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RESUMO

CREPALDI, A. L. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO DE JUREMA
PRETA (Mimosa tenuiflora) SOBRE CEPAS DE Aeromonas ISOLADAS DE
PEIXES

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de
Mimosa tenuiflora frente a cepas de Aeromonas isoladas de peixes. Os
microrganismos foram isolados a partir de peixes doentes oriundos de uma
piscicultura ornamental no municipio de Dom Macedo Costa, Bahia, Brasil. O
isolamento de cepas de Aeromonas spp. foi realizado utilizando meios de cultura
seletivos (Glutamato Agar Pseudomonas/Aeromonas (GSP), Agar MacConkey e
Agar sangue enriquecido com 5% de sangue de ovino). Realizou-se a extracéo de
DNA e foi utilizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificar e
sequenciar o gene RNAr 16S. Foi verificada a presenca de fatores fenotipicos de
viruléncia (amilase, fosfolipase, gelatinase, caseinase, lipase, hemolisina, urease e
DNase) das cepas isoladas. O perfil de sensibilidade a antimicrobianos comerciais
foi realizado por difusdo em disco agar Mueller-Hinton. Para testar a sensibilidade
a M. tenuiflora, foram coletadas cascas do caule que foram submetidas a moagem
e maceracdo a frio utilizando hexano, metanol e agua para obtencéo dos extratos
brutos. A suscetibilidade aos extratos de M. tenuiflora foi obtida por microdiluicdo
em caldo para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os extratos foram caracterizados por
triagem fitoquimica; quantificacdo de fendis totais, taninos condensados e
flavonoides totais; e toxicidade aguda (CL50) frente a alevinos de Oreochromis
niloticus. As cepas foram identificadas genotipicamente como A. caviae e A. veronii
bv. veronii e apresentaram, pelo menos, 75% dos fatores de viruléncia
pesquisados. As duas cepas bacterianas apresentaram resisténcia a dois dos seis
antimicrobianos testados e resisténcia intermediaria a, pelo menos, um
antimicrobiano. As duas cepas foram sensiveis aos extratos metandlico e aquoso
de M. tenuiflora, com CIM igual a CBM (250 pg/mL). O conteudo de fendis totais

dos extratos metandlico e aquoso foi de 2,20 e 1,42 g de EAG/100 g de extrato,



respectivamente; o teor de taninos condensados foi de 69,25 (extrato metandlico)
e 59,10 (extrato aquoso) g EC/100 g de extrato e ambos apresentaram tracos de
flavonoides (>1%). O extrato metandlico obteve CL50 frente a O. niloticus igual a
40 pg/mL. A presente pesquisa mostrou que a M. tenuiflora é eficiente quanto a sua
atividade antimicrobiana in vitro sugerindo a investigacdo quanto a sua utilizacao in

Vivo.

Palavras-chave: Piscicultura. Oreochromis niloticus. Resisténcia bacteriana.

Saude publica. Antimicrobianos naturais.



ABSTRACT

CREPALDI, A. L. ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF THE BLACK JUREMA
EXTRACT (Mimosa tenuiflora) ON STRAINS OF Aeromonas ISOLATED FROM
FISHES

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the Mimosa
tenuiflora extract on strains of Aeromonas isolated from fishes. The microorganisms
were isolated from sick fishes coming from an ornamental pisciculture in the
municipality of Dom Macedo Costa, Bahia, Brasil. The strains of Aeromonas spp.
were isolated in selective culture media (GSP Agar (Pseudomonas/Aeromonas
Selective Agar Base), MacConkey agar and blood agar enriched with 5% sheep
blood). DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR) were carried out in
order to amplify and sequence the 16S rRNA gene. Phenotypic virulence factors
(amylase, phospholipase, gelatinase, caseinase, lipase, hemolysin, urease, DNase)
were found in the isolated strains. The sensitivity profile to commercial
antimicrobials was performed in Mueller-Hinton agar plates. To test the sensitivity
to M. tenuiflora, the experiment collected barks of the trunk that were grinded and
cold macerated with hexane, methanol and water to obtain crude extracts.
Susceptibility to M. tenuiflora extracts were obtained by broth microdilution to
determine Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and Minimum Bactericidal
Concentration (MBC). Extracts were characterized by phytochemical screening,
guantification of total phenols, condensed tannins and total flavonoids, and acute
toxicity (CL50) to Oreochromis niloticus fries. The strains were genotypically
identified as A. caviae and A. veronii bv. veronii and they presented at least 75% of
the virulence factors investigated. The two bacterial strains presented resistance to
two out of six tested antimicrobials and medium resistance to at least one
antimicrobial. The two strains were sensitive to the methanolic and aqueous extracts
of M. tenuiflora, with a MIC equal to the MBC (250 pug/mL). The content of total
phenols from the methanolic and aqueous extracts were respectively 2,20 g and
1,42 g of an EAG/100g extract; the concentrations of condensed tannins were 69,25
g (methanolic extract) and 59,10 g (aqueous extract) of an EC/100 g extract; both
had traces of flavonoids (>1%). The methanolic extract had CL50 to O. niloticus



equal to 40 ug/mL. The present study has showed that M. tenuiflora is efficient in
regard to its in vitro antimicrobial activity — its in vivo use should be further
investigated.

Keywords: Pisciculture. Oreochromis niloticus. Bacterial resistance. Public Health.

Natural antimicrobials.



INTRODUCAO

A producado pesqueira mundial vem aumentando de forma constante nas
ultimas décadas, com taxa anual de incremento de 3,2%, sendo este aumento
ocasionado, principalmente, pelo aumento populacional, crescimento da renda da
populacdo e pela expansdo da producdo de pescado (FAO, 2018). No Brasil, a
piscicultura apresentou um aumento de 4,4% na producao de 2016 (IBGE, 2016).

O desenvolvimento da atividade aquicola, em sistemas de cultivo com
maiores densidades de estocagem ocasiona o favorecimento do estresse animal
pela disputa de espaco e alimento, além do comprometimento das condi¢cdes da
gualidade da agua. Estas condi¢cdes sdo suficientes para o aumento do risco de
doencgas e, consequentemente, para 0 aumento da utilizagdo de antimicrobianos
(GARCIA et al., 2013).

A ocorréncia de doencas na aquicultura esta diretamente relacionada ao
estresse animal por bactérias encontradas naturalmente nos organismos aquaticos
e no ambiente de cultivo (TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015). Entre os
microrganismos que causam doengas em organismos aquaticos, as espécies do
género Aeromonas sdo as de maior relevancia para a aquicultura pois se trata de
microrganismos naturais do ambiente aquatico (DEVI et al., 2016).

Dentre os tratamentos usados para o controle de patdgenos nos sistemas
de cultivo no Brasil, tem-se a utilizagdo dos antimicrobianos florfenicol e
oxitetraciclina que sao licenciados para utilizagdo na aquicultura (SINDAN, 2014).
Embora somente seja permitido a utilizacdo destes farmacos, sabe-se que o0s
produtores fazem a utilizacdo de varios outros antimicrobianos nos cultivos de
peixes (FIGUEIREDO; GODOY:; LEAL, 2008).

A ampla utilizagdo de antimicrobianos, quer seja no tratamento de
enfermidades na saude humana como na producao animal, tem contribuido para o
surgimento de microrganismos resistentes e a bioacumulacéo de seus residuos no
ambiente aquéatico e musculo do pescado (CABELLO, 2006; FIGUEIREDO;
GODOY; LEAL, 2008; MONTEIRO et al., 2015).

No Brasil, 40% dos remédios consumidos sdo antimicrobianos e, de acordo

com dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS), mais de 50% das prescri¢cdes
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de antimicrobianos no mundo séo inapropriadas (REIS, 2010). Assim, para tentar
controlar a utilizag&o indiscriminada dos antimicrobianos, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabeleceu a venda controlada de antimicrobianos
com retencao e prazo de validade das receitas em sua resolugdo RDC de no. 44
de 26 de outubro de 2010 (ANVISA, 2010). Por outro lado, diante das
consequéncias causadas ao meio ambiente e a saude publica, novas formas de
controle de enfermidades na aquicultura vém sendo estudadas para diminuir a
utilizagédo dos antimicrobianos. Umas dessas alternativas tem sido a investigagao
de novas substancias que apresentam acdo antimicrobiana a partir de fontes
naturais. Entre essas substancias podem ser citadas as substancias de origem
animal e vegetal, em que se destacam as substancias vegetais, presentes em seus
extratos brutos (SALEEM et al., 2010; MACHADO; RIBEIRO; DRUZIAN, 2014).

