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RESUMO

Silva, A S. Avaliacdo do perfil microbiolégico e condi¢des higiénicas -
sanitarias de aguas e peixes consumidos em pisciculturas de pesque- pague

localizados em cidades da Bahia e na ilha de Itaparica

A piscicultura € uma pratica rentavel para o pais e € importante avaliar as condicdes
higiénico-sanitarias desses alimentos. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil
microbiolégico de aguas e peixes consumidos em piscicultura de pesque e pague
localizados nas cidades do interior da Bahia e na ilha de Itaparica. A coleta foi
realizada em dois periodos distintos (seco e chuvoso) em até 3 viveiros de cada uma
das 10 pisciculturas, sendo retirada 2 amostras de peixes e 500 mL de agua,
perfazendo um total de 138 amostras, 48 de agua e 90 de peixes (tilapia). Para a
analise microbiologica foi realizada a contagem de coliformes totais e Escherichia
coli, seguido de identificacdo E.coli 0157, foi realizada também a contagem de
microrganismos aerdbios mesodfilos, de Staphylococcus aureus, de Aeromonas spp. ,
e teste de susceptibilidade a antimicrobianos. Procedeu-se também a analise fisica e
quimica da &gua (pH, cor, turbidez, OD e DBO). Os resultados das andlises
microbiolégicas foram comparados a RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, a
Portaria 2.914 de 2011, a Resolucao n® 357 de 2005 que determina padrdes fisico-
quimicos e microbiolégicos em agua. A partir dos resultados obtidos, percebeu-se
que a composi¢cao microbiolégica da agua de cultivo esta associada a os tipos de
bactérias presentes no peixe, verificou-se que 100% das amostras apresentaram
contaminacdo por Aeromonas spp. coliformes totais, Escherichia coli, bactérias
mesodfilas e S. aureus. os isolados de Aeromonas spp. apresentaram
multirresisténcia a 2 ou 8 antimicrobianos. Além disso, € necessario atencdo para 0s
microrganismos encontrados neste estudo, pois algumas espécies sdo patogénicas
ao ser humano como a E.coli O157H7 isolada em 81,1% (73/90) avaliadas. Desta
forma o consumo dos peixes criados nestes pesque-pague configura-se como risco
a saude publica.

Palavras- chave: DVAs, Saude Pdublica, Vigilancia Sanitaria, Qualidade
microbioldgica, Resisténcia antimicrobiana, Pisciculturas.



Abstract

Silva, A S. Evaluation of the microbiological profile and hygienic - sanitary
conditions of waters and fish consumed in fish farms located in the cities of

Bahia and the island of Itapica

Fish farming is a profitable practice for the country and it is important to evaluate the
hygienic-sanitary conditions of these foods. The objective of this study was to
evaluate the microbiological profile of waters and fish consumed in fish and fish
farming located in the cities of the interior of Bahia and on the island of Itaparica. The
collection was carried out in two different periods (dry and rainy) in up to 3 nurseries
of each of the 10 fish farms, 2 fish samples and 500 mL of water were collected,
making a total of 138 samples, 48 water samples and 90 fish samples (Tilapia). For
the microbiological analysis, counts of total coliforms and Escherichia coli, followed
by E.coli 0157 identification, were also counted on aerobic mesophilic
microorganisms, Staphylococcus aureus, Aeromonas spp. , and antimicrobial
susceptibility testing. Physical and chemical analysis of water (pH, color, turbidity,
OD and BOD) were also performed. The results of the microbiological analyzes were
compared to RDC n° 12, of January 2, 2001, Portaria 2,914 of 2011, Resolution n®
357 of 2005 that determines physical-chemical and microbiological standards in
water. From the results obtained, it was observed that the microbiological
composition of the culture water is associated to the bacteria types present in the
fish, it was verified that 100% of the samples presented contamination by Aeromonas
spp., Total coliforms, Escherichia coli, bacteria mesophilic and S. aureus. the isolates
of Aeromonas spp. presented multidrug resistance to 2 or 8 antimicrobials. In
addition, attention is needed for the microorganisms found in this study, since some
species are pathogenic to humans such as E. coli O157H7 isolated in 81.1% (73/90)
evaluated. In this way the consumption of the fish created in these fish-pay

configures itself as a risk to public health.

Key words: DVAs, Public Health, Sanitary Surveillance, Microbiological quality,

Aalntimicrobi resistance, Piscicultures
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INTRODUCAO GERAL

A aquicultura atualmente tem se destacado como 0 setor alimenticio com
elevada taxa de crescimento; a producdo de peixes em cativeiro tem aumentado
consideravelmente no Brasil e no mundo. No Brasil, a tilapia foi o peixe de &gua
doce mais produzido (KUBITZA, 2012, 2015).

A aquicultura é uma pratica rentavel para o pais, mas tem acarretado alguns
problemas ambientais, como o0 aumento do crescimento da populacdo de
bacterianas especificas da microbiota aquatica natural, acimulo de residuos
provenientes da alimentacéo e a possivel proliferacdo de microrganismos resistentes
a antimicrobianos, visto que estes sdo utilizados de forma descontrolada. Esta
pratica pode levar a altas taxas de mortalidade em peixes devido a infeccdo por
microrganismos patogénicos, gerando perdas econdmicas. Varias sdo as bactérias
gue estdo relacionadas com patologias em peixes, dentre elas estdo Aeromonas
spp. uma bactéria patogénica tanto para peixes e para o ser humano (SILVA et al.,
2016; PEIXOTO et al., 2008).

A piscicultura vem crescendo ao longo dos anos. O peixe permanece entre 0s
produtos alimenticios mais comercializados em todo o mundo, devido ao seu custo
ou pela busca de melhores habitos alimentares (FAO, 2014; 2016). Considerando
gue o peixe é um alimento de facil deterioracdo e o crescente aumento do consumo
de pescado no mundo é importante avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias dos
peixes, desde o cultivo até chegar ao consumidor, pois praticas inadequadas de
higiene coloca em risco a saude do consumidor deste produto (MACEDO, 2015).

Estudos tem demonstrado a importancia de medidas higiénico-sanitarias que
asseguram o controle de patdégenos nos peixes para que estes cheguem em
perfeitas condicGes para o consumo humano (SILVA et al., 2016; PEIXOTO et al.,
2008). Machado et al. (2010) ao estudar os fatores que afetam a qualidade do
pescado na pesca artesanal de municipios da costa sul de S&o Paulo identificaram
falhas na utilizacdo de préaticas higiénico-sanitérias, desde a captura até a
comercializacdo do pescado. Este fator é preocupante, uma vez que estes alimentos

Nao Sa0 seguros para 0 Consumo.
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Existem microrganismos que sdo denominados como “"Microrganismos
Indicadores” que indicam a ocorréncia de contaminacéo fecal, indica a presenca de
patdogenos ou deterioracdo do alimento e podem indicar também as condicbes
sanitarias inadequadas durante o processamento, produ¢cdo ou armazenamento dos
alimentos. Dentre eles estdo: coliformes totais, termotolerantes (Echerichia coli) e o
Staphylococcus aureus. (FRANCO; LANDGRAF, 2004; GERMANO; GERMANO,
2008).

A utilizacdo dos parametros microbiolégicos € de extrema importancia. A
partir da analise microbiolégica é possivel fazer uma avaliagdo da qualidade
higiénico-sanitaria das aguas e dos alimentos. O grupo dos coliformes totais e
termotolerantes sao indicadores de contaminacdo fecal. A bactéria Escherichia coli
que faz parte dos coliformes termotolerantes € utilizada como indicador de
contaminacdo fecal e da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos. (FRANCO;
LANDGRAF, 2004; GERMANO; GERMANO, 2008). A deteccédo de S. aureus em
certos niveis € utilizada pela industria de alimentos como bioindicadora da qualidade
sanitaria de um produto, pois 0 mesmo € indicador de falha de manipulacdo dos
alimentos. (FRANCO; LANDGRAF, 2004).

Dados do Ministério da Saude tém demonstrado que em 2017 o0s casos
registrados de surtos alimentares foram de 12.530 casos sendo que destes 57,1%
dos surtos alimentares sdo ignorados a fonte alimentar 6,2% foram relacionados a
agua e 0,84% a pescados. Alimentos de origem animal estdo envolvidos em surtos
de Doencas Veiculadas por Aguas e Alimentos (DTHA) tendo como principal agente
etiologico a E.coli seguida do S. aureus. Aeromonas sdo bactérias aquaticas
unicelulares, que podem provocar DTHA e a &gua é o habitat natural destas
bactérias e uma importante fonte de contaminacdo dos alimentos presenca de
Aeromonas spp. em alimentos é mais prevalente em peixes, mas tem sido estudada
em suinos, frangos e seres humanos, pode ocorre também a partir de fezes de
animais infectados e pessoas doentes que manipulam alimentos (COSTA, 2002;
ROSSI JUNIOR, 2006; PEIXOTO et al., 2012; TAVARES, 2015).

