO (mg/L) 145+ 5,61 15,9+ 4,32 23,2+ 3,48 13,5+ 3,76
Parametros Densidade 8 peixes/m2
Montante Entrada Saida Jusante
Temperatura (C°) 20,7+ 0,60 22,6+ 0,21 21,4+ 0,48 20,8+ 0,68
pH 7,2+ 0,02 7+ 0,19 7,1+ 0,17 7,7+ 0,32
OD (mg/L) 6,1+ 0,15 4+ 0,35 6+ 0,51 6,2+ 0,44
Cond (uS/cm) 49,6 £+ 0,42 68,8+ 3,28 59,4+ 11,60 53,4+ 2,17
Amonia (mg/L) 1+ 0,09 0,9+ 0,08 1,2+ 0,02 0,9+ 0,07
Fésforo (mg/L) 0,1+ 0,03 0,1+ 0,04 0,2+ 0,10 0,1+ 0,04
MO (mg/L) 207,8 + 33,12 613,1+ 183,05 807,9+ 97,47 259,3+ 67,12
Nitrito (mg/L) 0,4+ 0,06 0,2+ 0,08 0,8+ 0,61 0,4+ 0,10
DBO (mg/L) 9,7+ 2,44 72+ 4,44 18,1+ 0,60 12+ 1,31
DQO (mg/L) 139+ 10,92 179+ 595 24,9+ 10,73 16,6 + 8,0016
Parametros Densidade 10 peixes/m2
Montante Entrada Saida Jusante
Temperatura (C°) 20,7+ 0,6 22,0+ 0,75 20,2+ 1,70 21,5+ 0,00
pH 6,9+ 0,095 7,3+ 0,00 7,2+ 0,08 7,3+ 0,22
OD (mg/L) 55+ 0,365 39+ 0,23 59+ 0,08 46+ 1,31
Cond (uS/cm) 38,9+ 0,5 83,9+ 8,20 38,3+ 23,05 60,5+ 18,25
Amoénia (mg/L) 1,0+ 0,14 1+ 0,05 1,2+ 0,04 0,9+ 0,07
Fosforo (mg/L) 0,1+ 0,015 0,2+ 0,06 0,1+ 0,00 0,2+ 0,02
MO (mg/L) 165,5+ 32,19 330,6 + 241,46 612,7 + 66,27 164,1+ 43,74
Nitrito (mg/L) 0,4+ 0,005 0,5+ 0,25 4,0+ 3,92 0,4+ 0,04
DBO (mg/L) 17,3+ 1,255 149+ 3,56 179+ 5,15 20,0+ 5,53
DQO (mg/L) 27,8+ 12,54 20,2+ 6,59 159+ 8,29 26,4+ 0,42

OD: oxigénio dissolvido, Cond: condutividade elétrica, MO: matéria organica, DBO: demanda

bioquimica de oxigénio, BQO: demanda quimica de oxigénio.
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Segundo Crepaldi e colaboradores (2007), altas concentracdées de nitrogénio
inorganico é um sério problema para a qualidade da dgua em sistemas intensivos.
Somando com aumento de aménia, pH e temperatura na agua perante baixas
concentragbes de oxigénio dissolvido pode ocasionar a mortandade de peixes,
acarretando em significativas perdas econdmicas (ELER E MILLANI, 2007).

Os valores de amoOnia apresentaram-se superiores no interior dos viveiros,
indicando uma alimentacdo rica em proteina que néo foi totalmente assimilada e
convertida pelo animal, sendo a amdnia, principal forma de excrecao de nitrogénio,
eliminada pelas fezes (REBOLCAS, 2010).

Apesar de ser volumoso, o efluente da aquicultura apresenta baixa
guantidade de nutriente, mas o lancamento direto e continuo pode acarretar na
eutrofizacdo desses ambientes aquaticos (KUBITZA, 1999) e conforme a
intensificacdo aumenta, os impactos causados ao meio ambiente podem se tornar
mais negativos (HENRY-SILVA E CAMARGO, 2008).

A agua de abastecimento € utilizada para a manutencédo dos niveis de agua
perdida por infiltracdo e evaporacdo dentro dos viveiros e especialmente em
periodos de maiores precipitacdes também pode servir para descargas de efluentes
(PAGGI, 2006).

Estudo feito em piscicultura semi-intensiva e intensiva na bacia hidrogréafica
do rio Ribeira de Iguape (SP), notou-se que essas sdo mais eutrofizadas,
promovendo a alteracdo das caracteristicas fisicas e quimicas dos ambientes |6ticos
em que seus efluentes sédo lancados (CASTELLANI e BARRELA, 2005).

A guantidade de solidos suspensos, nutrientes dissolvidos e diminuicdo nas
concentracfes de oxigénio dissolvido estdo principalmente relacionadas com a
gualidade do efluente ao longo dos corpos hidricos (ELER e MILLANI, 207).