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica que ocorre ha
décadas, porém a realizacéo de estudos a fim de se obter a comprovacao cientifica
tem sido mais recente. O estudo das substancias fitoquimicas de interesse
farmacoldgico vem sendo amplamente explorado com finalidade de conhecer suas
especificidades (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

A jurema preta (Mimosa tenuiflora) é largamente encontrada na caatinga,
com distribuicdo no Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco,
Alagoas, Sergipe e Bahia (DUTRA; MORIM, 2015). O interesse pela pesquisa
dessa espécie é dado, principalmente, pela presenca de alcaloides inddlicos e
taninos em sua composicdo quimica (SOUZA et al., 2008), os quais sdo descritos
como 0s principais responsaveis pela sua alta atividade antimicrobiana devido a
complexacdo de proteinas e ions metdlicos, inibindo enzimas microbianas
(GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005; MONTEIRO et al.,, 2005;
BEZERRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2009).

A partir do conhecimento da presenca de substancias com acédo biolégica
em fontes vegetais e dos riscos relacionados a utilizacao de drogas antimicrobianas
aliados as perdas por doencas no cultivo de pescados, é importante explorar a
investigacao da atividade antibacteriana de substancias de origem vegetal frente a

patdgenos na aquicultura como forma alternativa de tratamento.

12



CAPITULO 1

Tratamentos alternativos para infeccdes bacterianas em
pisciculturas: umarevisao
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RESUMO

CREPALDI, A. L. Tratamentos alternativos para infeccdes bacterianas em

pisciculturas: uma revisao

A aquicultura € uma atividade em ascensado no Brasil e no mundo. Um dos fatores
para 0 aumento dessa atividade € a diminuicdo dos estoques pesqueiros. O
desenvolvimento da atividade aquicola possui como uma das suas implicacdes, a
utilizag&o indiscriminada de antimicrobianos no tratamento de enfermidades ou
como medida profilatica. O aumento da ocorréncia de enfermidades advém,
principalmente, por microrganismos que habitam o ambiente aquatico
naturalmente, tornando-se patogénicos aos individuos devido ao estresse dos
animais, gerado por grandes densidades de estocagens. Na piscicultura, as
bactérias oportunistas do género Aeromonas sao responsaveis por grandes perdas
de producdo. Assim, a utilizacdo de antimicrobianos como forma de tratamento e
prevencdo de infeccdes bacterianas € comum em pisciculturas. Apesar da
variedade de antimicrobianos utilizados na aquicultura, o Brasil possui registro
apenas para o uso do florfenicol e oxitetraciclina. A utilizacdo dessas drogas €
fundamental para o tratamento das infec¢cdes ocorrentes, porém 0 Seu UuSO
inadequado esta diretamente relacionado ao surgimento de resisténcia microbiana,
fazendo-se necesséria a investigacdo de novas substancias antimicrobianas de
fonte natural. Um dos grandes interesses no estudo de antimicrobianos naturais
esta na aplicacdo alimenticia para inibicAo ou reducdo do crescimento de
patdgenos de origem alimentar. O aumento dos estudos referentes a utilizacao de
antimicrobianos naturais, como 0s 6leos essenciais e extratos vegetais sao de
grande importancia como substitutos de antimicrobianos convencionais, pois
apresentam amplo espectro de a¢do antimicrobiana, causando menos impacto a

saude publica e ao meio ambiente.

Palavras-chave: Piscicultura. Bacteriose. Resisténcia bacteriana. Saude publica.

Antimicrobianos naturais.
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ABSTRACT

CREPALDI, A. L. Alternative treatments for bacterial infections in fish farms:

areview

Fish farming is an activity on the rise both in Brazil and worldwide. One of the factors
to this rise is the decrease in fish stocks. The development of the aquaculture entails
the indiscriminate use of antimicrobials for treating diseases or as a prophylactic
measure. The increase in the incidence of diseases derives mainly from
microorganisms that inhabit the aquatic environment naturally and they become
pathogenic to the individuals due to animal stress caused by great density of stocks.
In pisciculture opportunistic bacteria of the genus Aeromonas are responsible for
great production losses. Therefore use of antimicrobials as a form of treatment and
prevention of bacterial infections is common in pisciculture. In spite of the variety of
antimicrobials used in aquaculture, Brazil only has registration to use florfenicol and
oxytetracycline. The use of these drugs is paramount to the treatment of occurring
infections, but its inadequate use is directly related to the emergence of microbial
resistance, making it necessary to investigate new antimicrobial substances from
natural sources. An interest of the study of natural antimicrobials is its alimentary
applicability to inhibit or reduce increase in food-borne pathogens. The increase in
studies concerning the use of natural antimicrobials, such as essential oils and
vegetable extracts, are of great importance as substitutes of conventional
antimicrobials, because they present wide range in antimicrobial action at the same

as they cause less damage to the public health and the environment.

KEYWORDS: Pisciculture. Bacteriosis. Bacterial resistance. Public Health. Natural

antimicrobials.
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Piscicultura no Brasil e no mundo

A producdo mundial de pescado em 2016 foi estimada em torno de 170,9
milhdes de toneladas, sendo 90,9 milhBes de toneladas referentes a pesca
extrativa, enquanto a aquicultura contribuiu com 80,0 milhdes de toneladas. A
piscicultura por sua vez obteve uma producédo de 54,1 milhdes de toneladas (FAO,
2018).

No Brasil, a piscicultura obteve um crescimento de 4,4% em 2016, em
relagéo ao ano anterior, com uma producéo total de 507,1 mil toneladas. O Estado
de Rondénia teve uma contribuicdo na producdo de 17,9% (90,1 mil toneladas),
seguida do Parana com 15% (76,0 mil toneladas) e S&o Paulo com 9,5% (48,3 mil
toneladas). A Bahia ocupou o 13° lugar no ranking nacional com producao de 10,7
mil toneladas (2,1%) (IBGE, 2016).

Em escala mundial, as espécies mais produzidas séo: carpa-capim (11%),
carpa prateada (10%), carpa comum (8%) e tilapia do Nilo (8%) (FAO, 2018). No
Brasil, a espécie mais produzida € a tilapia (47,1%), seguida do tambaqui (27%),
tambacu e tambatinga (8,9%) (IBGE, 2016). A Bahia se destaca na producéo de
tilapia, sendo o 7° maior produtor nacional em 2016 com producéo superior a 26,6
mil toneladas. O maior produtor nacional de tilapia em 2016 foi o Parana com 69,9
mil toneladas (IBGE, 2016).

Doencas bacterianas na aquicultura

As doencas causadas por bactérias sdo responsaveis por grandes perdas
na producao aquicola. As infec¢cdes bacterianas em sistemas aquicolas ocorrem,
principalmente, pela predisposicdo destes organismos ao estresse devido as
condicdes de cultivo (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002). Dentre os
principais fatores para o desencadeamento de estresse nos organismos cultivados
se destacam o0 manejo inadequado e o desequilibrio ambiental. O controle das
condi¢des de cultivo € essencial para evitar o surgimento de enfermidades, visto
gue, a maioria das doencas por bactérias em organismos aquaticos sao
ocasionados por microrganismos oportunistas (TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015).

16



A doencas podem ocorrer devido a variacbes na qualidade da agua,
deficiéncias nutricionais, alimentacdo excessiva, temperatura da agua elevada,
estresse durante 0 manuseio e altas densidades de estocagem nos tanques
(KUBITZA, 2008). As principais doencas bacterianas em organismos aquaticos sao
causadas por bactérias dos géneros Aeromonas, Pseudomonas, Edwardsiella,
Streptococcus, Flavobacterium, Vibrio e Enterococcus (MARCUSSO et al., 2015;
TAVARES-DIAS; MARIANO, 2015; JATOBA; KLIPP; HOPPE, 2016).

Estudos demonstraram que ha uma maior prevaléncia de bactérias Gram
negativas do que Gram positivas relacionadas a doengas em tilpias, sendo os
géneros Pseudomonas e Aeromonas os de maior importancia (TIAMIYU et al.,
2015; LIMA-JUNIOR et al., 2016; SILVA et al., 2016).

Entre as bactérias causadoras de enfermidades em peixes, o género
Aeromonas apresenta grande relevancia para a aquicultura (DEVI et al., 2016),
possivelmente pelo seu pontencial patogénico relacionado a fatores de viruléncia
como a excrecdo de enzimas extracelulares (YOUNES; AWAD; GAAFAR, 2015;
SILVA et al.,, 2016). Aeromonas spp. S80 responsaveis por causar erosao das
nadadeiras, hemorragia difusa pelo corpo e nadadeiras, abddmen distendido,
sangramento nas branquias e acometer orgaos internos como figado e rins em
peixes (KUBITZA, 2005; BARCELLOS et al., 2008).

Hirsch et al. (2006) em um estudo realizado em Minas Gerais, no Brasil,
isolaram 75 cepas em tilapias e em agua de cultivo pertencentes a 10 diferentes
espécies de Aeromonas das quais 70 apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano. Em uma pesquisa sobre a microbiota aquatica em cultivo de tilapias
associado a bioflocos e perifiton, no Ceard, dez cepas de Aeromonas spp. foram
isoladas apresentando, pelo menos, seis fatores de viruléncia (SILVA et al., 2016).
Younes et al. (2015) isolaram onze cepas de A. hydrophila em uma piscicultura no
Egito, expressando pelo menos um gene de viruléncia. Além do isolamento de
cepas potencialmente patogénicas e resistentes a antimicrobianos, um caso de
coinfeccao de Tilapia Lake Virus (TiLV) e A. veronii na Malasia ocorrido em 2017
foi reportado (AMAL et al., 2018).