O género Aeromonas possui estripes patogénicas para animais aquaticos e
tém sido apontados na literatura como um dos principais agentes etiologicos

causadores de infeccbes em peixes e outras culturas aquaticas, gerando perdas
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econbmicas para as pisciculturas no Brasil. Algumas bactérias deste género sao
identificadas como patdogenos de importancia para saude publica. Dados
epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de alimentos e o contato ou
ingestdo de agua contaminada, configura-se como um dos principais meio de
transmissdo deste patdgeno, sendo estes descritos como um dos principais agentes
etiolégicos de gastroenterites em humanos (JANDA; ABBOTT, 2010, PEIXOTO et al,
2008; STRATEV; ODEYEMI, 2015).

No Brasil ndo existe legislacdo que aponte os padrbes tolerados para
Aeromonas em alimentos, apenas ha valores de referéncia para Estafilococos
coagulase positiva/g (até 3 log UFC/g) e auséncia para Salmonella spp. em 25g de
amostra. (BRASIL,2001; IGBINOSA et al., 2012).

Como consequéncia pelo grande numero de casos relacionados a
contaminacgao por Aeromonas € o fato da mesma estar onipresente em aguas doces
e salgadas contaminadas ou potaveis. Alguns paises determinaram um padrédo de
qualidade e quantidade de Aeromonas spp. para agua potavel e mineral, visto que
esta tem sido encontrada com frequéncia em aguas de abastecimento publico e até
mesmo engarrafada (JANDA; ABBOTT, 2010; LAVIAD; HALPERN, 2016;
TAVARES; CERESER; TIMM, 2015). Um exemplo disto pode-se citar a Holanda,
Itdlia e Canada que por consequéncia do aumento de casos de gastroenterites e do
isolamento de Aeromonas spp. em aguas ditas proprias para 0 consumo
determinaram um valor maximo de 200 UFC/100 mL em &guas potaveis
(CARNAHAN, JOSEPHH, 2005). Segundo Ribeiro (2008) na Italia em 1997 foram
determinados, provisoriamente, valores de limite para presenca de Aeromonas em
aguas minerais em sua fonte e engarrafadas, sendo estes valores de até (10
UFC/100 mL) e (100 UFC/100 mL) respectivamente.

Aeromonas tém sido caracterizada com um patdégeno oportunista de
importancia mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, sendo
associada a diarreia do viajante. S&o encontradas principalmente em ambiente
aguaticos, assim como podem ser encontradas em animais e estdo relacionadas a
diversas infeccdes no homem e em animais (HOFER et al., 2006). Em diferentes
partes do mundo, existem relatos de caso de contaminacdo humana por varias
espécies sendo as Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sébria, estas
sdo consideradas as principais espécies envolvidadas em surtos alimentares no

mundo. A. hydrophila, é a espécie mais associadas a diarreia aguosa e disenteria
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(SILVA et al., 2010). Em 2010 foram relatados novos casos de infecgéo por feridas e
gastroenterite associadas a duas novas espécies: A. sanarellii e A. taiwanensis
(BEAZ-HIDALGO et al., 2012).

O Pesque-pague é uma modalidade de pesca que se pratica como um
esporte ou hobby, sem que dela dependa a subsisténcia do pescador. Também se
pode chamar de pesca de lazer ou pesca amadora. O peixe, depois de pescado, é
pago e podera ser assado no local dependendo do estabelecimento (ANDIROBA,
2017). Que sao criados na sua maioria sem manejo adequado e pode oferecer
risco a saude devido as condi¢fes higiénico- sanitarias inadequadas.

Desta forma, pensou-se em avaliar a qualidade higiénico-sanitaria dos peque
pagues a partir da analise coliformes totais e termotolerantes (Echerichia coli), S.
aureus e pensando-se nas bactérias do género Aeromonas como microrganismos
patogénicos para o ser humano e para animais, € a sua importancia para a saude
publica devido ao seu alto potencial de viruléncia e resisténcia a antibiéticos, no
crescente numero de casos relatados no Brasil e no mundo.

Evidenciando a ocorréncia de casos de gastroenterites provocadas por estes
microrganismos, as quais podem ser veiculadas por alimentos e aguas
contaminadas que tem sido destacado com o habitat natural das Aeromonas e o fato
de terem poucas pesquisas realizadas na Bahia sobre a presenca de Aeromonas em
pesque-pague que € uma pratica esportiva que vem crescendo no Brasil e por
relatos de populares que consomem 0s peixes dessa piscicultura, manifestou-se o
interesse de estudar a presenca de Aeromonas spp. em pesque-pague localizados
em 9 cidades do recdncavo baiano, assim como os localizados na ilha de Itaparica.
Visando prevenir possiveis danos a saude da populacdo que utiliza as pisciculturas

de pesque-pague como fonte de lazer e consomem esses peixes.


http://www.aartedapesca.com.br/pescaesportiva.html
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RESUMO

No Brasil, os pesque-pague tem se tornado uma pratica que vem crescendo
e, com isto, surgem preocupacdes com a qualidade microbiolégica dos peixes.
Condicdes inadequadas da agua do viveiro podem contaminar os peixes e favorecer
o desenvolvimento de infeccbes diarreicas em seres humanos. O objetivo deste
trabalho foi demonstrar através de uma revisdo sistematica sobre o perfil
microbiolégico de aguas e peixes consumidos em piscicultura de pesque-pague.
Trata-se de um estudo de revisdo sistematica, que se baseia em estudos para
identificar, selecionar e avaliar criticamente pesquisas consideradas relevantes,
também contribuem como suporte tedrico-pratico para a analise da pesquisa
bibliografica classificatoria. Os artigos avaliados demonstraram que a composiGao
microbioldgica da dgua de cultivo esta associada a os tipos de bactérias presentes
no peixe isto torna-se um risco para a saude publica, visto que estes alimentos nem
sempre passam por processos térmicos que eliminam totalmente este
microrganismo. Além disso, € necessario atencdo para outros microrganismos
encontrados também, como S. aureus, Aeromonas spp e Escherichia coli, pois
algumas espécies sdo patogénicas ao ser humano como a E.coli O157H7. Conclui-
se que 0s peixes e as aguas avaliadas apresentaram contaminacédo para CT, E. coli,
E.coli O157H7, S. aureus e Aeromonas, sendo estes classificados como um
alimento que risco a saude publica e que manejo adequado das aguas dos viveiros é

um dos fatores que contribuem diretamente para qualidade higiénico-sanitaria dos

pesque-pague.

Palavras- chave: DVAs, Saude Pdublica, Vigilancia Sanitaria, Qualidade
microbiolégica, Resisténcia antimicrobiana, Pisciculturas.
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ABSTRACT

In Brazil, fish-pay has become a growing practice and, with this, there are
concerns about the microbiological quality of the fish. Inadequate pond water
conditions can contaminate fish and favor the development of diarrheal infections in
humans. The objective of this work was to demonstrate through a systematic review
on the microbiological profile of waters and fish consumed in fish - and - fish fish
farming. This is a systematic review study, which is based on studies to identify,
select and critically evaluate relevant research, also contribute as a theoretical-
practical support for the analysis of the classificatory bibliographic research. The
evaluated articles showed that the microbiological composition of the culture water is
associated to the types of bacteria present in the fish, this becomes a risk to the
public health, since these foods do not always undergo thermal processes that totally
eliminate this microorganism. In addition, attention is needed to other
microorganisms also found, such as S. aureus, Aeromonas ssp and Escherichia coli,
as some species are pathogenic to humans such as E.coli O157H7. It is concluded
that the fish and the evaluated waters presented contamination for CT, E. coli, E.coli
0157H7, S. aureus and Aeromonas, being classified as a food that threatens public
health and that adequate management of the waters of the nurseries is one of the

factors that directly contribute to the hygienic-sanitary quality of fish-pay.

Key words: DVAs, Public Health, Sanitary Surveillance, Microbiological

guality, Antimicrobial resistance, Piscicultures.
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1- AQUICULTURA E PISCICULTURA NO MUNDO

De acordo com a Food and Agriculture Organization of the United Nations —
FAO (Organizagdo das Nagbes Unidas para Alimentagdo e Agricultura), a
aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, como peixes, crustaceos, moluscos
e plantas aquaticas. A aquicultura envolve o cultivo de organismos agua doce e
salgada em agua sob condicbes controladas. Atualmente, a aquicultura €
responsavel pela produgdo da metade dos peixes e moluscos consumidos
diretamente pela populagdo mundial. De acordo com os dados disponiveis, a
producdo de peixes por meio da aquicultura triplicou entre 1995 e 2007. Na
aguicultura existem segmentos conforme a classe do organismo aquatico cultivado.
Atualmente, esses segmentos se dividem em: Piscicultura: cultivo de peixes;
Piscicultura continental: cultivos de peixes em agua doce; Piscicultura marinha:
cultivos de peixes em agua marinha; Maricultura: cultivo de organismos aquaticos
marinho-estuarinos; Algicultura: cultivo de algas; Ostreicultura: cultivo de ostras;

Carcinicultura: cultivo de camardes. (SEBRAE ,2015).