Alguns nutrientes sdo bastante impactantes para o ambiente, como o
nitrogénio e o fésforo que quando séo eliminados de forma indiscriminada no meio
aquatico aumentam significativamente a producéo primaria de algas (CYRINO et al.,
2010).

O estudo apresentou valores de PT que variaram de 0,03 a 1,2 mg/L. O

CONAMA tras em sua resolucdo 357, limites para concetracdo de PT de até 0,03
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mg/L. Apenas a montate e a entrada da menor densidade estava dentro do
preconizado.

As temp da agua variaram de 19,4 a 22,6 °C. Kubitza (1999) coloca que a
faixa ideal para producdo de espécies tropicais é em torno de de 28 a 32 °C. Essas
temp mais amenas foi devido ao clima mais frio nos dias em que foram coletadas as
amostras.

Lima e Garcia (2008) avaliando a qualidade de um acude em Ribeiropilis —
Sergipe, verificaram que as concentragdes de NH, estavam bem acima das
concentracbe de NH,, sugerindo que a poluicdo seja antiga, isso acontece pelo fato
do ambiente ndo conseguir se autodepurar. Esses resultados sédo diferentes do
presente estudo que mostra valores de NH, superiores ao de NH,.

A autodepuracdo da agua pode sofre varios efeitos devido as variacdes de
temperatura, comecando pelo aumento no metabolismos dos micro-organismos
aquaticos e depois aumentando o consumo de oxigénio utilizado para respiracao
aerdbia (REBOLCAS, 2010).

Segundo Phan-Van e colaboradores (2008), o OD esta relacionado a
temperatura da agua. Ao passo que o OD aumenta a temperatura diminui,
corroborando com o presente estudo que em temperatura mais elevadas, houve
gueda do OD.

Todas as amostras apresentaram valores de pH adequado, de acordo com
Kubitza (2008), que afirmam que, o pH para a producdo de peixes deve ser mantido
entre 6,0 e 8,5, a acidez ou alcalinidade elevada causa grande mortalidade.

Pelo fato das pisciculturas amostradas serem localizadas na regido rural,
areas proximas ao desenvolvimento de atividades agricolas, pecuarias e
agroindustriais, acabam por vezes sofrendo com o excesso de contaminantes. Por
sua vez, a piscicultura pode igualmente gerar efluentes que quando néo tratados de

forma adequada, desaguam nos corpos hidricos causando problemas ambientais.

5.2 CONTAGEM TOTAL DE MESOFILOS HETEROTROFICOS

Os componentes principais que sumarizaram as caracteristicas fisicas e

guimicas ndo se apresentaram correlacionados com as concentracdes de bactérias.
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Porém, a populagdo bacteriana aumentou com a elevagédo da densidade de peixes

por m? na agua de cultivo (ANOVA-bifatorial em blocos, fator Densidade: Fs, 15 =
4,02, p = 0,038; Figura 4).
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Figura 4 - Quantidade de bactérias observada nos tanques de cultivo com trés

diferentes densidades de estocagem de peixes. Médias + 95% de intervalo de

confianca das quantidades transformados em raiz quadrada.Letras distintas indicam

diferencgas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

De forma geral, foi encontrada grande quantidade de bactérias nas diferentes
densidades de estocagem das pisciculturas, assim como nos diferentes locais,
mostrando que 0 ambiente piscicola € propicio para o desenvolvimento e
disseminacdo dos micro-organismos, constituindo importantes reservatérios de
patdégenos de animais e humanos. Estes resultados mostram a importancia do
monitoramento da qualidade da agua e do manejo adequado até o momento de
abate dos peixes.

Conceicéo e colaboradores (2012) afirmam que maior incidéncia de chuva,
por exemplo, pode alterar a carga microbiana, aumentando o numero de UFC devido
ao aumento de matéria organica em suspensao gue serve de extrato para 0s micro-

organismos.
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Segundo Allen, Edberg e Reasoner (2004), bactérias heterotréficas sdo todas
aquelas que exigem nutrientes organicos para seu crescimento, porém, qualquer
gue seja o método de contagem, somente uma pequena parcela de toda a
diversidade existente € enumerada nos ambientes como agua, solo e alimento.

Oliveira (2011) afirma que pelo fato das bactérias heterotroficas utilizarem a
matéria organica como fonte de energia, sdo muito utilizadas como indicadoras da
gualidade da agua.

O aumento da populagdo bacteriana na intensificacdo dos sistemas sugere
gue esses sejam ambientes mais propicios ao desenvolvimento de infec¢des, devido
aos peixes estarem diante de fatores que desencadeiem mais facilmente o estresse,
com isso ha presenca de grande quantidade de patdgenos oportunista. Além disso,
se ndo houver técnicas de manejo adequadas em cada sistema, a populacéo
bacteriana tende a aumentar.