17



Aeromonas spp.

As bactérias do género Aeromonas sdo bastonetes Gram-negativas, nao
formadores de esporos, fermentadores e anaerdbios facultativos. Inicialmente este
género foi classificado na familia Vibrionaceae e posteriormente reclassificado na
familia Aeromonadaceae (GHENGHESH et al., 2008). O género possui taxonomia
complexa com 36 espécies e 12 subespécies relacionadas no LPSN (List of
Prokaryotic names with Standing in Nomeclature) (PARTE, 2017).

Apresentam-se morfologicamente em células retas cocobacilares a
bacilares, a maioria das espécies possui apenas um flagelo, mas culturas jovens
podem formar flagelos peritriguios em meio sélido. Geralmente sao oxidase e
catalase positiva e podem crescer a temperaturas de 0 a 45 °C, com temperatura
otima variando de 22 a 37 °C. Podem ocorrer em agua doce, salobra, 4gua clorada,
biosélidos e em esgotos (MARTIN-CARNAHAN; JOSEPH, 2015).

Bactérias autoctones de ambientes aquaticos, sdo consideradas patégenos
para varios animais de sangue quente e sangue frio, como peixes de agua doce e
salgada, anfibios, invertebrados, animais domésticos e humanos. Também sé&o
consideradas oportunistas pois estdo naturalmente presentes em ambiente e
organismos aguaticos, mas sO se manifestam em situagdes de estresse, como
aumento da temperatura da agua, baixa qualidade da dgua, manuseio inadequado
e altas densidades de estocagem (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002).

De acordo com Dong et al. (2017), as ocorréncias de doencas em peixes por
patdbgenos do género Aeromonas eram constantemente relacionadas com A.
hydrophila mas, em sua maioria, a identificacdo taxondémica ndo era confiavel por
se tratar de identificacdo bioguimica. Assim, com o avanco das pesquisas a nivel
molecular deste género, um numero elevado de espécies de Aeromonas foram
relacionadas a casos de doencas em peixes, como A. sobria, A. caviae, A. veronii,
A. media, A. salmonicida, A. bestiarum, A. encheleia, A. dhakensis, A. jandaei, A.
schubertii (CHEN et al., 2012; DONG et al., 2017; DUMAN et al., 2018).

A dose infectante de Aeromonas spp. é variavel de acordo com a espécie do
patdgeno, do hospedeiro e das condicdes ambientais. De acordo com um estudo
realizado na China por Chen et al. (2012), 1,4 x 10* UFC/g de uma cepa de A.
schubertii é o suficiente para causar mortalidade de 50% de Channa maculata,
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enquanto Liu et al. (2018) demonstrou que uma dose de 3,75 x 10® UFC/g foi
responsavel por causar 100% de mortalidade para tilapia em dois dias e a dose de
107 UFC/g matou 100% de zebrafish em apenas um dia de experimento.

As espécies A. caviae, A. hydrophila e A. veronii, A. jandaei, A. schubertii sdo
reconhecidas como patogénicas ao homem, causando gastroenterite, diarreia,
infeccdes cutaneas, infeccOes respiratérias, infeccbes urinarias, peritonites e
septicemia (JANDA; ABBOTT, 2010; PARKER; SHAW, 2011).

A capacidade de causar doencas estd relacionado a fatores de viruléncia
presentes nas células bacterianas, como adesinas, camada S, lipopolissacarideos,
producao de biofilme, enterotoxinas, hemolisinas, proteases, lipases, hidrolases,
proteinas de membrana externa, flagelo e pili (BARNETT; KIROV, 1999;
CASABIANCA et al., 2015; MIYAGI; HIRAI; SANO, 2016; IGBINOSA et al., 2017).

A viruléncia de Aeromonas spp. pode ser atribuida a componentes estruturais
(adesinas) ou pela excrecéo de produtos extracelulares. As adesinas sao proteinas
responsaveis pelo primeiro contato entre o patdogeno e a célula hospedeira que
podem ser divididas em filamentosas (flagelo e pili) e nao filamentosas:
lipopolissacarideos (LPS), proteinas de membrana (OMPSs) e céapsula. Entre os
produtos extracelulares de maior importancia para Aeromonas spp. estdo as
hemolisinas, proteases e lipases (BEAZ-HIDALGO; FIGUEIRAS, 2013).

As hemolisinas sdo toxinas capazes de lisar as células hospedeiras e criar
poros nas membranas; as proteases degradam o muco dos peixes e causa danos
aos tecidos, favorecendo a invasdo bacteriana na célula hospedeira e; as lipases
hidrolisam os lipideos de membrana, e estdo relacionadas a danos intestinais
(BEAZ-HIDALGO; FIGUERAS, 2013).

Uso de antimicrobianos na aquicultura e o aumento da resisténcia

antimicrobiana

Devido as grandes perdas de producdo por bacterioses, a utilizacdo de
antimicrobianos na aquicultura € uma pratica recorrente como forma de controlar a
gualidade microbiolégica dos ambientes de cultivo. Na aquicultura, além da

utilizacdo dos antimicrobianos no tratamento de doencas, estes medicamentos
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também séao utilizados como medida profilatica (CABELLO, 2006; HSIEH, 2007;
FIGUEIREDO; GODOY; LEAL, 2008).

O uso indiscriminado de antimicrobianos na aquicultura tem sido
responsavel por danos ao meio ambiente e na salude pubica. Apesar da grande
utilizacdo de antimicrobianos na aquicultura, o Brasil s6 possui registro para 0 uso
de florfenicol e oxitetraciclina, o que implica na falta de especificidade e eficacia da
sua atividade, pois ndo apresentam informac¢des dos fabricantes quanto a dose,
periodo de caréncia e 0 modo de administracdo (ZANOLO, 2006; SINDAN, 2014;
SHIOGIRI; CRUZ; FERNANDES, 2015).

A administracdo de antimicrobianos na aquicultura pode ser feita por meio
de banhos de imerséo, injecdo ou pode ser misturado na racdo. Destas, a injecao
€ a forma mais eficiente, porém a mais trabalhosa e impraticavel nas fases de recria
e engorda, sendo feita em alguns paises em peixes reprodutores (FIGUEIREDO;
GODOY; LEAL, 2008; HEUER et al., 2009).

Os banhos de imersdo com antimicrobianos precisam de maiores doses para
atingir a concentragdo necessaria. Assim, o seu uso também se torna limitado e
sua utilizagcdo ocorre com mais frequéncia no transporte de alevinos ou na
larvicultura e em laboratério, onde o volume de &gua utilizado é menor
(FIGUEIREDO; GODOY; LEAL, 2008).

A forma mais utilizada para administragcédo de antimicrobianos na aquicultura
€ através da sua incorporacdo na racdo. Essa incorporacdo pode ser feita
diretamente na fabrica ou pelo produtor na propriedade. No Brasil, apenas uma
empresa € licenciada para fabricar ragdo com antimicrobiano que, sé pode ser
comercializada com receita de um médico veterinario. Assim, uma alternativa
encontrada é a mistura desses medicamentos diretamente na ra¢do. Essa mistura
€ realizada na propria propriedade por pulverizacdo do antimicrobiano misturado a
um oleo vegetal (FIGUEIREDO; GODOY:; LEAL, 2008).

Uma das preocupacdes geradas pelo uso de antimicrobianos na producéo
animal destinada ao consumo humano sdo os residuos que se acumulam no
ambiente e nos tecidos dos animais que serdo consumidos. Em virtude disso, foi
estabelecido pelas autoridades Limites Maximos de Residuos (LMR) para
medicamentos veterinarios utilizados na producdo de animais destinados ao
consumo humano (FIGUEIREDO; GODOY; LEAL, 2008).
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Apesar de essencial para combater infeccdes e diminuicdo drastica de
mortalidade por microrganismos patogénicos, 0 uso recorrente de antimicrobianos
na aquicultura tem contribuido para o aumento da pressao seletiva da microbiota
no ambiente, promovendo o desenvolvimento de bactérias resistentes a infeccbes
oportunistas. A resisténcia dessas bactérias pode ser disseminada através de
transferéncia horizontal de genes, podendo ser transferidos para bactérias
patogénicas ao homem (SMITH, 2008; HEUER et al., 2009; HOA et al., 2011).
Desta forma, a pesquisa sobre novos agentes antimicrobianos é de suma
importancia para a saude publica (SALEEM et al., 2010; MACHADO; RIBEIRO;
DRUZIAN, 2014).