A producdo mundial de peixe tem crescido de forma constante nas ultimas
cinco décadas, com o fornecimento de alimentos para peixes aumentando a uma
taxa média anual de 3,2%, superando o crescimento da populagdo mundial em
1,6%. O consumo mundial per capita de peixe aumentou de uma média de 9,9 kg na
década de 1960 para 19,2 kg em 2012. Este impressionante desenvolvimento tem
sido impulsionado por uma combinagcédo de crescimento populacional, rendimentos
crescentes e urbanizacédo, e facilitado pela forte expansdo da producdo de peixe e
canais de distribuicdo mais eficientes (FAO, 2012; ANDIROBA, 2017).

A pesca e a aquicultura tem um papel significativo na eliminacdo da fome, na
promocado da saude e na reducdo da pobreza. Nunca antes as pessoas consumiam
tanto peixe ou dependiam tanto do setor para seu bem-estar. O peixe é
extremamente nutritivo - uma fonte vital de proteina e nutrientes essenciais,
especialmente para muitos membros mais pobres da nossa comunidade global. Em
um mundo onde mais de 800 milhdes continuam a sofrer de desnutricdo crénica e

onde a populagéo global deve crescer em outros 2 bilhdes para chegar a 9,6 bilhdes
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de pessoas em 2050 - com uma concentragdo em areas urbanas costeiras -
devemos enfrentar o enorme desafio de alimentar o nosso planeta, salvaguardando
0S Seus recursos naturais para as geracdes futuras. Cerca de 58,3 milhfBes de
pessoas estavam envolvidas no setor primario da pesca de captura e da aquicultura
em 2012. A FAO estima que, em geral, a pesca e a aquicultura garantam a
subsisténcia de 10 a 12 por cento da populagdo mundial (FAO, 2012).

A China tem sido responsavel pela maior parte do crescimento da
disponibilidade de peixes, devido a elevada expansdo da sua producdo de peixe,
particularmente da aquicultura. A proporcdo da producdo de pescado que é todo
animal que vive normalmente em agua doce ou salgada e que é utilizado para a
alimentacdo. Pescado compreende peixes, crustdceos, moluscos, anfibios,
guelbnios e mamiferos de agua doce ou salgada, usados na alimentacdo humana,
teve seu consumo humano direto aumentou de cerca de 71% na década de 1980
para mais de 86% (136 milhdes de toneladas) em 2012, sendo o restante (21,7
milhdes de toneladas) destinado a usos néo alimentares (farinha de peixe e peixe
6leo). A China sozinha produziu 43,5 milhdes de toneladas de peixes destinados a

alimentacéo e 13,5 milhdes de toneladas de algas aquaticas em 2013 (FAO, 2014).

Segundo estudos da FAO todos os continentes demonstraram uma tendéncia
a aumentar a producéo de peixe. A Asia tem produzido mais peixe de criacdo do que
captura selvagem desde 2008 (FAO, 2016). A aquicultura mundial € dominada pela
producédo de ciprinideos com varias espécies de carpas entre as primeiras posicdes
do ranking de producédo. Logo em seguida, na 42 posicao, a tilapia do Nilo representa
a espécie com mais importancia no mundo. A piscicultura brasileira é representada
em 43% pelas tilapias, 23% pelo tambaqui e 15% pelo tambacu e tambatiga.
Somente as tilapias contribuem com 35% na produc¢éo aquicola nacional (SEBRAE,
2015).

A criagdo de peixes em cativeiro no Brasil esta em expanséo e o pais fecha o
ano de 2016 com um crescimento de 10% (FAO, 2016). Segundo a Associacao
Brasileira da Piscicultura Peixe-BR, os resultados analisados em 2017 coloca o
Brasil entre os quatro maiores produtores do mundo de tilapia, China lidera o ranking
com 1.8 milhdo de toneladas, seguido pela Indonésia, com 1.1 milh&o de toneladas,

depois pelo Egito. Apo6s o Brasil, seguem Filipinas e Tailandia (PEIXE-BR, 2018).
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Os peixe representa cerca de 17% da ingestdo de proteinas animais na
populacdo mundial e 6,7% de todas as proteinas consumidas. Além disso, o0 peixe
forneceu mais de 3,1 bilhGes de pessoas com quase 20% de sua ingestao per capita
meédia de proteina animal. Este significativo crescimento no consumo de peixe na
dieta das pessoas em todo o mundo esta relacionado a procura por uma
alimentacdo mais saldavel e de qualidade dos alimentos diversificados e nutritivos.
O peixe é uma fonte rica de proteinas de alta qualidade, pois sdo consideradas de
alto valor biolégico, ricos em acidos graxos insaturados, vitaminas e minerais sendo
apontados como uma opcdo de consumo mais saudavel. Devido a estas
propriedades nutricionais estes podem desempenhar um papel importante na
correcdo de dietas auxiliando no combate a obesidade e as doencas
cardiovasculares (DE OLIVEIRA SARTORI, 2012; FAO, 2014; FAO, 2016; BRAVO,
2016).

A carne de pescado é nutritiva e de alto valor bioldégico € uma importante
fonte de lipidios, proteinas, de facil digestdo e alto valor biol6gico, por conter
aminoécidos essenciais, além de ser rico em micronutrientes como vitaminas,
minerais e acidos graxos poli-insaturados. (ANDRADE et al, 2009; SENA et al. 2014)
O manejo adequado e a qualidade da racdo oferecida aos peixes influenciam
diretamente na composicdo corporal em gordura assim como nos demais
micronutrientes presentes na carne do peixe (KUBITZA, 2012, 2015). A composicao
proteica da carne de peixe pode variar em funcdo da espécie, do tamanho, do sexo
e da época do ano. A tilapia pode ser classificada como um peixe de baixo teor de
lipidios (SENA et al. 2014). Existem vérios estudo que determinam a composi¢ao
nutricional da tilapia, porém, a USDA - National Nutrient Database for Standard

Reference, disponibiliza uma tabela de composicéo da tilapia em 100g (Apéndice 1).

Sales et al. (2012) ao realizar um estudo em Fortaleza — CE em amostras de
tilapias A média dos lipidios totais foi de 3,8% do muasculo, em massa Umida. A
classe lipidica dominante foi lipidios neutros a média em 74,5% em relacdo aos
lipidios totais ou 2,9g / 100g de filé. Os gliceroglicolipidios e o glicerofosfolipideos
contribuiram em média com 1,5% (61mg / 100g de filé) e 23,1% (885mg/100g de
file), respectivamente. A composi¢cdo aproximada apresentou meédia de 76,0% de
umidade de lipidios, 19,3% de proteina total e 2,0% de cinzas (SALES et al., 2012).
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Sena et al. (2014) ao estudar amostras de tilapia provenientes de
supermercados da cidade de Fortaleza — CE constatou que as amostras estudadas
apresentaram teores médios de proteina de 13,44%, Quanto ao teor de lipidio, as

amostras pesquisadas apresentaram baixo teor de lipidio total (1,12%).

2- PISCICULTURAS NO BRASIL

Nas ultimas décadas houve um crescimento na producdo e no consumo de
pescado. O Brasil, devido a suas condi¢cfes climaticas e territoriais, € visto com um
territdrio com potencial para o desenvolvimento da aquicultura. Isso se da também
pelo potencial hidrico, assim como pelas condigBes favoraveis a construcdo de
tanques e acudes. Pesquisas realizadas relatam que ao comparar os dados de
crescimento de produtos carneos pode perceber que o setor da aquicultura foi o que
obteve maior crescimento entre o periodo de 2004 e 2014 (KUBITZA, 2012, 2015).
Véarias sdo as espécies que sdo cultivadas aqui no Brasil; dentre elas a tilapia
(Oreochromis niloticus) é a principal espécie, apresentando uma média de producao
de 14,2% ao ano. Segundo o IBGE, no ano de 2014 a tilapia foi a espécie que mais
cresceu e representam 41% da producdo de pescados, estes dados representam
um crescimento de 17,3% em relac¢do ao ano de 2013.

A producdo de pescado em 2014 foi R$ 3,87 bilhdes; destes, 90,% foram
oriundos de pescado, sendo 70,2% provenientes da criacado de peixes e 20,5% da
criacdo de camardes. As pisciculturas brasileiras no ano de 2014 produziram 474,33
mil toneladas de pescados. A Regido Norte vem se destacando nos anos 2013 e
2014, sendo o estado de Ronddnia, o principal totalizando 75,02 mil toneladas de
peixes (IBGE, 2014).