Os resultados ndo apresentaram correlacdo entre os parametros fisicos e
guimicos da agua com a quantidade de bactérias como citado anteriormente, porém
a qualidade da agua esta estritamente relacionada com a presenca de micro-
organismos. Meneghine (2013) enfatiza que as bactérias utilizam os nutrientes
minerais, oriundo da matéria organica, havendo até mesmo uma disputa entre
fitoplancton e bactérias por estes nutrientes.

Segundo Silva (2010) mesmo em baixas concentracdes, alguns micro-
organismos patogénicos podem ser perigos aos seres humanos e animais devido a

contaminacao cruzada.

5.3 DIVERSIDADE BACTERIANA NAS DIFERENTES DENSIDADES DE
ESTOCAGEM

Dos 407 isolados bacterianos obtidos das amostras de agua das diferentes
densidades de estocagem de pisciculturas, foram identificadas 55 espécies de
bactérias (Tabela 5) pertencentes a 11 familias distintas, sendo oito dessas familias
Gram-negativa (Tabela 6). Corroborando com trabalhos como de Dal Pupo (2006) e

Lima e colaboradores (2005) que estudando a diversidade bacteriana em
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pisciculturas com producgédo de tilapia afirmam que em ambiente aquéaticos a maioria
das bactérias isoladas € de Gram-negativas.

Dentre as amostras bacterianas isoladas, 21 ndo foram possivel ser
identificadas pela metodologia aplicada. A espécie bacteriana Serratia marcenscens
foi a que obteve maior frequéncia de isolamento, seguida da espécie Alcaligenes
faecalis e Enterobacter asburiae. A primeira e a terceira pertencentes a familia
Enterobacteriacea, e a segunda a familia Alcaligenaceae.

A bactéria da espécie Serratia marcenscens, tem sido descrita como
importante agente de infeccdo nosocomial, apresentando alta disseminacao e alto
nivel de resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos (CARVALHO et al., 2010).

A espécie Alcaligenes faecalis é saprofita, constituinte da microbiota
fisiologica entérica de animais domésticos e humanos (KAHVECI et al., 2011).

Algumas espécies do género Staphylococcus sdo comumente encontradas
em hospitais, ndo sendo indigenas do ambiente aquatico, no entanto o presente
trabalho identificou trés espécies do género Staphylococcus. Carneiro e
colaboradores (2007) realizaram pesquisa em diferentes sistemas de cultivo e
encontraram varias espécies desse género. Lima e colaboradores (2005),
trabalhando com a diversidade da microbiota aquatica em ambiente de criacdo de
tilapia, identificaram que 50% das bactérias da familia Micrococcacceae eram
pertencentes ao género Staphylococcus.

Foram identificadas somente dois isolados de espécies diferentes do género
Aeromonas (Aeromonas hydrophila e Aeromonas veronii). Porém é grupo que
merece atencdo por causar septicemias em peixes, sendo comuns nos sistemas de
producédo. Por ser oportunistas, geralmente acometem o0s peixes quando estdo com
sua imunidade comprometida (KUBITZA, 2008).

Esses dados diferem de trabalhos realizados por Silva (2010); HIRSCH et al.,
2006) e (AKINBOWALE, et al.,, 2007) que encontraram grande ocorréncia desse

agente bacteriano, principalmente em agua.
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Densidade de estocagem

N° Espécies Familia 4 px/m?* 8 px/m>** 10 px/m?** Total
1 Aeromonas hydrophila Aeromonadaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
2 Aeromonas veronii Aeromonadaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
3 Achromobacter spanius Alcaligenaceae 1 1% 1 1% 0 0% 2
4  Alcaligenes faecalis Alcaligenaceae 17 21% 46 26% 0 0% 63
5 Bacillus pumilus Bacillaceae 0 0% 2 1% 13 9% 15
6 Bacillus subtilis Bacillaceae 1 1% 0 0% 0 0% 1
7  Lysinibacillus boronitolerans Bacillaceae 0 0% 0 0% 4 3% 4
8 Lysinibacillus fusiformis Bacillaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
9 Lysinibacillus sphaericus Bacillaceae 1 1% 0 0% 0 0% 1
10 Paenibacillus glucanolyticus Bacillaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
11 Solibacillus silvestris Bacillaceae 0 0% 2 1% 0 0% 2
12 Bacillus altitudinis Bacillaceae 1 1% 0 0% 1 1% 2
13 Bacillus cereus Bacillaceae 0 0% 2 1% 2 1% 4
14 Bacillus megaterium Bacillaceae 1 1% 2 1% 0 0% 3
15 Ochrobactrum grignonense Brucellaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
16 Comamonas testosteroni Comamonadaceae 1 1% 0 0% 0 0% 1
17 Citrobacter freundii Enterobacteriaceae 2 3% 10 6% 15 10% 27
18 Citrobacter koseri Enterobacteriaceae 1 1% 0 0% 0 0% 1
19 Citrobacter youngae Enterobacteriaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
20 Cronobacter sakazakii Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
21 Enterobacter amnigenus Enterobacteriaceae 0 0% 3 2% 0 0% 3
22 Enterobacter asburiae Enterobacteriaceae 11 14% 11 6% 21 14% 43