A resisténcia microbiana aos farmacos consiste na capacidade adquirida dos
microrganismos em resistir aos efeitos dos quimioterapicos que normalmente sao
suscetiveis. A capacidade em resistir aos antimicrobianos € inerente aos
microrganismos, uma vez que estes sdo produtores naturais de antimicrobianos e
necessitam desenvolver mecanismos de resisténcia para inativar ou destruir seu
proprio antimicrobiano (MADIGAN et al., 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser evidenciada por meio de diversas
pesquisas ja realizadas em areas de cultivo de organismos aquaticos e em pescado
comercializado em diversas regides. Em agua de tanques de cultivo e organismos
de uma aquicultura na Austrdlia, 41% das cepas de Aeromonas isoladas
apresentaram resisténcia a tetraciclina, 45% a oxitetraciclina e menos de 5% ao
florfenicol (AKINBOWALE; PENG; BARTON, 2006).

Resisténcia antimicrobiana também foi relatada em Plesiomonas
shigelloides e A. hydrophila isolados de tanques tratados com antimicrobianos. Foi
evidenciado que as bactérias dos tanques contendo os medicamentos
apresentaram maior resisténcia em relacdo aos isolados dos rios nao tratados, ou
seja, tetraciclina, oxitetraciclina, clorafenicol, ampicilina e nitrofurantoina, ficando
evidente a relacdo da resisténcia aos antimicrobianos e a utilizacdo destes nos
ambientes de cultivo (SAPKOTA et al., 2008).

Em agua e sedimento também foi relatada resisténcia a antimicrobianos em
cepas dos géneros Vibrio, Acinetobacter, Staphylococcus, Enterobacter,
Edwardsiella, Klebsiella, Pseudomonas, Plesiomonas e Aeromonas com

resisténcia a varios classes de antimicrobianos de uso clinico como, norfloxacina,
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ciprofloxacina, tetraciclina, amoxilina, lincomicina, novobiocina, oxacilina, penicilina
+ trimetropim + sulfametaxozol, ampicilina, clorafenicol, acido nalidixico,
eritromicina, espiramicina e colistina (BELEM-COSTA; CYRINO, 2006;
BARCELLOS et al., 2008; MONTEIRO et al., 2015).

Cepas de Aeromonas também estdo relacionadas a casos de resisténcia
antimicrobiana, visto a sua importancia em casos de doencas na aquicultura
(KUBITZA, 2005; DEVI et al., 2016). Foram descritos casos de resisténcia para as
espécies A. hydrophila, A. caviae, A. sobria, A. veronii, A. salmonicida e A. jandaei
isoladas de &gua de cultivo e de peixes a drogas antimicrobianas como
gentamicina, amoxilina, tetraciclina, estreptomicina, lincomicina, neomicina,
eritromicina, sulfazotrim, enroflaxacina, acido nalidixico, norflaxacina e
nitrofurantoina (SUHET; SCHOCKEN-ITURRINO; AMARAL, 2011; SANTOS,
2014). Além de cepas resistentes, também ja foram encontrados residuos de
oxitetraciclina, tetraciclina e florfenicol na agua de cultivo; oxitetraciclina, tetraciclina
e clortetraciclina em amostras de sedimentos e, oxitetraciclina e florfenicol em
amostras de peixes, apesar de que em nenhuma amostra os valores estivessem
acima dos valores estabelecidos (MONTEIRO et al., 2015).

A partir dos danos causados ao meio ambiente e a saude publica devido ao
surgimento de bactérias resistente, novas formas de controle de enfermidades na
aquicultura estao sendo estudadas para diminuir a utilizacdo dos farmacos. Umas
das alternativas € a utilizacao de probiéticos que € uma alternativa sustentavel, com
capacidade de melhorar a qualidade da agua de cultivo, controlar patdégenos,
melhorando a saude do organismo aquatico cultivado (DECAMP; MORIARTY;
LAVENS, 2006; VINE; LEUKES; KAISER, 2006; LAZADO; CAIPANG, 2014).

Os probidticos podem ser utilizados por meio de sua adi¢cdo na ragcdo ou
diretamente na agua dos tanques de cultivo. Quando incorporados a racdo, agem
modificando a microbiota intestinal pela competico com microrganismos
patogénicos e pela producédo de substancias antibacterianas e enzimas. Quando
séo adicionados aos tanques, agem reduzindo a carga patogénica pela modificacéo
da microbiota natural (CYRINO et al., 2010).
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Compostos bioativos presentes em plantas

Uma das alternativas encontradas para combater a resisténcia a farmacos,
€ a investigacao de novas substancias que apresentam acao antimicrobiana a partir
de fontes naturais. Entre essas substancias podem ser citadas as substancias de
origem animal e vegetal, em que se destacam as substancias vegetais, presentes
em seus extratos brutos e 6leos essenciais (NASCIMENTO et al., 2007; MOHANA;
SATISH; RAVEESHA, 2008; SALEEM et al., 2010; MACHADO; RIBEIRO;
DRUZIAN, 2014).

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica que ocorre a
décadas, porém a realizacéo de estudos a fim de se obter a comprovacéo cientifica
€ mais recente. O estudo das substéancias fitoquimicas de interesse farmacolégico
vem sendo amplamente explorado com finalidade de conhecer suas
especificidades (CARTAXO; SOUZA; ALBUQUERQUE, 2010).

Um dos grandes interesses no estudo de antimicrobianos naturais diz
respeito a aplicacdo alimenticia para inibicdo ou reducdo do crescimento de
patdégenos de origem alimentar (MACHADO; RIBEIRO; DRUZIAN, 2014). Muitas
espécies vegetais, comumente utilizadas como especiarias, tém sido estudadas
guanto a funcéo antimicrobiana na conservacao de alimentos, como por exemplo o
alecrim (Rosmarinus offinalis), manjericdo (Ocimim brasilicum), hortela (Mentha
piperita), orégano (Origanum vulgares), canela (Cinnamomum zeylanicum Blume),
cravo (Eugenia caryophyllata), gengibre (Zingiber officinalis), entre outros
(TRAJANO et al., 2009; MACHADO; RIBEIRO; DRUZIAN, 2014).

Os extratos de Jurema preta (Mimosa tenuiflora) e de Neem (Azadiracta
indica) também foram estudados demonstrando que o extrato da jurema preta
apresentou maior atividade antimicrobiana em relacdo ao extrato de Neem sobre
Staphylococcus coagulase negativa (PEREIRA et al., 2009).

Além da composic¢éo quimica, a acao antimicrobiana dos 6leos essenciais e
extratos vegetais também depende de outros fatores como variacdes genéticas
intraespecificas da espécie, clima, solo, época e forma de plantio, adubacéo, uso
de agrotdxicos, irrigacdo, técnica de extracdo e localizacdo geografica
(NASCIMENTO et al., 2007).
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A Mimosa tenuiflora € uma espécie arbustiva, conhecida popularmente como
jurema ou jurema-preta, pertencente a familia Fabaceae. Espécie nativa do Brasil
€ largamente encontrada na caatinga, com distribuicao no Piaui, Ceara, Rio Grande
do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (DUTRA; MORIM,
2015). A Fabaceae Lindl. € uma familia nativa, ndo endémica no Brasil que ocorre
em todas as regides brasileiras, possui 222 géneros e 2850 espécies aceitas (LIMA
et al., 2015).

O interesse pela pesquisa da espécie € dado, principalmente, pela presenca
de alcaloides inddlicos e taninos em sua composicéo quimica (SOUZA et al., 2008).
M. tenuiflora é utilizada popularmente como cicatrizante desde o terremoto ocorrido
em 1985, no México, que comecou a explorar sua utilizacdo com a formulacéo de
produtos comerciais para aplicacdo direta em feridas e queimaduras, gargarejo e
ingestdo em casos de infec¢des bucais, gastrointestinais e uterinas (DOMINGUEZ
et al., 1989; CAMARGO-RICALDE et al., 2004). Esta espécie também apresenta
alto potencial forrageiro, sendo uma das espécies mais utilizadas para alimentacéo
de ovinos, caprinos e bovinos em periodos de seca. Apesar dos beneficios anti-
helminticos observados em ovinos, sua utilizagédo precisa ser controlada em virtude
da grande quantidade de taninos presentes em seus ramos que ocasionam efeito
embriotoxico e fetotoxico em cabras gestantes (DANTAS et al., 2012).

Ja a atividade antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora foi comprovada em
iIsolados de Staphylococcus aureus a partir de animais com mastite bovina
(BEZERRA et al., 2009) e em S. aureus isolados de mastite bubalina (PEREIRA et
al., 2009). Outros autores também relataram a atividade antimicrobiana de M.
tenuiflora frente a cepas de Streptococcus spp., Streptococcus pygenes, Proteus
mirabilis, P. vulgaris, A. caviae, Pseudomonas aeruginosa, Shigella sonnei, S.
aureus e Staphylococcus coagulase negativa (GONCALVES; ALVES FILHO;
MENEZES, 2005; GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2006; BEZERRA,
2009; PEREIRA et al., 2009).