A producdo de peixe continua crescendo em 2016, a producdo total da
piscicultura brasileira foi de 640,510 mil toneladas em 2016, representando um
aumento de 4,4% em relagdo a 2017, em 2017 este crescimento foi de 8% atingindo
o valor de 691,700 mil toneladas sendo que desta a tildpia e a espécie de peixes
mais cultivada no Brasil e representa 51,7% da piscicultura nacional, com 357.639
toneladas em 2017 (IBGE, 2014; IBGE, 2016; CAMPOS, 2017; PEIXE-BR, 2018).

O Parana € o maior produtor de tilapia do Brasil 94% da producao total de
peixes, em Sao Paulo 95% da producédo do estado é de tilapia. O terceiro maior

produtor nacional é Santa Catarina, (74% do total), Minas Gerais, (95% do total) e



26

Bahia, (81% do total). Juntos, os cinco estados representam 64,9% da producéo
nacional (PEIXE- BR, 2018).

A piscicultura no Brasil vem crescendo e um novo ramo que vem tomando
espaco como fonte de lazer € a piscicultura, o pesque-pague vem evoluindo a cada
ano, € atualmente um segmento altamente rentavel em todo o mundo gerando
empregos e trazendo divisas para as regibes onde se pratica esta atividade,
juntamente com a pesca esportiva. A pesca esportiva ou “pesque e solte”, difere da
pratica do pesque-pague. Ela consiste em soltar o peixe logo ap6s sua captura e
pesquisas relatam que esta pratica iniciou-se nos Estados Unidos durante a década
de 1970, e posteriormente chamada de “Catch & Release” (ANDIROBA, 2017,
CAVALETT, 2006; SCHORK et al, 2010).

O Pesque-pague é uma modalidade de pesca que se pratica como um
esporte ou hobby, sem que dela dependa a subsisténcia do pescador. Também se
pode chamar de pesca de lazer ou pesca amadora. Que consiste em que 0
piscicultor oferece seus acudes para pescaria de turistas e cidaddos urbanos. O
peixe, depois de pescado, € pago e podera ser assado no local dependendo do
estabelecimento (ANDIROBA, 2017). Segundo a Portaria do IBAMA 136/98
pesque—pague é: Pessoa fisica ou juridica que mantém estabelecimento constituido
de tanques ou viveiros com peixes para exploracdo comercial da pesca amadora
(IBAMA, 1998).

O turismo aquicola brasileiro sempre esteve muito associado as atividades de
pesque-pague. O pesque-pague mesmo sendo uma pratica de lazer, encontram-se
inserido na cadeia produtiva da aquicultura, por demandar peixes, racoes,
equipamentos, contribuindo assim para desenvolvimento da aquicultura brasileira. A
pratica do pesque-pague tornou-se rentavel e estimulou o rapido crescimento da
cadeia de peixes e o0 surgimento de varios empreendimentos voltados para a prética
de pesque-pague, no Brasil, principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Parana e
Espirito Santo (ANDRADE, 2007).

De acordo com pesquisas realizadas sobre piscicultura no Brasil e Bahia a
producdo de peixes nesta regido é de Tilapia (Figura 1 e 2) (KUBITZA et al., 2012;
KUBITZA et al., 2015). O Brasil ja € um dos sete maiores produtores de tilapia do

mundo, com um volume de mais de 250 mil toneladas. Em 2017, o Brasil produziu
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cerca de 692 mil toneladas de peixes de cultivo, e a Bahia contribuiu com 27.500
toneladas de peixes no ultimo ano a Bahia é o lider da atividade na regido Nordeste,
sendo que a tilapia representa 52% da producéo nacional, a Bahia € o quinto maior
produtor de tilapia do Brasil, com uma producédo de 22. 220 toneladas (PEIXE BR,
2018).

A tilapia-do-Nilo € um peixe que pertence a:
s Grupo: Teledsteos;
+ Ordem: Peciforme;

< Familia: Cichlidae;

« Subfamilia: Pseudocrenilabrinae.

Figura 1: Imagem de uma tilapia adquirida durante a pesquisa.

A tilapia-do-Nilo é um peixe original da bacia do rio Nilo, no leste da Africa,
pode ser encontrada nas regides tropicais e subtropicais, como em Israel, no
Sudoeste Asiatico e no Continente Americano. No Brasil esta espécie foi introduzida

inicialmente na regido Nordeste, e devido as suas caracteristicas econdmicas e
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manejo difundindo-se para o resto do pais. Anatomicamente a tildpia-do-Nilo
apresenta o corpo com um formato comprimido e achatado lateralmente, composto
por escamas do tipo cicldides, com coloracdo acinzentada, que se sobrepem umas

as outras, de forma a cobrir todo o corpo (SILVA et al. 2015).

A tilapia é uma das trés espécies de peixe mais cultivadas no planeta
(BRASIL, 2014), porém a partir de observacdes feitas durante visitas nos pesque-
pague da regido do recéncavo da Bahia verificou-se que o tipo de criagdo varia
muito de um pesgue-pague a outro e que as espécies de peixes que podem ser
encontradas sdo: Tambaqui (Colossoma macropomum), tilapia (Oreochromis
niloticus), bagres (Siluriformes), surubins (Pseudoplatystoma fasciatum), pacus

(Piaractus mesopotamicus), carpas (Cyprinus carpio) e piaus (Leporinus friderici).

Figura 2 - Produgéo da aquicultura e
distribuicio das principais espécies
por regio do Brasil

Figura 2: Mapa da producdo agricola do Brasil e a distribuicdo das espécies por
regiao.

(Fonte: www.panoramadaaquicultura.com.br/ MPA - Boletim Estatistico da Pesca e Aquicultura —
2010).
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Com o crescimento da aquicultura no Pais, surgem preocupacdes com a
qualidade do produto, tanto a nivel financeiro quanto microbiologico. Estes produtos
podem acarretar problemas como o aumento da carga microbiolégica natural e
bactérias mais resistentes que podem também estar associadas a microrganismos
patogénicos para os peixes. Um exemplo sdo as Aeromonas, que € um patdégeno
para peixes. Isso gera prejuizos econémicos, assim como configura risco para 0s
individuos que possivelmente podem consumir este alimento. Outro problema que
esta associado a piscicultura € o uso excessivo de antimicrobianos comerciais que
podem gerar a producdo de cepas resistentes. Este fator pode afetar tanto os
pescados como os animais. (SILVA et al., 2010; CARNAHAN; JOSEPH, 2005).

3. DOENCAS DE TRANSMISSAO HIDRICA E ALIMENTAR (DTHA) E
MICRORGANISMOS INDICADORES DE CONTAMINACAO

As DTHA estdo geralmente relacionadas a maus habitos higiénico-sanitarios
e contaminacdo cruzada por manipuladores infectados e utensilios contaminados
(DE ASSIS et al., 2011). Segundo o Ministério da Saude (2014), existem mais de
250 tipos de DTHA. Atualmente as DTHA sdo apontadas como um dos maiores
causadores de morbidades e mortalidade em todo o mundo.

As DTHA sao consideradas um problema grave de saude publica no Brasil e
no mundo. No Brasil, pesquisas epidemioldgicas realizadas pelo Ministério da Saude
constataram que do ano de 2000 até o més de maio de 2017, foram notificados
12.504 surtos de DTHA, destes 182 foram a Obito. A maior prevaléncia destes surtos
ocorreu na regidao Sudeste, com um percentual de 39,2% dos casos notificado, na
regido Nordeste a prevaléncia foi de 15,9%, caracterizando a terceira regido com
maior numero de surtos notificados (BRASIL, 2018).

As DTHA sdo doencas causadas por ingestdo de alimento ou aguas
contaminadas com microrganismos ou toxinas produzidas por eles. Varios sdo os
patdgenos que estao relacionados com o surgimento de DTHA. Podem transcorrer
com uma ou mais pessoas, de acordo com a viruléncia do patdgeno. Um caso que
pode ser considerado surto como, por exemplo, Clostridium botulinum e

Escherichia coli O157: H7. Estes microrganismos quando contaminam o alimento
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ndo modificam as caracteristicas dos alimentos, nem conferem odor ou sabor
diferente, e o que dificulta a identificacdo. Estudos evidenciam que estes fatores
ocorrem porque a dose infectante destes microrganismos € menor que a
quantidade necessaria para degrada-los (OLIVEIRA, et al., 2010).

Um dos fatores que pode estar ligado ao surgimento de surtos de DTHA é o
hébito de comer fora de casa, que se configura como uma grande tendéncia dos
altimos anos. A pratica de comer fora de casa torna-se um potencial para aumento
da transmissdo de DTHA para os consumidores. Além disto, a manipulacdo de
alimentos em residéncia também se torna um potencial desde que os alimentos ndo
sejam manipulados de forma correta, pois no processamento deste alimento pode
ocorrer contaminacgao cruzada por conta de manipulacdo excessiva dos alimentos.
(SOUZA, 2008).