“..continua...”
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Densidade de estocagem

N° Espécies Familia 4 px/m?* 8 px/m>** 10 px/m?** Total
23 Enterobacter cloacae Enterobacteriaceae 4 5% 4 2% 2 1% 10
24  Enterobacter kobei Enterobacteriaceae 0 0% 17 10% 1 1% 18
25 Enterobacter ludwigii Enterobacteriaceae 1 1% 0 0% 1 1% 2
26 Enterobacter radicincitans Enterobacteriaceae 0 0% 2 1% 0 0% 2
27 Escherichia coli Enterobacteriaceae 2 3% 1 1% 0 0% 3
28 Hafnia alvei Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
29 Klebsiella oxytoca Enterobacteriaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
30 Klebsiella pneumoniae Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
31 Kluyvera ascorbata Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
32 Myroides odoratiminus Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
33 Pantoea dispersa Enterobacteriaceae 0 0% 0 0% 2 1% 2
34 Pectobacterium betavasculorum Enterobacteriaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
35 Raoultella ornithinolytica Enterobacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
36 Serratia marcenscens Enterobacteriaceae 25 31% 37 21% 59 39% 121
37 Serratia ureilytica Enterobacteriaceae 0 0% 0 0% 3 2% 3
38 Yokenella regensburgei Enterobacteriaceae 0 0% 1 0% 0 0% 1
39 Enterococcus casseliflavus Enterococcaceae 0 0% 4 2% 0 0% 4
40 Microbacterium oxydans Microbacteriaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
41 Microbacterium sp Microbacteriaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
42 Kocuria rhizophila Micrococcaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
43 Micrococcus luteus Micrococcaceae 0 0% 2 1% 0 0% 2
44  Staphylococcus capitis Micrococcaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1

“...continua...
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Densidade de estocagem

N° Espécies Familia 4 px/m** 8 px/m>** 10 px/m?** Total
45 Staphylococcus saprophyticus Micrococcaceae 0 0% 2 1% 0 0% 2
46 Staphylococcus xylosus Micrococcaceae 0 0% 6 3% 1 1% 7
47  Arthrobacter creatinolyticus Micrococcaceae 0 0% 1 1% 5 3% 6
48 Arthrobacter protophormiae Micrococcaceae 0 0% 1 1% 1 1% 2
49 Psychrobacter sp Moraxellaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
50 Pseudochrobactrum asaccharolyticum Pseudomonadaceae 0 0% 1 1% 0 0% 1
51 Pseudomonas putida Pseudomonadaceae 0 0% 3 2% 0 0% 3
52 Pseudomonas mendocina Pseudomonadaceae 2 3% 0 0% 0 0% 2
53 Pseudomonas rhodesiae Pseudomonadaceae 1 1% 0 0% 0 0% 1
54  Stenotrophomonas maltophilia Xanthomonadaceae 2 3% 0 0% 0 0% 2
55 Wohlfahrtiimonas chitiniclastica Xanthomonadaceae 0 0% 0 0% 1 1% 1
N&o identificados - 6 8% 5 3% 10 7% 21

Total 80 177 150 407

(4px/m22* densidade de estocagem de quatro peixes por metro quadrado; (8px/m®)**densidade de estocagem de oito peixes por metro quadrado;

(10px/m*)*** densidade de estocagem de dez peixes por metro quadrado.
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Estudo realizado por Rebolcas (2010) avaliando a microbiota bacteriana de
estacdo de piscicultura marinha, observou grande diversidade de espécies
heterotréfica, entre elas espécies do género Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter,
Enterococcus e Staphylococcus, assim como as encontrada no presente estudo,
mostrando como é amplo os ambientes que ocorrem essa microbiota.

Conforme afirmam Allen e colaboradores (2004), os géneros mais frequentes
considerados como patégenos oportunistas no meio aquatico e agua potavel para
consumo sdo Pseudomonas, Klebsiella, e Aeromonas. Porém, estdo relacionados
com infec¢des hospitalares, sendo a via de transmissdo os aparatos médicos e nao
a ingestdo de agua.