Segundo Bezerra (2009), dentre os compostos presentes em M. tenuiflora
estdo presentes taninos, flavonas, catequinas leucoantocianinas, saponinas,
triterpendides e alcaloides, onde sua acdo antimicrobiana se deve, principalmente,

aos taninos.
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O tanino é um composto fendlico altamente reativo quimicamente, sendo
soluvel em agua e solventes organicos formando ligacdes de hidrogénio, e utilizado
no curtimento de couro e tratamento de aguas residuais. Biologicamente os taninos
possuem acgdao cicatrizante, anti-inflamatoria, antimicrobianas, inibidoras de radicais
livres e da transcriptase em HIV. A atividade antimicrobiana dos taninos esta ligada
a alta capacidade de ligar-se a proteinas, outras macromoléculas e ions metalicos
das quais sdo essenciais para a fisiologia microbiana. Pelo mesmo motivo, os
taninos também foram descritos como téxicos para insetos e roedores (MONTEIRO
et al., 2005; AZEVEDO et al., 2017).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana do extrato de
Mimosa tenuiflora frente a cepas de Aeromonas isoladas de peixes. Os
microrganismos foram isolados a partir de peixes doentes oriundos de uma
piscicultura ornamental no municipio de Dom Macedo Costa, Bahia, Brasil. O
isolamento de cepas de Aeromonas spp. foi realizado utilizando meios de cultura
seletivos (Glutamato Agar Pseudomonas/Aeromonas (GSP), Agar MacConkey e
Agar sangue enriquecido com 5% de sangue de ovino). Realizou-se a extracéo de
DNA e foi utilizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificar e
sequenciar o gene RNAr 16S. Foi verificada a presenca de fatores fenotipicos de
viruléncia (amilase, fosfolipase, gelatinase, caseinase, lipase, hemolisina, urease e
DNase) das cepas isoladas. O perfil de sensibilidade a antimicrobianos comerciais
foi realizado por difusdo em disco agar Mueller-Hinton. Para testar a sensibilidade
a M. tenuiflora, foram coletadas cascas do caule que foram submetidas a moagem
e maceracao a frio utilizando hexano, metanol e agua para obtencao dos extratos
brutos. A suscetibilidade aos extratos de M. tenuiflora foi obtida por microdiluicao
em caldo para a determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracdo Bactericida Minima (CBM). Os extratos foram caracterizados por
triagem fitoquimica; quantificacdo de fendis totais, taninos condensados e
flavonoides totais; e toxicidade aguda (CL50) frente a alevinos de Oreochromis

niloticus. As cepas foram identificadas genotipicamente como A. caviae e A. veronii
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bv. veronii e apresentaram, pelo menos, 75% dos fatores de viruléncia
pesquisados. As duas cepas bacterianas apresentaram resisténcia a dois dos seis
antimicrobianos testados e resisténcia intermediaria a, pelo menos, um
antimicrobiano. As duas cepas foram sensiveis aos extratos metandlico e aquoso
de M. tenuiflora, com CIM igual a CBM (250 pug/mL). O conteudo de fendis totais
dos extratos metandlico e aquoso foi de 2,20 e 1,42 g de EAG/100 g de extrato,
respectivamente; o teor de taninos condensados foi de 69,25 (extrato metandlico)
e 59,10 (extrato aquoso) g EC/100 g de extrato e ambos apresentaram tracos de
flavonoides (>1%). O extrato metandlico obteve CL50 frente a O. niloticus igual a
40 pg/mL. A presente pesquisa mostrou que a M. tenuiflora é eficiente quanto a sua
atividade antimicrobiana in vitro sugerindo a investigacao quanto a sua utilizacao in

Vivo.

Palavras-chave: Piscicultura. Oreochromis niloticus. Resisténcia bacteriana.

Saude publica. Antimicrobianos naturais.

1. INTRODUCAO

A producdo pesqueira mundial vem aumentando de forma constante nas
ultimas décadas com taxa anual de incremento de 3,2% (FAO, 2018). No Brasil em
2016, a producéo total da piscicultura foi de 507,12 milhdes de toneladas
representando um incremento de 4,4% em relacao a 2015 (IBGE, 2016).

O desenvolvimento da atividade aquicola acarreta em sistemas de cultivo
com maior densidade de estocagem favorecendo o aumento do estresse animal
pela disputa de alimento e espaco, além de alteracdes na qualidade da agua. Estas
condicbes sao suficientes para o aumento da ocorréncia de doencas e,
consequentemente, medidas de controle com a utilizagdo de antimicrobianos
(GARCIA et al., 2013).

Os antimicrobianos sao utilizados com frequéncia no ciclo de producao

aquicola para o tratamento de infec¢des bacterianas, como medidas profilaticas e
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promotores de crescimento. O uso excessivo destas drogas tem causado
preocupacdes quanto ao acumulo dos seus residuos no ambiente e na cadeia
alimentar. Estes residuos podem contribuir para o surgimento de microrganismos
resistentes a infecgbes oportunistas, podem ser diretamente toxicos ou causar
reacdes alérgicas para individuos sensiveis (SALEEM et al., 2010; MACHADO et
al., 2014; MONTEIRO et al., 2015).

No Brasil, apenas os antimicrobianos florfenicol e oxitetraciclina s&o
licenciados para utilizag&o na aquicultura (SINDAN, 2014). Mesmo assim percebe-
se a utilizacdo de vérios outros antimicrobianos pelos produtores como amoxicilina,
ampicilina, cloranfenicol, eritromicina, tetraciclina e estreptomicina (HEUER et al.,
20009).

O aumento da resisténcia antimicrobiana nos dltimos anos tem incentivado
0s pesquisadores a buscarem medidas alternativas para o controle de patégenos.
Dentre estas medidas tem-se 0 uso de compostos bioativos presentes em extratos
vegetais e que apresentam amplo espectro de acao antibacteriana (NASCIMENTO
et al., 2007; PEREIRA et al., 2009; BEZERRA et al, 2009; LEITE et al., 2015).

A jurema preta (Mimosa tenuiflora) € uma planta arbustiva largamente
encontrada na Caatinga, com ampla distribuicdo no nordeste brasileiro (OLIVEIRA
etal., 1999). Essa espécie € conhecida popularmente por apresentar
caracteristicas anti-inflamatorias (AGRA et al., 2008), cicatrizante e antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (BEZERRA et al.,, 2009;
PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al., 2015; BORGES et al., 2017).

Baseado nisso, este trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana do extrato de jurema preta frente a cepas de Aeromonas isoladas
de peixes doentes como alternativa ao uso de antimicrobianos sintéticos no

tratamento de infecgcOes em pisciculturas.

2. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi executada mediante a autorizacdo da Comisséo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB)

registrada com o numero 23007.027506/2017-58.
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2.1. Coleta e caracterizacdo dos microrganismos

Peixes mortos com sintomas de infeccdo bacteriana foram coletados de
tanques de uma piscicultura ornamental no municipio de Dom Macedo Costa,
Bahia, Brasil. Os peixes com sintomas como lesfes ocular, na superficie do corpo
e cauda e natacdo erratica foram transportados em caixas isotérmicas para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Ambiental (LABMAA), na Universidade
Federal do Recdncavo da Bahia (UFRB). Com auxilio de swabs estéreis foram
feitos esfregacos nas les6es dos animais coletados e inoculados em placas de Petri
contendo os meios de cultura Glutamato Agar Pseudomonas/Aeromonas (GSP)
(30 °C/24 h), Agar MacConkey (30 °C/24 h) e Agar sangue enriquecido com 5% de
sangue de ovino (35 °C/24 h) (ALEXANDRINO et al., 1999; SALVADOR et al.,
2005; SILVA et al., 2010). Apos o periodo de incubacao, foram retiradas colonias
do crescimento predominante e semeadas em tubos contendo Agar Tripitico de
Soja (TSA) para caracterizacdo fenotipica e morfoldgica.

As coldnias foram selecionadas de acordo com as caracteristicas tipicas para
0 género Aeromonas (amarelada com halo transparente para agar GSP; incolores
a verde café para o MacConkey e; acinzentadas com atividade hemolitica para agar
sangue). Foram realizados testes de oxidase, catalase e coloragao de Gram.