Os casos de DTHA tém aumentado nos ultimos anos. Novos agentes tem
sido identificados como responsaveis por casos severos dentre eles esta a
Escherichia coli O157: H7. Ha registros de sequelas apos o processo de infeccdo
por DTHA, como a sindrome hemolitico-urémica por Escherichia coli O157: H7,
sindrome de Reiter apds salmonelose, Guillain-Barré apés campilobacteriose, nefrite
apos infeccdo por Streptococcus zooepidermidis, abortamento ou meningite em
pacientes com listeriose e malformacdes congénitas por toxoplasmose (BRASIL,
2010).

Os agentes etiologicos responsaveis pelos surtos de DTHA notificados, em
sua maioria, ndo foram detectados. Porém dos casos em que ocorre a identificacéo
do microrganismo causador, a E.coli. € o microrganismo mais envolvido. Além da
E.coli, Salmonella spp e S.aureus. que sao 0s principais agentes etioldgicos
associados aos surtos, representando 90,5% dos casos que estdo envolvidos as
bactérias respectivamente, existem microrganismos indicadores que sdo utilizados
na avaliacdo da qualidade microbiolégica de aguas e alimentos (BRASIL, 2015;
BRASIL, 2018).

Os microrganismos indicadores, quando isolados em amostras de alimentos
ou em aguas, sdo possiveis indicadores de contaminagcédo de origem fecal. Podem
indicar ainda presenca de microrganismos patogénicos ou condi¢des higiénico-
sanitarias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento e

em relacdo a vida de prateleira. Neste grupo de microrganismos indicadores estao



31

os coliformes totais e termotolerantes, 0os microrganismos aerdbios mesdfilos e
aerdbios psicrotroficos. (FRANCO; LANDGRAF, 2004). Segundo Ribeiro (2008) o
género Aeromonas pode ser utilizado como indicador de aguas potaveis (RIBEIRO,
2008).

Realizar os procedimentos de forma adequada durante o processo de
manipulacdo do pescado é de fundamental importancia para garantir a qualidade
microbiolégica do pescado, desde a captura até a chegada ao consumidor. Estudos
tém demonstrado que a qualidade microbiolégica da agua dos viveiros pode
influenciar na qualidade microbiolégica do peixe e de seus produtos. O pescado tem
sido associado a doencas em humanos por serem considerados veiculo de
transmissao de microrganismos patogénicos, configurando-se como um problema de
saude publica. As DTHA associadas aos peixes, as condi¢des higiénicas, sanitarias,
a falta de conhecimento dos funcionarios em relacéo as criacbes e as boas préticas
de manipulacdo (COSTA, 2016; SOARES; GONCALVES, 2012).

Varios sdo 0s microrganismos que vem sendo isolados em pescado. A FAO
(2011) divulgou um quadro com a lista das principais bactérias patogénicas
relatadas no pescado. (COSTA, 2016).

Tabela 1. Bactérias patogénicas presentes no pescado.



MODO DE
ATUAGAO ESTABILIDADE |  DOSE
BACTERIAS Toxina | TERMICADA | INFECTANTE
Infecgio |  pré- TOXINA MINIMA
formada
Bacterias | Clostridium + Baixa -
indigenas | botulinum
(Grupo 1) | Vibrio sp. - Alta
V. cholerae - -
V. parahaemolyticus - (>10%g)
outros vibrios * - -
Aeromonas - No
Hydrophila conhecida
Plesiomonas - Nao
Shigelloides conhecida
Listeria + - Nao
monocytogenes Conhecida/
Varidvel
Bactérias | Salmonella spp. + - Desde <10°
ndo até>10"
indigenas | Shigella + - 1010°
(Grupo2) | E. col + - 10"10°**
Staphylococcus + Alta -
aureus

* Qutros vibrios sdo: V. vulnificus, V. hollisae, V. furnsii, V. mimicus, V. fluvialis.

** Para a estirpe 0157:H7 produtora de verotoxina.

Fonte: COSTA, 2016.

Fonte: FAD, 2013.
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A partir desta tabela que as Aeromonas estédo entre as bactérias isoladas em
peixes. Dados do Ministério da Saude tém demonstrado que alimentos de origem
animal, como pescados, estdo envolvidos em surtos de DTHA. O género Aeromonas
possui estirpes patogénicas para animais aquaticos e tém sido apontados na
literatura como um dos principais agentes etiolégicos causadores de infeccdes em
peixes e outras culturas aquaticas, gerando perdas econémicas para as pisciculturas
no Brasil. Algumas bactérias deste género sdo identificadas como patdégenos de
importancia para saude publica (Costa et al., 2002; Peixoto et al., 2012; Tavares et
al., 2015).

Ritter et al, 2012 ao estudar qualidade higiénico-sanitaria de cacharas
(Pseudoplatystoma fasciatum) provenientes de piscicultura, isolou cepas de

Aeromonas Foram observadas contagens elevadas de bactérias do género
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Aeromonas spp. Fator preocupante uma vez que este género tem sido implicado em
patologias em humanos. O autor chama atencao para os cuidados que se deve ter

com o controle e a qualidade da agua e peixes destinados ao consumo.

4. Coliformes totais e termotolerantes

Os coliformes totais séo classificados como bacilos Gram-negativos, nao
esporulados, constituidos por bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de
fermentar a lactose com formacao de bolhas de gas, quando incubados a 35-37° C,
por 48 h. J& os coliformes termotolerantes € um subgrupo que inclui aqueles
microrganismos que e a capacidade de continuar fermentando a lactose a uma
temperatura de 44-45° C. A bactéria Escherichia coli é o principal representante
deste subgrupo (FRANCO; LANDGRAF, 2004).

A agua é colonizada por diversos microrganismos, dentre ele destacam-se os
de origem exdégena oriundos de matéria fecal humana e animal, tais como o0s
coliformes totais, os coliformes termotolerantes e o0s enterococos. Os géneros
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella fazem parte deste grupo. Entre
eles estdo bactérias moveis dos géneros Aeromonas e Pseudomonas (RIBEIRO,
2008; FRANCO; LANDGRAF, 2004).

Os coliformes totais permitem avaliar as condi¢Bes higiénicas, ja os coliformes
termotolerantes sao indicativos de contaminacéo fecal, assim como permite avaliar
as condicdes higiénico-sanitarias deficientes. A presenca de coliformes
termotolerantes em alimentos sugere que ha presenca elevada de E. coli, permitindo
assim obter os niveis de contaminacao e a qualidade sanitaria em que os alimentos
se encontram (FRANCO; LANDGRAF, 2004). A presenca de E. coli em alimentos
processados indica que estes provavelmente foram contaminados em uma etapa
posterior ao processamento e que foram utilizadas praticas inadequadas de
manipulacéo e higiene (DE SOUSA LIMA et al., 2007).

Os coliformes termotolerantes podem ser indicadores de contaminacao por
contaminacdo fecal, assim como aponta as condi¢cdes higiénico-sanitarias dos
alimentos e da agua. Os coliformes termotolerantes (E. coli) ndo fazem parte da
microbiota natural intestinal dos peixes, porém tém sido isolados frequentemente no

trato gastrointestinal dos peixes. Isso permite concluir que a avaliagdo microbiolégica
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do peixe pode revelar as condigBes microbiologicas da agua onde o peixe se
encontra. (LORENZON et al, 2010). Pesquisas tem evidenciado que a presenca de
coliformes termotolerantes e microrganismos aerébios mesofilas, em tanques de
criacao de peixes é preocupante e demonstra que é necessario manter um controle
rigido de higiene durante o manejo e a manipulacdo dos produtos gerados a partir
da piscicultura, visando prevenir a transferéncia de bactérias da dgua para o peixe e
seus derivados (LORENZON, 2010; SOUZA 2011).

A Echerichia coli € um microrganismo que desde 1892 é utilizado como
indicador de contaminacéo fecal em 4guas e alimentos, assim como indica eventual
presenca de enteropatdgenos (FRANCO; LANDGRAF, 2004).

Em Sé&o Paulo foi realizado um estudo com peixes e com a agua de cultivo de
pesque-pague localizados na microbacia do Cérrego Rico, objetivando determinar o
namero de coliformes totais, termotolerantes, Estafilococos coagulase positiva e a
presenca de bactéria do género Salmonella no musculo, no tecido superficial e no
trato gastrintestinal. Os resultados demonstraram a presenca de coliformes totais e
termotolerantes assim como a presenca elevada de Salmonella em uma das
amostras, porém nao houve contaminagcdo por Estafilococos coagulase positivo.
Sendo assim, concluiu-se que o pescado pode ser veiculo de contaminacgéo
cruzada, uma vez que a pele e o trato gastrintestinal podem ser fonte de
contaminacgdo para sua propria musculatura (LORENZON et al, 2010).