Uma das espécies bacterianas importante na agua e em alimentos é a
Escherichia coli, sua presenca indica contaminacdo fecal por animal de sangue
guente, além de expor o0s consumidores a micro-organismos potencialmente
patogénicos (GASTALHO, SILVA e RAMOS, 2014). Nas amostras identificadas
foram observadas apenas trés isolados dessa espécie.

A baixa quantidade de isolados de E. coli pode ter sido pela ndo realizacéo
de técnica especifica para determinacéo de coliformes totais e termotolerantes, bem
como a perda na diversidade total pela manipulacdo dos isolados desde a
guantificacdo até o isolamento para identificacdo. Mesmo sem esses dados, foi
possivel obesrvar as varias representantes do grupo de coliformes totais, que fazem
parte da familia Enterobacteriaceae (Tabela 6).

Autores relatam a presenca de quantidade significativa de coliformes
termotolerante e totais, incluindo a E. coli, em amostras ambientais de seus achados
(Martinhago et al., 2008; Rebolcas, 2010; Souza et al., 2014).

Macedo (2004) observou alta populacdo de coliformes termotolerantes em
ambiente aquatico que recebia fluxo intenso de efluentes de aquicultura, sugerindo a
importancia do tratamento desses efluentes antes de serem lancados no corpo
receptor

Das familias bacterianas representantes, a Enterobacteriaceae foi a que
predominou dentre as diferentes densidades de estocagem, seguida pela

Acaligenaceae, mesmo sem ter representantes na densidade de estocagem de 10
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peixes por m?. Agumas familias obtiveram uma frequéncia de apenas 1%, como a

Comamonadaceae, Brucellaceae e Moraxellaceae (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia e Gram das familias bacterianas em 407 isolados de

diferentes densidades de estocagem de piscicultura.

Densidade de estocagem

Familia Gram 4 px/mz* 8 px/mz** 10 px/mz*** Total
Alcaligenaceae - 18 23% 47 27% 0 0% 65
Aeromonadaceae - 0 0% 1 1% 1 1% 2
Micrococcaceae + 0 0% 13 7% 8 5% 21
Bacillaceae 4 5% 8 5% 22 15% 34
Enterobacteriaceae - 46  58% 96 54% 107 71% 249
Enterococcaceae + 0 0% 4 2% 0 0% 4
Comamonadaceae - 1 1% 0 0% 0 0% 1
Microbacteriaceae + 0 0% 1 1% 1 1% 2
Brucellaceae - 0 0% 1 1% 0 0% 1
Pseudomonadaceae - 3 4% 4 2% 0 0% 7
Moraxellaceae - 0 0% 1 1% 0 0% 1
Xanthomonadaceae - 2 3% 0 0% 1 1% 3
N&o identificadas - 6 8% 5 3% 10 7% 21
Total 80 177 150 407

(4px/m?)* densidade de estocagem de quatro peixes por metro quadrado; (8px/m” )*densidade de
estocagem de oito peixes por metro quadrado; (10px/m?)*** densidade de estocagem de dez peixes

por metro quadrado.

Estudo realizado por Conceicdo e colaboradores (2012) na piscicultura de
Volta Grande da Companhia Energética de Minas Gerais, caracterizaram a
diversidade de bactérias e observaram que a familia Enterobacteriaceae foi a que
apresentou maior frequéncia nos sistemas avaliados, corroborando com o presente
trabalho. Segundo os autores supracitados, o elevado nimeros de isolados dessa
familia é por ser considerada parte da microbiota de ambientes aquaticos.

O diagrama de ordenacdo da NMDS mostrou variagdo na composicao da
estrutura das familias bacterianas entre as diferentes densidades de estocagem
(Figura 5). A variacdo entre as familias bacterianas apresentaram diferencas
significativas pela MRPP em relacédo as densidades (A = 0.07, p < 0.004). A menor

densidade de estocagem (4 px/m?) apresentou uma menor frequéncia de familias
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bacterianas. O que ndo ocorreu para os locais (montante, entrada saida e jusante)
ndo havendo diferenca significativa na frequéncia das familias (A= -0.02, p > 0.72).

NMDS
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+ Emgnobactenaceas "' 4
+
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LY X
+
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Axis 1

Figura 5 - Diagrama de ordenacéo pelo método de escalonamento multidimensional
nao métrico (NMDS) (stress=15,5).

Segundo Gastalho e colaboradores (2014), tém sido relatada o isolamento de
diversos grupos bacterianos na aquicultura, porém possivelmente os das familias
Aeromoadaceae e Enterobacteriaceae sdo 0s mais pesquisados, visto que sao

potencialmente patogénicos.