2.1.1. Testes fenotipicos de viruléncia

Para a presengas de exoenzimas foram realizados testes a partir da
semeadura dos isolados em Agar TSA e Agar nutriente enriquecidos com 0,1% de
amido (amilase), 1% de gema de ovo (fosfolipase), 0,5% de gelatina (gelatinase),
5% de leite em po6 desnatado (caseinase), 1% de Twen 80 (lipase), 5% de sangue
de ovinos (hemolisina), caldo ureia (uréase) e Agar DNase com 0,01% de azul de
toluidina (DNase). A positividade dos testes foi verificada pela formagéao de halos
(amilase, fosfolipase, gelatinase, caseinase, lipase e hemolisina) ou mudanca da
coloracdo (uréase e DNase) (HONGPING et al., 2011; PEREIRA et al., 2004,
CABRERA-RODRIGUEZ et al., 2008).
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2.1.2. Suscetibilidade antimicrobiana

A partir das culturas crescidas over night em TSA, uma al¢cada da cultura foi
suspensa em solucéo salina 0,85% até encontrar a absorbancia de 0,08 a 0,10 em
espectrofotdmetro (A = 625 nm), indicando densidade bacteriana de 108 UFC/ml.
Cada isolado foi espalhado com auxilio de um swab estéril em placas de Petri
contendo agar Mueller-Hinton para posterior adicdo dos discos contendo
antimicrobianos e incubacao das placas a 37° C por 24 horas (CLSI, 2010). Foram
testados os antimicrobianos, amoxicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg), ampicilina (10
Mg), cloranfenicol (30 pg), estreptomicina (10 pg) e eritromicina (15 pg). Os
didmetros dos halos de inibicdo foram medidos com paquimetro digital e
classificados como sensiveis (= 18 mm), intermediarios (13—-17 mm) e resistentes
(£ 13 mm) (OKONKO et al., 2009; ODEYEMI; AHMAD, 2017). O indice de multipla
resisténcia antimicrobiana (indice MAR) foi calculado como o numero de
antimicrobianos ao qual determinado isolado foi resistente sobre o nimero total de
antimicrobianos testados, multiplicando-se o valor final por 100 para obtencéo dos
resultados em percentual (KRUMPERMAN, 1983).

2.1.3. Identificacdo dos isolados

Para a extracdo de DNA, os isolados bacterianos foram cultivados em meio
de cultura caldo nutriente por 24 horas. Apés esse periodo, a extracao foi realizada
como descrita por Lee et al (2003), com algumas modificacdes. Foi retirado
polivinilpirrolidona e 2-mercaptoetanol da solucédo de lise e apds a etapa de lise, foi
acrescentado acetato de potassio. Para precipitar o DNA foi adicionado junto com
0 isopropanaol, acetato de amonio. Os primers 8F (5"-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-
3') (MIYASHITA et al., 2009) foram utilizados para amplificar e sequenciar o gene
RNAr 16S como descrito por Leite et al (2012). Os produtos da PCR foram
sequenciados na empresa ACTGene Analises Moleculares Ltda, utilizando o
sequenciador AB 3500 de acordo com as instrucbes do fabricante (Applied
Biosystems). As sequéncias foram editadas no programa Sequencher v. 5. 4. 6. Em
seguida foram comparadas por meio do programa BLASTn (ALTSCHUL et al. 1997)

com outras sequéncias depositadas em bancos de dados publicos. As sequéncias
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das espécies tipo do RNAr 16S foram recuperadas da List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature (LPSN) em agosto de 2018 (EUZEBY, 1997). O
programa MEGA v. 6.0 (TAMURA et al., 2013) foi utilizado para alinhar e realizar a
andlise filogenética das sequéncias com o método méaxima verossimilhanca e com
analises de bootstraps com 1000 repeticdes. O modelo Hasegawa-Kishino-Yano
com distribuicdo gamma e sitios invariaveis foi selecionado como o melhor modelo

de substituicdo de nucleotideo.

2.2. Obtencéao dos extratos

Cascas do caule de M. tenuiflora foram coletadas no municipio de Cruz das
Almas, Bahia (12°39'13.0"S 39°05'06.1"0) e encaminhadas para o Laborato6rio de
Quimica Organica da Universidade Federal do Recdoncavo da Bahia (UFRB). Apés
a confirmacéo e deposicdo da espécie vegetal em exsicatas (HURB 18333), no
Herbério do Recéncavo da Bahia, todo o material foi seco a temperatura ambiente
(25° C) e triturado em moinho de facas tipo Willey. O material triturado foi submetido
a maceracao (1:2) em dois solventes em ordem crescente de polaridade, a saber:
hexano e metanol. A maceracdo ocorreu por trés vezes para cada solvente, a
temperatura ambiente (25° C + 2° C). As solucdes extrativas foram filtradas e
concentradas em evaporador rotativo a presséo reduzida e temperatura de 30° C.

Para obtencdo do extrato aquoso foi adicionado &gua destilada estéril a
temperatura ambiente ao material vegetal (2:1). O extrato ficou em maceragao por
24 horas sob refrigeracdo. Apos o periodo de maceracao o material foi filtrado em
filtro de papel e armazenado sob refrigeracéo para evitar contaminacdo. Uma parte

do extrato aquoso foi liofilizado para realizacéo da triagem fitoquimica.

2.3. Triagem fitoquimica

Foram realizadas analises qualitativas de acordo com Matos (1997). Para as
analises qualitativas foram realizadas técnicas para deteccdo de fendis totais,
taninos, flavonoides, esteroides e triterpenoides, alcaloides e saponinas nos

extratos hexanico, metandlico e aquoso.
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2.4. Quantificacdo de fendis totais

Os compostos fendlicos dos extratos metandlico e aquoso foram
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu. Uma aliquota de 100 uL de cada um
dos extratos dissolvidos em metanol foi agitada com 500 uL de Folin-Ciocalteu, 6
mL de agua destilada e 2 mL de Na2COs (20%) e avolumado com agua destilada
em baldo volumétrico de 10 mL. Apds 2 horas de repouso ao abrigo de luz, as
absorbéancias das amostras foram medidas em espectrofotdmetro a 750 nm
(BONOLI et al., 2004). Todas as analises foram feitas em triplicata e o teor de fendis
totais (FT) foi determinado por interpolacdo das absorbancias das amostras contra
uma curva de calibracéo utilizando o acido galico como padrédo (0,9 a 6,3 mg/L) e
expressos em g equivalente de acido gélico (EAG) por 100 g de extrato.

A equacdo da curva de calibragdo do acido galico foi:

y=0,0983x + 0,0355

Onde, y é a absorbéancia a 750 nm e x é a concentracdo de acido gélico e o

coeficiente de correlacdo R=0,992.

2.5. Quantificacdo de taninos condensados

Uma aliquota de 1 mL dos extratos aquoso e metandlico diluidos em metanol
foram adicionados a 5 mL de solucdo de vanilina 1% e HCI 8% (1:1). As
absorbancias foram lidas a 500 nm apos o repouso de 20 minutos em banho-maria
a 30 °C. Todas as andlises foram feitas em triplicata e o teor de taninos
condensados foi determinado pela interpolagdo das absorbancias de uma curva de
calibracdo com a catequina como padrao (200 a 1000 mg/L), expresso em g de
equivalente a catequina/100 g de extrato (ARYOUET-GRAND et al., 1994).

A equacéo da curva de calibracéo da catequina foi:

y = 0,0004x + 0,0128

Onde, y € a absorbéancia a 500 nm e x a concentracdo de catequina e o

coeficiente de correlacdo R= 0,998.
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2.6. Quantificacdo de flavonoides

Para a determinacao do teor de flavonoides totais, uma aliquota de 5 mL de
AICl3 (2%) foi adicionada a 5 mL de cada extrato diluidos em metanol (50 pg/mL).
Apés 30 minutos, as absorbancias das amostras foram medidas em
espectrofotdmetro a 415 nm. Todas as analises foram feitas em triplicata e o teor
de flavonoides totais foi determinado por interpolacdo da curva de calibracdo
utilizando a rutina como padrao (10 a 100 ug/mL) e expressos em porcentagem
(ARYOUET-GRAND et al., 1994).

A equacdo da curva de calibracdo da rutina foi:

y = 0,0146x + 0,2147

Onde, y € a absorbancia a 415 nm e x € a concentracdo da rutina e o

coeficiente de correlacdo R=0,999.

2.7. Suscetibilidade antimicrobiana frente ao extrato de Mimosa tenuiflora
2.7.1. Atividade antimicrobiana in vitro

A Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) foi determinada em placas de
microtitulagdo de poliestireno contendo 96 pocos (CLSI, 2012). Foram testados
extratos hexanico, metanolico e aquoso, diluidos em DMSO 10% nas
concentracfes decrescendo de 1000 a 7,81 ug/mL. Com controles de esterilidade
do meio e dos extratos e controles positivos com duas cepas padrdo Gram positiva
e Gram negativa (Staphylococcus aureus ATCC25923 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853). Apo6s incubacao a 35 ° C por 24 horas, foi adicionada uma aliquota
de resazurina soédica 0,01% em todos 0s poc¢os e reincubada por mais duas horas.
A CIM foi determinada pela menor concentragdo em que nao houve crescimento
bacteriano.