Santos et al (2012) ao avaliar a qualidade microbiolégica da agua e as
alteracdes teciduais em branquias de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) e do
hibrido tambacu (Colossoma macropomum fémea x Piaractus mesopotamicus
macho), no municipio de Itapecuru-Mirim, Maranh&o, constataram a partir da andlise
microbiologica da agua, poluigdo por coliformes totais, Escherichia coli e bactérias
heterotréficas. Observou-se nas branquias uma variedade de bactérias Gram-
positivas e negativas. O monitoramento da qualidade da agua é um fator primordial
para garantir a producdo de peixes com gqualidade higiénico- sanitaria adequada
para o consumo humano (LORENZON et al, 2010).

5. Escherichia coli

As bactérias do género E. coli sdo Gram-negativas, anaerobia facultativa, que

pertence a familia Enterobacteriaceae. Elas apresentam-se na forma de bastonetes,
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segundo a motilidade as mesmas podem ser imOveis ou moveis por flagelos
peritriquios, possui metabolismo respiratorio e fermentativo. S&o fermentadores de
lactose, oxidase negativa, catalase positiva, crescem em meios nao enriquecidos e
ndo sdo nado esporuladas. E. coli tem como habitat primério o trato gastrintestinal de
humanos e outros animais de sangue quente, as estipes que colonizam o trato
intestinal dos seres humanos n&o sdo nocivas, porém algumas estirpes séo
patogénicas para 0 homem e podem provocar doencas, como infec¢cdes urinarias,
diarreia, a colite hemorragica e a sindrome hemolitico-urémica (FRANCO;
LANDGRAF, 2004; GERMANO; GERMANO, 2008; SOUZA, 2008; SANTIAGO et al.,
2013).

As estirpes de E. coli sdo classificadas a partir das diferengas antigénicas
(sorotipagem) e fatores de viruléncia. O antigeno O caracteriza 0 sorogrupo € o
flagelo H caracteriza o sorotipo. As cepas que nao possuem flagelo séo identificadas
como NM “nom motile”. Algumas cepas possuem um antigeno capsular K que
também é utilizado para classificacdo (GERMANO &GERMANO, 2008). Pesquisas
tem evidenciado que existem mais de 180 diferentes sorogrupos identificados de E.
coli e ha uma correlagéo entre sorogrupo e viruléncia (MENG et al., 2001; FRANCO;
LANDGRAF, 2004; CAMOS; FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

As estirpes de E. coli, em sua maioria, ndo representa risco para 0 seu
hospedeiro. Mas, algumas estirpes sao patogénicas e causam diarreia. Estas séo
classificadas de acordo com os seus fatores de viruléncia, mecanismos de
patogenicidade, sintomas clinicos e sorologia. Sao identificadas como as principais
patotipos de E. coli que provocam diarreia em seres humanos as: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), Escherichia coli
enteroinvasora (EIEC), E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli que adere
difusamente (DAEC), e E. coli enterohemorragicas (EHEC), onde se inclui E. coli
0157: H7, os principais grupos de E. coli patogénica associada ao consumo de
alimentos. (FRANCO; LANDGRAF, 2004; GERMANO &GERMANO, 2008;
SILVEIRA et al. 2013; VOLKWEIS et al., 2015).

Segundo a FAO (2013), E. coli € um microrganismo que nao faz parte da
microbiota normal do pescado. Desta forma, o isolamento deste microrganismo
neste alimento pode estar associado a contaminacéo fecal do local de captura do

pescado, por contaminagdo cruzada proveniente do processo de transporte e



36

manuseio, assim como pelos utensilios ou gelo utilizado que tenham entrado em
contato com o pescado fresco. Sendo assim, a sua presenca indica condi¢cdes
higiénico-sanitarias insatisfatérias. (AGNESE et al., 2001; FRANCO; LANDGRAF,
2004; FAO, 2010; SANTIAGO et al., 2013; FERREIRA, 2014).

Ferreira et al (2014) ao analisar amostra de peixe e gelo no Maranhé&o,
constataram a presenca de E. coli nas amostras de gelo. A presenca deste
microrganismo no gelo permite afirmar que a agua que foi utilizada para fazer o gelo
teve contato direto ou indireto com contaminacéao fecal, evidenciando falhas durante
0 processo de elaboracdo do produto, as quais podem ter ocorrido por habitos de
higiene inadequados, por contaminacdo cruzada por utensilios e equipamentos ou
inadequada limpeza e desinfeccdo destes, configurando risco a saude do
consumidor, uma vez que esta bactéria apresenta cinco grupos que sao patogénicas
para os seres humanos. Outro trabalho realizado em Cruz das Almas (BA) isolou
Escherichia coli em pescado do mercado municipal e esta apresentou resisténcia
aos antimicrobianos eritromicina 08 (100%), amicacina 02 (25%), ampicilina,
cefalotina e tetraciclina 01 (12,5%) (BARRETO et al, 2012).

E. coli enterohemorragica possui diversos sorotipos e entre eles, o “O157:
H7”, bastante conhecido e de relevancia para a saude publica. Escherichia coli
0157: H7 foi classificado como patégeno de origem alimentar nos anos 80. Nesta
época ocorreram Varios surtos e casos obtidos que tiveram como agente etiologico
E. coli O157: H7 (KATSUYA et al., 1998). O sorotipo O157: H7 € um microrganismo
de grande importancia, pois esta associado a patologias em humanos. A infeccao
proveniente deste sorotipo esta associada com o desenvolvimento de colite
hemorragica, diarreia com sangue e da sindrome hemolitica urémica (SOUZA,
2008).  Escherichia coli 0157: H7 atualmente é considerada um patégeno
emergente associada a contaminagdo em alimentos envolvidos em DTHA. Sua
resisténcia a ambientes adversos tem sido amplamente discutida (QUESADA;
ARIAS; CHAVES, 2003).

6. Microrganismos aerébios mesofilos

Aerdbios mesdfilos sdo bactérias que se multiplicam em temperatura entre 10

a 45° C, tendo como temperatura 6tima de crescimento 30 e 40° C. Ja os aerdbios
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psicrotroficos crescem em alimentos sob-refrigeracdo (0 — 7° C), mas apresentam
temperatura de crescimento 6tima acima de 20° C (SILVA et al., 2007).

A contagem total de aerdbios mesdfilos em placas € um método que nao
identifica os tipos de espécies. E mais utilizado como indicador geral de popula¢ées
bacterianas em alimentos. Mesmo que na legislacdo ndo tenha referéncias para
pescado, é importante que estes microrganismos sejam pesquisados visando
garantir a qualidade do alimento. Este método € utilizado para se obter informacdes
gerais sobre a qualidade de produtos, praticas de producao, qualidade das matérias-
primas utilizadas, condi¢bes de processamento, manipulagéo e vida de prateleira do
produto (SILVA et al., 2007; LIBERATO, 2005.).

Apesar de ndo existir um limete estabelecido pela legislacdo vigente (RDC n°
12, 2001) de contagem de bactérias aerdbias mesdfilas, para o pescado in natura, a
pesquisas sao realizadas com o intuito de avaliar as condi¢cdes higiénico-sanitarias
do produto (BRASIL, 2001).

Os numeros de mesofilos aerdbios contados séo utilizados como indicadores
de condi¢Bes higiénico-sanitaria inadequada, e servem como forma de controle e
monitoramento do dos processos que envolvem a producdo. Ele nos permite avaliar
se o0 produto foi manipulado de forma segura garantindo a seguranca alimentar
(CARVALHO, 2005).

Ritter et al, 2012 ao estudar qualidade higiénico-sanitaria de cacharas
(Pseudoplatystoma fasciatum) provenientes de piscicultura, isolou cepas de
Aeromonas e de bactérias heterotroficas aerébias mesdfilas. O autor chama atencéo
para os cuidados que se deve ter com o controle e a qualidade da agua e peixes

destinados ao consumo.

7. Microrganismo Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae estruturalmente
apresentam-se de forma esférica (0,5-1,5m), sdo bactérias gram-positivas,
anaerObias facultativas que podem se apresentar isoladas, em pares e em
grupamentos irregulares. Sao imoéveis e ndo esporuladas, quimiorganotréficas. A
temperatura Otima para o0 crescimento € de 30-37°C. As cepas deS.
aureus crescem em pH = 7, e apresenta temperatura 6tima de 3°C (SANTOS et al.,
2007).
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S. aureus é um agente patogénico, responsavel por varios surtos de
intoxicagdo de origem alimentar. Estes microrganismos quando se encontram em
condicbes favoraveis de crescimento podem ser relacionados a infeccbes
oportunistas. Staphylococcus aureus provoca intoxicagcdo alimentar a partir de suas
enterotoxinas liberadas durante o processo de crescimento desta bactéria no
alimento. Estes sdo encontrados em diversos locais, sendo seu habitat largamente
distribuido na natureza. Devido aos seus fatores de viruléncia este microrganismo
oferece risco para a saude publica. (FRANCO; LANDGRAF, 2004; GERMANO;
GERMANO, 2008).