5.4 PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Apesar das propriedades analisadas nao fazer uso prévio de antimicrobianos,
houve um grande nuamero de isolados bacterianos resistentes, sugerindo a
disseminacao de genes de resiténcia no ambiente aquatico (Tabela 7). Observou-se
um maior nimero de resisténcia na densidade de 10 peixes por m?, seguida da
densidade de 8 peixes m?, provavelmente pelo maior nimero de bactérias presentes

nesses ambientes.
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As bactérias apresentaram maior percentual de resisténcia principalmente a
eritromicina, seguido da ampicilna. Dados do presente estudo corroboram com os de
Carneiro e colaboradores (2007) e Lima e colaboradores (2005) que analisaram o
perfil de resisténcia e observaram maior reisténcia a ampicilina e eritromicina.

A eritromicina faz parte da classe dos macrolideos, € 0 mais conhecido em
uso clinico. Seu modo de acdo € inibindo a sintese proteica das bactérias, porém
esse antibidico ndo consegue penetrar na parede bacteriana da maioria dos bacilos
Gram-negativos (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012).

Tabela 7 - Frequéncia de resisténcia frente a antimicrobianos nos isolados

microbianos, oriundos das amostras de agua das diferentes densidades de

estocagem.
Densidade de estocagem
Antimicrobianos 4 px/m** 8 px/m®** 10 px/m>***
Gentamicina 4 5% 0 0% 0 0%
Sulfanamida 8 11% 12 7% 18 13%
Nitrofurantoina 42 57% 80 47% 27 19%
Eritromicina 46 62% 106 62% 117 84%
Ampicilina 41 55% 88 51% 94 67%
Tetraciclina 12 16% 22 13% 33 24%
Cloranfenicol 6 8% 3 2% 4 3%

(4px/m*)* densidade de estocagem de quatro peixes por metro quadrado; (8px/m” )*densidade de
estocagem de oito peixes por metro quadrado; (10px/m?)*** densidade de estocagem de dez peixes
por metro quadrado. NUmero total de isolados bacterianos: 74 (4 px m2), 172 (8px m2) e 140 (10 px
m2).

A gentamicina apresentou menor frequéncia de resisténcia, as demais
bactérias presentes nas duas maiores densidades de estocagem foram sensiveis a
este antimicrobiano. Os aminoglicosideos como a gentamicina sdo muito eficientes
contra bactérias Gram-negativas (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Dentre as dez
familias bacterianas, nove sdo de Gram-negativas, este pode ser um dos motivos
da baixa resisténcia.

Outro antimicrobiano que teve uma baixa frequéncia de resisténcia foi o

cloranfenicol. Esse composto apresenta amplo espetro de atividade, podendo ser
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até toxico para o hospedeiro (TORTORA, FUNKE e CASE, 2012). Apenas oito
isolados foram resistentes a ele.

Costa e colaboradores (2008) obtiveram em seu trabalho resultados em
partes, semelhantes com o deste estudo, em que o cloranfenicol e a gentamicina
apresentaram menor resisténcia frente ao isolados bacterianos. Porém, observaram
alta sensibilidade na nitrofurantoina, diferindo do presente trabalho que apresentou
resisténcia de média para alta.

No Brasil, tanto o cloranfenicol como a nitrofurantoina foram proibidos para
uso na producdo animal (MAPA 2002), apesar de terem sido eficazes contra uma
guantidade de isolados estudados, especialmente da familia Enterobacteriaceae.

Em relacdo as familias bacterianas, a Enterobacteriaceae foi a que
apresentou maior quantidade de espécies resistentes aos antimicrobianos. O perfil
de resisténcia comprovou que a maioria dos isolados de bacilos Gram-negativo

foram resistentes (Tabela 8).

Tabela 8 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos das familias representantes dos
isolados bacterianos, oriundos das amostras de agua das diferentes

densidades de estocagem.

Antimicrobianos

Familia . - d .
N° de isolados Genta Sulfa Nitro Eritro Ampi Tetra Cloran

Aeromonadaceae 2 0 0 2 0 2 0 0
Alcaligenaceae 65 0 1 13 6 8 1 2
Bacillaceae 34 0 6 17 24 20 11 1
Brucellaceae 1 0 0 0 1 0 0 0
Comamonadaceae 1 1 0 1 1 1 0 0
Enterobacteriaceae 249 1 27 148 215 170 42 6
Enterococcaceae 4 0 1 2 3 0 2 0
Microbacteriaceae 2 0 0 1 1 0 0 0
Micrococcaceae 21 0 3 14 11 13 11 0
Moraxellaceae 0 0 1 0 0 0 0
Pseudomonadaceae 2 0 5 4 0 3
Xanthomonadaceae 3 0 1 2 2 2 1 0
N. I 21 1 3 11 15 13 6 0
Total 407 5 41 212 281 233 72 12

Genta: gentamicina, Sulfa: sulfonamida, Nitro: nitrofurantoina, Eritro: eritromicina, Amp: ampicilina,

Tetra: tetraciclina e Cloran: cloranfenicol. N.I.: ndo identificado


http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Aeromonadaceae&action=edit&redlink=1
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Os antimicrobianos testados sao alguns dos apontados por pesquisas, que
tem utilizagdo tanto na aquicultura e outros sistemas de producédo animal assim
como na medicina humana.