Para a determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM), uma
aliquota de 5 uL dos pogos que apresentaram inibicdo foi inoculada em placas de
Petri contendo o meio solido Plate Count Agar (PCA) e incubadas a 35 °C por 24
horas. As placas que apresentaram crescimento foram consideradas com atividade

bacteriostatica e as placas que ndo apresentaram crescimento, bactericida.
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2.7.2. Teste de toxicidade aguda (CLso)

Foi determinada a concentracao minima do extrato metandlico de M. tenuiflora
responsavel por causar mortalidade a 50% de alevinos de O. niloticus. Os peixes
foram expostos a cinco tratamentos com diferentes concentra¢des (T1=250 mg/L,
T2=75 mg/L, T3=50 mg/L, T4=25 mg/L e T5=10 mg/L) do extrato metandlico diluido
em DMSO 10%, um controle com DMSO 10% (T6) e um controle negativo (T7),
com trés repeticdes e cinco peixes por repeticdo em Delineamento Inteiramente
Casualizado (DIC). O experimento foi realizado em aquérios contendo 5 L de agua,
aeracao leve constante, em laboratério devidamente climatizado, com individuos
pesando 1 g, respeitando a densidade méxima de 1 g/L (IBAMA, 1998). A
mortalidade foi avaliada diariamente com a retirada dos peixes mortos dos
recipientes e as variaveis fisicas e quimicas da 4gua (temperatura, pH, oxigénio
dissolvido e condutividade elétrica) foram verificadas de cada aquéario com auxilio
de sonda multiparametro Hanna e teste para amonia toxica. Os valores de CLso 48
horas foram calculados com o auxilio do programa Trimmed Spearman-Karber
Method (HAMILTON et al. 1977).

3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacdo genotipica

A andlise da sequéncia parcial do gene 16S RNAr revelou 100% de
semelhanca para Aeromonas veronii bv. Veronii (E5) e A. cavie (A4). A arvore
filogenética foi construida com base em sequéncias genéticas no banco de dados
LPSN (Figura 1).

A analise genética utilizando o gene 16 RNAr mostrou que as cepas A4 e E5
séo estritamente relacionadas a A. caviae (ATCC15468) e A. veronii bv veronii
(ATCC 35624) com 100% de homologia.
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Figura 1. Arvore filogenética mostrando a relag&o dos isolados bacterianos obtidos com as
espécies do género Aeromonas. Os isolados obtidos nesse estudo estdo em negrito.
Apenas valores de bootstrap acima de 50 foram mostrados. E. coli (X80725) e Salmonela
entérica subsp. entérica (AE006468) foram utilizados como grupo externo. A escala indica
0 numero de substituicdes por sitio.
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3.2. Testes fenotipicos de viruléncia

A cepa A. caviae apresentou sete (87,5%) dos oito fatores fenotipicos de
viruléncia, enquanto a cepa A. veronii bv. veronii apresentou 6 (75%) destes
(Tabela 1).

Tabela 1. Perfil de viruléncia fenotipico de duas cepas isoladas de peixes doentes.

Cepas

Exoenzimas Aeromonas veronii

Aeromonas caviae

bv. veronii
Lipase + +
DNase + -
Urease - -
Amilase + +
Gelatinase + +
Fosfolipase + +
Caseinase + +
B-hemolise + +

(+) presenca; (-): auséncia.

3.3. Suscetibilidade antimicrobiana

De acordo com o teste de suscetibilidade antimicrobiana as cepas
apresentaram resisténcia a ampicilina. A. veronii bv. veronii apresentou resisténcia
a amoxicilina e resisténcia intermediaria a tetraciclina, enquanto A. cavie
apresentou resisténcia a eritromicina e resisténcia intermediaria a amoxicilina e
tetraciclina. As bactérias apresentaram sensibilidade ao cloranfenicol e

estreptomicina e, apenas A. veronii bv. veronii foi sensivel a eritromicina.
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Tabela 2. Perfil de resisténcia antimicrobiana em isolados de Aeromonas isolados de
peixes.

. ) Bactérias
Antimicrobianos ; - -
A. caviae A. veronii bv. veronii
Amoxicilina 15,83 (1) 11,44 (R)
Tetraciclina 15,12 (1) 15,76 (1)
Ampicilina 591 (R) 6,93 (R)
Cloranfenicol 29,4 (S) 45,68 (S)
Estreptomicina 23,88 (S) 22,09 (S)
Eritromicina 12,03 (R) 18,82 (S)

(R)= resistente; (1): intermediario; (S): sensivel

3.4. Andlise fitoquimica do extrato de M. tenuiflora

Na Tabela 3 sdo apresentados os metabdlitos presentes nos diferentes
extratos obtidos da casca do caule da jurema preta. Verifica-se que o extrato
hexanico difere dos extratos metandlico e aquoso em trés metabdlitos e os extratos

metandlico e aquoso diferem em apenas um metabalito.

Tabela 3. Triagem fitoquimica dos trés extratos obtidos da casca do caule de M. tenuiflora.

Testes fitoquimicos EJH EJM EJAL
Flavonoides - + +
Taninos - + +
Saponinas + + -
Alcaloides + + +
Esteroides/triterpenoides + - -

EJH: extrato hexanico; EJM: extrato metandlico; EJAL: extrato aquoso liofilizado; (+): presenca; (-):
auséncia.

3.5. Conteudo de fendis totais, taninos e flavonoides

Dos dois extratos testados, o0 extrato metandlico apresentou maior
guantidade para todos os metabdlitos secundarios avaliados em relacdo ao extrato

agquoso (Tabela 4). O conteudo de fendis totais variou de 1,42 a 2,20 g de EAG
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entre o0s extratos aquoso e metandlico. Os dois extratos apresentaram mais de 50%

de taninos condensados em sua composicao e tracos de flavonoides.

Tabela 4. Quantificacdo de fendis totais, taninos e flavonoides nos extratos aquoso e
metandlico de M. tenuiflora.

Fenois totais Taninos .
Flavonoides
Extratos
(g de EAG/100g de (g de EC/100g de (% de ER)
extrato) extrato)
EJA 1,42 59,10 0,47
EJM 2,20 69,25 0,72

EJA: extrato de jurema preta aquoso; EJM: extrato de jurema preta metandlico; EAG: equivalente
a acido gdlico; EC: equivalente a catequina; ER: equivalente a rutina.

3.6. Suscetibilidade antimicrobiana e toxicidade aguda do extrato de M. tenuiflora

Os extratos metandlico e aquoso apresentaram valores de CIM iguais para
as cepas A. caviae e A. veronii bv. veronii, enquanto o extrato hexanico nao
apresentou atividade antimicrobiana nas concentracdes testadas no presente
experimento. A CIM foi igual a CBM para ambas as bactérias (Tabela 5).

Os extratos metandlico e aquoso apresentaram melhor atividade
antimicrobiana frente as cepas A. caviae e A. veronii bv. veronii do que para as
cepas padrao utilizadas como controle, porém a cepa padrdo de P. aeruginosa

apresentou valor de CIM superior que a cepa de S. aureus.
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Tabela 5. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracéo Bactericida Minima (CBM)
dos extratos de Mimosa tenuiflora frente a cepas de Aeromonas isoladas de peixes
doentes.

Extratos (ug/mL)
Cepas EJH EJM EJA
CIM CBM CIM CBM CIM CBM
A. caviae >1000 >1000 | 250 250 250 250
A. veronii bv. Veronii >1000 >1000 | 250 250 250 250
P. aeruginosa ATCC 27853 >1000 >1000 | 1000 1000 | 1000 1000
S. aureus ATCC 25923 >1000 >1000 | 500 500 500 >1000

EJH: extrato hexanico; EJM: extrato metandlico; EJA: extrato aquoso.

No teste de toxicidade verificou-se que as concentracdes de 250 mg/L (T1) e
75 mg/L (T2) apresentaram mortalidade de 100% nos alevinos de O. niloticus,
enguanto a concentracdo 50 mg/L (T3) causou mortalidade de 60%. Apesar da
concentracéo 25 mg/L (T4) nao ter apresentado mortalidade, a concentracéo de 10
mg/L (T5) apresentou uma mortalidade de 6,66% dos individuos. O DSMO néo
influenciou na mortalidade dos alevinos, visto que ndo houve mortalidade no
tratamento 6 (Tabela 6). A concentracao letal 50% (CLso) do extrato metandlico de

M. tenuiflora para alevinos de O. niloticos foi de 40 mg/L.

Tabela 6. Taxa de mortalidade de alevinos de O. niloticus expostos a diferentes
concentracdes do extrato metandlico de M. tenuiflora.

Tratamentos Concentracédo do extrato Morltali'dgde
(mg/L) (n°de individuos)
T1 250 15
T2 75 15
T3 50 9
T4 25 0
T5 10 1
T6 25 0
T7 0 0

T1 a T5: extrato metanolico; T6: controle com DMSO; T7: controle negativo.
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DISCUSSAO

O crescimento do cultivo de pescado no mundo, tem acarretado o aumento
do surgimento de doencas e perdas na producdo, em virtude da presenca de
microrganismos oportunistas no sistema de producao decorrentes do estresse dos
animais cultivados em grandes densidades de estocagem, juntamente com um
manejo inadequado (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 2002). A principal bactéria
responsavel por perdas em pisciculturas € a do género Aeromonas que apresenta
patogenicidade complexa relacionada a multiplos fatores, como a producao de
enzimas e toxinas extracelulares (STARLIPER et al., 2015).