Staphylococcus aureus é considerado um patégeno humano capaz de causar
varias doencas. Provocam uma intensa infecgdo intestinal com vomitos e diarreia e
pode também provocar infeccbes de pele. Esta bactéria € considerada o terceiro
maior causador de infeccdo alimentar (DE SOUSA LIMA et al., 2007).
Staphylococcus aureus podem ser encontrados em alimentos de origem animal cru
e cozidos. Sendo assim, estes requerem maior rigor no processo de manipulacéo,
visando a seguranca alimentar. A elevada prevaléncia dos S. aureus em alimentos
crus de origem animal requer um processamento eficaz para garantir a seguranca
alimentar. Os seres humanos podem estar levando contaminacao para os alimentos,
uma vez que o homem € um importante reservatorio para a recontaminagdo esta

ocorre ap0Os o processo infeccioso (SOUSA, 2008).

7

S. aureus €, com frequéncia, apontado como agente causal em surtos de
doencas alimentares, sendo comumente isolado na superficie da pele e mucosa do
ser humano e em alimentos. Nas industrias € utilizado como bioindicadora da
qualidade sanitaria de um produto (FRANCO; LANDGRAF, 2004). E um dos
agentes patogénicos mais relatados em pesquisas voltadas a microrganismos
alimentares e responsavel por surtos de intoxicacdo A enterotoxina estafilocécica se
diferencia dos demais microrganismos por ser termoestavel se mantendo viva no
alimento mesmo ap6s o processo de cozimento. Esta caracteristica confere
resisténcia ao S. aureus que permite a instalagdo de um quadro de intoxicacdo de
origem alimentar e um problema de saude publica (FRANCO; LANDGRAF, 2004;
ROCHA et al, 2013).
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A contaminacdo de pescado por S. aureus é comumente relatada na
literatura, assim como em dados estatisticos no Brasil e no mundo. Esta
contaminacdo indica o inadequado manuseio pelo ser humano, isto esta diretamente
relacionado com a higiene pessoal dos manipuladores e dos utensilios utilizados por
estes. A intoxicacdo estafilocOcica ocorre a partir de toxinas que séo liberadas no
microrganismo se desenvolve na superficie do alimento e liberam suas toxinas. A
intoxicacdo cursa com episodios de nauseas, vomito, dores abdominais e diarreia,
em um curto periodo de incubacédo, de 1 a 6 horas ap0s a ingestdo do alimento
contaminado. Estudos tém apontado que as boas préticas de fabricacdo, as boas
condi¢cdes sanitarias e o controle de temperatura sdo essenciais para evitar a
contaminacgdo, a proliferacdo e a producdo de toxinas particularmente em peixes
pré-cozidos (GERMANO; GERMANO, 2008; ROCHA et al, 2013; DE PAIVA
SOARES et al., 2012).-.

O peixe esta entre os produtos de origem animal mais susceptivel a
proliferacdo microbiana, devido as suas caracteristicas fisiologicas como o pH
proximo a neutralidade, a elevada atividade de agua nos tecidos e a alta
disponibilidade de nutrientes. Desta forma condi¢cdes inadequadas de higiene em
fases de producédo associada as condi¢cdes favoraveis fornecidas pelo pescado
podem propiciar o crescimento de microrganismos indesejados (DE PAIVA SOARES
et al.,, 2012, ROCHA et al, 2013). Rocha et al (2013) ao quantificar a presenca de
estafilococos coagulase positivas em filés de Tilapia (Oreochromis niloticus)
comercializados em CURRAIS NOVOS/RN, verificou que 100% das amostras foram
positivas para estafilococos coagulase positivas, sendo que em 73,3% dos casos
estavam com contagem acima do padrdo estabelecido pela legislacdo vigente,
evidenciando a inadequacao sanitaria do material analisado e as baixas condicdes
de higiene. Muratori et al (2007) ao avaliar a presenca de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus em Manipuladores de Piscicultura no estado do Piaui
constataram que o0s manipuladores de piscicultura podem veicular Escherichia
coli e Staphylococcus aureus para 0s peixes cultivados, instalagbes e ambiente de
cultivo.

Viana et al (2016) ao avaliar a qualidade microbiolégica de 16 amostras de
tambaqui comercializado na feira municipal de Ariquemes, Estado de Rondoénia,

constataram que todas as amostras estavam contaminadas com coliformes totais,
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foram isoladas S. aureus em 37,5% e estas apresentavam niveis maiores que a taxa
permitida. Os autores concluiram que os tambaquis analisados foram expostos a

contaminacgdao por condi¢cdes sanitarias.

8. Taxonomia e Classificacdo do género Aeromonas

A primeira identificagdo da espécie de Aeromonas ocorreu ha mais de 120
anos por Zirmmerman. Desde entdo esta espécie passou por indmeras
classificacdes taxondmicas. A partir do primeiro estudo, varios autores descreveram
novas espécies, porém estes estudos, devido as técnicas de identificacdo da época,
nao eram precisos e nao permitiam definir que se tratava da mesma espécie ou de
uma nova (EUZEBY, 1998; IGBINOSA et al, 2012). As Aeromonas foram
classificadas em varios géneros inicialmente foram incluidas no género “Proteus,
Escherichia, Pseudomonas, Vibrio, género Aeromonas, familia Pseudomonadaceae”
(SILVA et al., 2010).

O género Aeromonas nas Ultimas décadas passou por uma extensa revisdo
na nomenclatura e taxonomia. Primeiramente fazia parte da familia Vibrionaceae.
Depois com o surgimento da filogenética e pesquisas genéticas e moleculares,
percebeu-se que o género ndo apresentava caracteristicas semelhantes com o0s
demais microrganismos presentes a essa familia; a partir dessa descoberta foi
criada uma nova familia, chamada de Aeromonadaceae (JANDA; ABBOT, 2010;
SILVA et al., 2010).

Existem atualmente 31 espécies reconhecidas do género Aeromonas e 12
subespécies. Dentre as espécies que comumente estdo relacionadas com
patologias em humanos séo A. veronii, A. caviae e A. hydrophila (PIOTROWSKA;
POPOWSKA, 2015; TAVARES; CERESER; TIMM, 2015).

Diante de toda evolucédo pode-se perceber que as Aeromonas vém passando
por classificagbes nas ultimas décadas. Atualmente estdo classificadas
taxonomicamente como: (CARNAHAN; JOSEPH, 2005).
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e Dominio Bactéria:
e Filo XIV Proteobacteria;
e Classe lll Gamaproteobacteria;

e Ordem XII Aeromonadales;

e Familia | Aeromonadaceae ;
Figura 2- Imagem de Aeromona ssp

e Género | Aeromonas
(Fonte: repositorio.utad.pt418)

As bactérias do género Aeromonas sao classificadas de acordo com a
temperatura de multiplicacdo e de motilidade. O primeiro grupo é de espécies
heterogénicas mesdfilas e sdo patogénicas para o ser humano e para peixes; A.
hydrophila, A. caviae, A. sobria, entre outras. S8o espécies moveis, com
temperatura de multiplicagdo na faixa entre 5 a 45°C, sendo a temperatura 6tima de
28°C (TAVARES; CERESER; TIMM, 2015; SILVA et al, 2010). O segundo grupo sdo
formados pelas bactérias imodveis psicréfilas ndo se multiplica a 37°C composto
pelas espécies A. salmonicida e A. media. A. media e A. salmonicida ndo se
multiplica em temperaturas menores que 22 e 25°C. Esta Ultima ndo € patogénica
para o0 homem, porém causa furunculoses em peixes (SILVA et al., 2010).

Em 2010 foi relatada a descoberta de duas novas espécies de Aeromonas de
importancia clinica, as Aeromonas sanarellii e Aeromonas taiwanensis. Estas foram
classificadas a partir de cepas isoladas de feridas de um paciente na Taiwan. Apos
este primeiro relato, estas espécies foram identificadas em Portugal, isoladas a partir
de &guas residuais e em amostras ambientais. Em Israel, a A. taiwanensis foi
isolada a partir das fezes de um paciente com diarreia e em uma lagoa de residuos
(SENDEROVICH et al., 2012).

As bactérias do género Aeromonas sao classificadas como bastonetes Gram-
negativos, anaerébios facultativos. Estas tém como tamanho 0,3-1,0 um de didmetro
e 1,5-3,5 ym de comprimento, seus isolados podem ser identificados em forma de
bacilos ou cocobacilos e tanto podem ser encontrados isolados, em pares ou
formando cadeias curtas e apresentam reacdes de oxidase e catalase positivas
(SILVA et al., 2010; RIBEIRO, 2008). Na literatura € descrito que a temperatura

Otima para o crescimento desse género € de 30°C, sendo que a temperatura varia
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de 4°C a 45°C. Estas toleram valores de pH entre 4.5 a 9.0. (RIBEIRO, 2008;
CARNAHAN; JOSEPH, 2005).