O desenvolvimento de novas substancias ndo sdo o suficiente para
acompanhar a ligeira disseminacdo de bactérias resistentes, afetando drasticamente
o futuro da terapia anti-infecciosa, especialmente as que ocorrem por amostras
Gram-negativas (BOUCHER et al., 2009).

Segundo Gastalho e colaboradores (2014), a resisténcia aos antimicrobianos
B-lactamicos € um problema tipico em Enterobacteriaceae por causa do espectro
ampliado dessas enzimas que tem a capacidade de inativar grande parte desse
grupo de antimicrobianos, dificultando no tratamento de infeccdes.

A apresenca desses agentes no meio aquatico, além que causar problemas
ambientais, pode contaminar carcagas e acabar entrando na cadeia alimentar por
dispersdo aumentando os problemas de saude publica. O fendmeno dessa
resisténcia em bactérias encontradas no ambiente aquatico € observado nos mais
diversos meios, como rios, lagoas, estuarios, agua potavel, mar entre outros
(OLIVEIRA, 2011). Indicando que a disseminacdo de bactérias e de genes de
resisténcia ndo tem barreiras que os limitam.

Segundo Cabello (2006) o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos na
profilaxia e tratamento de infeccbes em aquicultura, aumentam as chances de
contaminacdo ambiental, colocando em risco a saude dos dos animais e

principalmente do homem com bacterias resistentes.

5.5 PERFIL DE MULTIPLARRESISTENCIA

O indice de multipla resisténcia aos antimicrobianos foi determinado em cada
isolado bacteriano resistente. Dentre um total de 386 isolados bacterianos
analisados, (374) 96 % apresentaram MAR acima de 0,2. Correspondendo a 44
espécies bacterianas, das 55 identificadas.

A espécie Serratia marscencens apresentou resisténcia a todos o0s
antimicrobianos testados, seguida da Citrobacter freundii com multirresiténcia a seis

dos sete antimicrobianos testados (Tabela 9).
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Tabela 9 - Perfil de multiplarresisténcia a antimicrobianos nos isolados microbianos,

oriundos das amostras de agua das diferentes densidades de estocagem.

Antimicrobianos

Espécies
total isolados G S N E A T C jindice MAR*

A. spanius 2 0 0 1 0 1 0 0 0,29
A. hydrophila 1 0 0 1 0 1 0 0 0,29
A. veronii 1 0 0 0 0 0 0 0 0
A. faecalis 63 0 1 14 8 11 1 2 0,71
A. creatinolyticus 6 0 0 2 3 3 5 0 0,57
A. protophormiae 2 0 0 1 1 2 0 0 0,43
B. altitudinis 2 0 0 2 2 1 2 1 0,57
B. cereus 4 0 1 1 3 4 1 0 0,71
B. megaterium 3 0 0 1 1 1 1 0 0,57
B. pumilus 15 0 0 4 8 9 6 0 0,57
B. subtilis 1 0 0 0 0 0 0 0 0
C. freundii 27 1 5 11 25 9 5 0 0,86
C. koseri 1 0 0 0 0 0 0 0 0
C. youngae 1 0 0 1 1 0 0 0 0,29
C. testosteroni 1 1 0 1 1 1 0 0 0,57
C. sakazakii 1 0 1 0 1 1 0 0 0,43
E. amnigenus 3 0 0 0 2 1 1 0 0,43
E. asburiae 43 0 3 15 35 28 5 1 0,71
E. cloacae 10 1 1 3 6 6 0 0 0,71
E. kobei 18 0 0 6 17 9 1 0 0,57
E. ludwigii 2 0 1 2 2 2 2 0 0,71
E. radicincitans 2 0 0 1 2 2 0 0 0,43
E. casseliflavus 4 0 1 2 3 0 2 0 0,57
E. coli 3 0 0 3 2 3 2 2 0,71
H. alvei 1 0 0 0 1 1 0 0 0,29
K. oxytoca 1 0 0 0 1 1 0 0 0,29
K. pneumoniae 1 0 0 1 1 1 0 0 0,43
K. ascorbata 1 0 0 1 1 1 0 0 0,43
K. rhizophila 1 0 1 1 1 1 0 0 0,57
L. boronitolerans 4 0 1 3 3 2 1 0 0,71
L. fusiformis 1 0 0 1 1 1 0 0 0,43
L. sphaericus 1 0 0 0 0 0 0 0 0
M. oxydans 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Microbacterium sp 1 0 0 1 1 0 0 0 0,29