Um dos indicativos do potencial virulento dos microrganismos € a producao
de exoenzimas (ASTEN; DIJK, 2005). Isto porque as exoenzimas promovem a
destruicdo tecidual, atingindo membranas biolégicas e lisando células do sistema
imune, disponibilizando nutrientes necesséarios para o seu crescimento e invasao
das células hospedeiras (OTTO, 2014). Este fato demonstra a hipétese de que as
bactérias A. caviae e A. veronii bv. veronii foram as responsaveis pela infec¢cao que
provocou a mortalidade na piscicultura de estudo. Entre os multiplos fatores de
viruléncia encontrados nas cepas A. caviae e A. veronii bv. veronii acredita-se que
a B-hemodlise seja 0 mais importante para o processo de patogenicidade em peixes
(RODRIGUEZ et al., 2005), uma vez que as hemolisinas sdo proteinas
extracelulares citoliticas com capacidade de destruir as barreiras de
permeabilidade da membrana pela sua insercédo na bicamada lipidica, destruindo
as hemécias (GALINDO et al., 2006). Embora Silva et al. (2016) tenham relatado
gue é impossivel ordenar os fatores de viruléncia, uma vez que todos apresentam
importancia nos processos de doencas.

As cepas de Aeromonas estudadas se mostraram resistentes a trés dos seis
antimicrobianos comerciais testados, sendo dois (amoxicilina e ampicilina) do grupo
dos B-lactamicos e um (eritromicina) do grupo dos macrolideos (Tabela 2). A
resisténcia intermediaria de A. veronii a tetraciclina também foi observada por
Suhet, Schocken-Iturrino e Amaral (2011). Além disso, foi observada resisténcia
intermediaria de A. caviae a amoxicilina e tetraciclina. A resisténcia intermediaria
dos isolados pode ser atribuida a facilidade dessas espécies em desenvolver

resisténcia em baixas concentracfes de antimicrobianos, bem como a utilizacao
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imprudente desses (GONI-URRIZA et al., 2000) e ja pode ser considerada motivo
de alerta por se tratar de bactérias com grande capacidade patogénica.

Quando verificado a suscetibilidade antimicrobiana das cepas frente aos
extratos metandlico e aquoso de M. tenuiflora verificou-se que uma concentracéo
de 250 pg/mL é suficiente para inibir os patdgenos, ou seja, 0 extrato de M.
tenuiflora apresenta forte atividade antibacteriana para as cepas de Aeromonas e
moderada atividade antibacteriana para as cepas padrdo de P. aeruginosa e S.
aureus (Tabela 5).

Resultados inferiores foram relatados por Leite et al. (2015) ao investigarem
a atividade antimicrobiana do extrato etandlico de M. tenuiflora e observarem uma
CIM para duas cepas padrdes de S. aureus de 128 e 512 ug/mL, 128 pg/mL para
P. aeruginosa e 1024 ug/mL para Escherichia coli. A diferenga encontrada por Leite
et al. (2015) pode ter ocorrido devido a diferenca do solvente para obtencéo do
extrato (etanol) bem como, por fatores como variagdes genéticas da espécie, clima,
solo, época e forma de plantio, adubacao, uso de agrotoxicos, irrigacéo, técnica de
extracdo e localizacao geografica (NASCIMENTO et al., 2007).

Geralmente, bactérias Gram positivas sdo mais sensiveis a antimicrobianos
do que as Gram negativas. Este fato se deve a maior complexidade da parede
celular Gram negativa que fornece barreira para a penetracdo de moléculas que
poderiam causar danos a sua integridade, e 0 espaco periplasmatico contém
enzimas capazes de hidrolisar substancias estranhas (MADIGAN et al., 2010).

A classificacdo da atividade antibacteriana do extrato de M. tenuiflora seguiu
a recomendacdo de Sartoratto et al. (2004) que relataram que a atividade
antibacteriana de extratos vegetais é classificada como forte (CIM < 500 pg/mL),
moderada (600 pg/mL < CIM < 1500 pg/mL) ou fraca (CIM > 1500 pg/mL). Assim,
0 extrato hexénico apresentou uma atividade antimicrobiana fraca e os extratos
metandlico e aquoso apresentaram atividade antimicrobiana forte a moderada.

Atividade antimicrobiana do extrato aquoso de M. tenuiflora também ja foi
relatada para os microrganismos P. aeruginosa, Staphylococcus aureus, S.
epidermitis, E. coli, Proteus vulgaris, Aeromonas cavie, Micrococcus luteus e
Acinetobacter calcoaceticus (LOZOYA et al, 1989 apud PEREIRA et al., 2009;
BEZERRA et al., 2009) em concentracfes maiores do que a relatada no presente

estudo.
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A atividade antimicrobiana do extrato de M. tenuiflora tem sido associada a
presenca de taninos e flavonoides (MECKES-LOZOYA; LOZOYA; GONZALES,
1990). Apesar da triagem fitoquimica indicar a presenca de flavonoides nos extratos
metandlico e aquoso, a sua quantificacdo nos extratos apresentou apenas tracos
de flavonoides (0,72 e 0,42%, respectivamente), pela metodologia testada.
Enquanto a presenca de taninos variou de 59 a 69 EC/100 g (Tabela 3). Desta
forma é possivel inferir que a atividade antimicrobiana dos extratos de M. tenuiflora
se deve a presenca de grande quantidade de taninos presentes nos extratos, uma
vez que foi detectada a auséncia desse composto no extrato hexanico por triagem
fitoquimica e este obteve baixa atividade antimicrobiana (CIM > 1000 pg/mL).

A presenca de taninos nos extratos metandlico e aquoso e auséncia no extrato
hexanico advém da polaridade desses compostos. Os taninos sdo substancias com
caracteristicas polares, com capacidade de formar ligacbes de hidrogénio
(MONTEIRO et al., 2015) logo, possuem maior capacidade de se ligar a solventes
polares como é o caso do metanol e da agua, enquanto o hexano € um solvente de
baixa polaridade.

Um dos mecanismos de acao dos taninos € a inibicdo de enzimas, ruptura
da membrana e complexacdo com ions metalicos, reduzindo importantes
elementos do metabolismo microbiano e afetando sua fisiologia (MONTEIRO et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2014).

Um outro problema enfrentado com o uso de substancias quimiotergpicas no
controle de doencas na piscicultura é o efeito téxico aos peixes, além do
lancamento de residuos poluentes ao meio ambiente (MALHEIROS et al., 2016).
Assim, a utilizacdo de antimicrobianos de origem vegetal além de ser faciimente
biodegradaveis e de baixo custo, acumula menos residuos nos peixes. Acredita-se
ainda que o uso de compostos bioativos promova o desenvolvimento mais lento de
resisténcia microbiana, devendo-se atentar apenas para a toxicidade dos
fitoterapicos (TAVECHIO; GUIDELLI; PORTZ, 2009; HASHIMOTO et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2016).

Baseado nisso, o estudo da CLso do extrato metandlico de M. tenuiflora frente
a alevinos de O. niloticus foi de 40 mg/L (ou pg/mL). Considerando o extrato de M.
tenuiflora apresentou toxicidade aguda para O. niloticus em uma concentracao seis

vezes menor que a concentragao inibitdria minima do extrato frente as cepas de A.
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caviae e A. veronii bv. veronii, sugere-se que sejam testados periodos exposicao
dos peixes ao extrato menores que 48 horas, bem como sua atividade

antimicrobiana in vivo.

4, CONCLUSAO

Os extratos metandlico e aquoso de Mimosa tenuiflora apresentaram forte
atividade antibacteriana in vitro frente aos isolados patogénicos de Aeromonas
caviae e A. veronii bv. veronii, mostrando-se uma alternativa eficiente a ser
investigada como forma de tratamento em peixes em guarentena em pisciculturas

em substituicdo aos antimicrobianos convencionais.
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CONSIDERACOES FINAIS

InfeccBes por bactérias oportunistas em pisciculturas é decorrente,
principalmente, da intensificagdo da producédo. Desta forma, cada vez mais
antimicrobianos sao utilizados como como tratamento e medida profilatica com
finalidade de evitar perdas econdmicas para os produtores.

Pesquisar novas alternativas para a substituicdo de antimicrobianos
sintéticos na aquicultura é fundamental, visto que sua utilizacdo causa danos a
saude publica devido ao risco da ocorréncia de resisténcia bacteriana pela
contaminacgéo dos corpos hidricos e pelos seus residuos no pescado.

Os extratos vegetais tém sido investigados quanto a sua atividade
antimicrobiana pela presenga de metabolitos secundéarios nestes. O extrato de M.
tenuiflora € um exemplo de antimicrobiano vegetal eficaz frente a A. caviae e A.
veronii bv. veronii isoladas de peixes doentes resistentes a antimicrobianos
sintéticos.

Apesar do extrato de M. tenuiflora ser toxico para alevinos de Oreochromis
niloticus, considerando sua forte atividade antimicrobiana, a investigacdo da sua
utilizacdo como tratamento alternativo de infecgcbes bacterianas em peixes deve ser

explorada a partir de doses subletais.
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