“...continua...
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“Tabela 9, continua”

Antimicrobianos

Espécies

total isolados G S N E A T C indice MAR*

M. luteus 2 0 0 2 1 0 0 0 0,29
M. odoratiminus 1 0 0 1 0 0 0 0 0,14
O. grignonense 1 0 0 0 1 0 0 0 0,14
P. glucanolyticus 1 0 0 1 1 1 0 0 0,43
P. dispersa 2 0 0 2 2 0 0 0 0,29
P. betavasculorum 1 0 0 0 1 0 0 0 0,14
P.asaccharolyticum 1 0 0 0 0 1 0 0 0,14
P. putida 3 0 0 1 3 3 0 1 0,57
P. mendocina 2 1 0 1 1 2 0 0 0,57
P. rhodesiae 1 1 0 0 1 0 0 1 0,43
Psychrobacter sp 1 0 0 1 0 0 0 0 0,14
R. ornithinolytica 1 0 0 1 1 1 0 0 0,43
S. marcenscens 121 1 15 100 108 103 24 4 1,00
S. ureilytica 3 0 0 0 3 2 0 0 0,43
S. silvestris 2 0 0 0 1 1 0 0 0,29
S. capitis 1 0 1 1 1 1 0 0 0,57
S. saprophyticus 2 0 0 2 1 1 0 0 0,43
S. xylosus 7 0 1 4 3 3 6 0 0,71
S. maltophilia 2 0 1 2 2 1 1 0 0,71
W. chitiniclastica 1 0 0 0 0 1 0 0 0,14
Y. regensburgei 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Total 386 8 33 199 264 224 66 12

G: gentamicina, S: sulfonamida, N: nitrofurantoina, E: eritromicina, A: ampicilina, T: tetraciclina e C:

cloranfenicol. *MAR acima de 0,2 caracteriza multirresisténcia.

De todas as espécies, apenas seis apresentaram-se sensivel a todos os
antimicrobianos testados e cinco apresentaram resisténcia apenas a um
antimicrobiano.

A multirresisténcia baixa de algumas espécies bacterianas pode ser em
virtude de ter um pequeno numero de isolados representantes. Como € o caso da
Aeromonas veronii que ndo apresentou resisténcia talvez por ter sido identificada
apenas um isolado dessa espécie. Porém o Unico isolado de Aeromonas hydrophila
foi resistente a dois antimicrobianos (ampicilina e nitrofurantoina).

Hirsch e colaboradores (2005) trabalhando com a identificacdo e resisténcia

de Aeromonas em ambientes aquaticos, relataram que diversas espécies deste
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género foram resistentes a varios antimicrobianos testado, inclusive a Aeromonas
veronni.

Em trabalho realizado por Costa e colaboradores (2008) foi observardo que
isolados de Aeromonas spp apresentaram resisténcia a mais de um antimicrobiano.

Oliveira (2001), estudando o perfil de resisténcia de bactérias Gram-
negativas, observou elevada resisténcia e multirresisténcias aos isolados
identificados em agua de superficie do rio Arroio Dilivio, entre os géneros, havia
Escherichia, Serratia, Citrobacter, Hafnia, Klebsiella entre outras Gram-negativas.
Mostrando a grande diversidade de bactérias resistesntes e multirresitentes nos
corpos hidricos.

A crescente resisténcia a varios agentes antimicrobianos tem sido uma
preocupacao para a comunidade cientifica, pois influenciam de forma negativa nas
popul¢cdes de outro organismos, alterando o equilibrio ecologico(COSTA et al.,
2008). Assim, a busca por alternativas que adotem medidas de majejo adequado
S80 essenciais para minizar possiveis riscos ao ambiente e a saude publica sem

comprometer a producao na aquicultura (Cabello et al. 2006).
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6 CONCLUSAO

O estudo mostrou que a intensificacdo dos sistemas promoveu 0 aumento na
populacédo total de bacterias, porém sem relacéo relacdo com as variaveis fisicas e
quimicas.

Dentre as variaveis fisicas e quimicas, somente a condutividade elétrica
apresentou diferenca significativa em relacéo as densidades de estocagem, sendo
superior na maior densidade. As demais variaveis apresentaram diferencas
significativas apenas para locais, com valores superiores no interior dos viveiros.

Foi identificado uma vasta diversidade de espécies bacterianas nas trés
densidades de estocagem, dentre elas, varias potencialmente patogénicas e
oportunistas que podem causar sérias infecgcdes humanas e animais.

A densidade de 4 peixes/m® apresentou uma menor frequéncia na
composicao das estruturas das familias bacterianas.

A maiorias dos isolados bacterianos presentes nos ambientes estudados
apresentou alto indice de resisténcia e multipla resisténcia aos antimicrobianos

testados.
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