Quanto a mobilidade, estas bactérias sdo, na sua maioria, méveis. Exibem em
sua estrutura flagelos que podem ser encontrados de forma polar monotriquio ou
como flagelos latotriquios. Alguns autores relatam que cultivos jovens podem formar
em sua estrutura flagelos peritriquios. Além do flagelo Aeromonas apresentam
outras estruturas; pili, camada S e capsula, as quais sdo responsaveis pela sua
patogenicidade (JANDA; ABBOTT, 2010; CARNAHAN; JOSEPH, 2005; SILVA et al.
2010).

Aeromonas nha sua maioria sdo encapsuladas e nao esporulado, porém
produzem uma vasta gama de exoenzimas que estabelece seu grau de
patogenicidade e viruléncia. Em relacdo aos fatores bioquimicos produzidos pelas
Aeromonas, apresentam-se como microrganismos fermentadores de glicose. Esta
pode apresentar producdo de &cido acompanhada ou ndo da producdo de gas, a
partir da desnitrificacdo na auséncia de oxigénio, estas bactérias reduzem nitrato a
nitrito, e nao sofrem inibichio do agente vibriostatico 2,4- diamino-6,7-
diisopropilpteridine (0/129) (JANDA; ABBOTT, 2010; CARNAHAN; JOSEPH, 2005;
SILVA et al. 2010).

O género Aeromonas € associado a ambientes aquaticos. Cepas desta
bactéria sdo isoladas de rios, lagos, agua do mar (estuéarios), tanques de
piscicultura, todos os tipos de agua potavel a aguas subterrdneas. Sao encontradas
também em &guas residuais e esgoto. (CARNAHAN; JOSEPH, 2005; SILVA et al.
2010; JANDA; ABBOTT, 2010; MARTINO et al., 2011).

Varios estudos tém relatado que a presenca de Aeromonas spp. em aguas
potaveis assim como em aguas marinhas fluviais e tanques de piscicultura e
principalmente em aguas de sistemas de distribuicdo para consumo, configura-se
com um problema grave de saude publica, visto que a Aeromonas € considerada um
indicador de qualidade ambiental e que a mesma possuem espécies que Sao
patogénicas para o homem. Outros estudos tém indicado que mesmo algumas
estirpes de Aeromonas podem sobreviver em variagbes climaticas e diferentes
condicdes fisico e quimico da agua (FIORENTINI, C. et al., 1998; IGBINOSA et al.,
2012; RIBEIRO, 2008; SILVA et al., 2010; JANDA; ABBOTT, 2010).

Segundo Ribeiro, 2008, muitos relatos sobre isolamento de Aeromonas spp.

no solo ndo sdo encontrados na literatura. Estudos afirmam que estipes de
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Aeromonas podem se multiplicar e preservar suas caracteristicas de viruléncia no
solo classificando-o como um possivel reservatorio desta bactéria que provocam
infeccbes em seres humanos (BRANDI et al.,, 1996 RIBEIRO, 2008; JANDA,
ABBOTT, 2010).

Aeromonas spp. podem ser isoladas tanto em animais vertebrados e em
insetos. Dados da literatura afirmam que estas bactérias podem provocar o
surgimento de doencas graves em animais e em seres humanos. Isso permite
concluir que os animais envolvidos no ciclo de disseminacdo de Aeromonas no meio
ambiente podem transmitir estes patdégenos para seres humanos, uma vez que ja foi
relatado presenca de estripes patogénica em carcacas e carnes de animais
consumidos pelo homem. Pode também estar associado a infeccdo por feridas
provenientes de picada de animais infectados e ou a um quadro de infeccéo
generalizada (sepse) em paciente imunodeprimidos (RIBEIRO, 2008; JANDA;
ABBOTT, 2010).

Estudos evidenciam que o mecanismo de patogenicidade de Aeromonas spp.
ainda ndo estd bem definido. A viruléncia para este género é considerada
multifatorial. Aeromonas produzem varias enzimas extracelulares que influenciam no
grau de viruléncia de cada espécie, tais como amilase, hemolisinas (aerolisinas),
citotoxinas, gelatinase, enterotoxinas, proteases, lipase, leucocidinas, fosfolipases,
quitinase, nuclease, lecitinase, elastases, DNAses, adesinas e, ainda, colinesterases
e endotoxinas. Estas estédo relacionadas diretamente com a patogénese da doenca,
assim como sdo responsaveis de produzir diversos fatores de viruléncia
(RODRIGUEZ et al., 2007; NAM; JOH, 2007; PEIXOTO, et al., 2012).

Véarios sdo os fatores que estdo relacionados como causa para O
desenvolvimento de infec¢do por Aeromonas. Estas sao capazes de causar doencgas
em humanos, sendo a agua e o alimento importantes veiculos. Estudos tém
demonstrado os alimentos de origem animal como um dos principais fatores que
contribui para a epidemiologia das espécies patogénicas para ser humano
(OTTAVIANI et al., 2011; TAVARES; CERESER; TIMM, 2015).

Um estudo realizado na Italia com 142 cepas de Aeromonas provenientes de
pacientes com diarreia provocada por comida e agua de superficie constatou que
dentre as espécies, a A. hydrophila e A. caviae foram espécies mais encontradas em
amostras clinicas, enquanto que a A. salmonicida foi mais comum em alimentos. Ao

testar os fatores de viruléncia percebeu-se que 86 estirpes foram positivas para mais
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de um fator de viruléncia. Estes dados permitem concluir que as Aeromonas podem
provocar doencas humanas e que comida e agua, sdo veiculos de contaminagéo
(OTTAVIANI et al., 2011).

Foi realizado um estudo com aguas da companhia de abastecimento publico
na Espanha. Foram coletadas 132 amostras destas foram identificados 35 isolados
de A. caviae e A. media. As cepas identificadas apresentam mais de um fator de
viruléncia correlacionados a genes com elevado grau de patogenicidade. Neste
estudo também foi observado que a 14°C é possivel recuperar cepas de
Aeromonas, indicando que ocorre a multiplicacdo dessa bactéria mesmo em
temperaturas mais baixas. Os resultados permitem concluir que é possivel a
transmissao desse microrganismo para a populacdo de forma direta e indireta, ou
seja, a partir da ingestdo de agua contaminada, por meio da utilizacdo de agua
contaminada no processo de coccdo dos alimentos (MANUEL PABLOS et al., 2009;
SILVA et al. 2010).

9. Bactérias do género Aeromonas spp. associadas a patologias em seres

humanos

A infeccdo por Aeromonas é um problema de saude publica. Surtos de
doencas referentes a este microrganismo trazem consequéncias econdmicas e
custos pessoais e publicos associados com o impacto da agua contaminada no
ambiente aquatico. Estudos evidenciam que a prevaléncia de infec¢bes por
Aeromonas podem ser subestimados nas nacdes em desenvolvimento por
subnotificacdo (IGBINOSA et al., 2012).

A dose infectante para Aeromonas ainda nao foi definida para seres
humanos. Pesquisas tem evidenciado que o processo de cozimento pode inativar
essas bactérias, assim como que a contaminacdo cruzada oferece risco eminente a
saude, principalmente de pessoas que se encontram na faixa de risco: criancas,
idosos e imunodeprimidas, uma vez que tem se detectado com frequéncia a
presenca deste microrganismo em fezes provenientes de HGS-gastroenterite
(GONZALEZ et al., 2001; SILVA et al, 2010).

Segundo Igbinosa et al., (2012) as espécies de Aeromonas sao bactérias que
podem ser encontradas em ambientes terrestres e aquaticos. Pesquisas recentes

sinalizam que este microrganismo € um patdogeno de séria preocupacao publica,
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uma vez que o0 mesmo tem apresentado resisténcia a antimicrobianos, assim como
uma série de fatores de viruléncia que estdo associadas a infec¢cdes e outras
patologias em humanos como gastroenterite, infeccbes musculares, e sepse dos
tecidos moles.

A. hydrophila sdo bacilos Gram negativos patogénicos para animais
aquéticos e um patégeno oportunista para o ser humano. Este é infectado através
de feridas cutaneas que servem de porta de entrada para o referido microrganismo
ou a partir da ingestdo, que leva a um quadro de gastroenterite, proveniente de
ingestdo de agua ou alimentos contaminados, sejam eles de origem animal (peixes,
marisco, carnes) ou alimentos de origem vegetal. Aeromonas é um microrganismo
gue pode ser encontrado em todos os ambientes, podendo ser encontrado na agua
salgada, e também nas aguas residuais, assim como em agua doce (FDA, 2009;
GONCALVES, 2012; SILVA et al, 2014; LATIF-EUGENIN; BEAZ-HIDALGO;
FIGUERAS, 2016).

Aeromonas sdo patdgenos oportunistas de grande relevancia para saude
publica. Pesquisas as descrevem como um potencial causador de gastroenterites e
infeccBes extra intestinais. As infeccdes de feridas causadas por Aeromonas muitas
vezes evoluem para celulite, outro agravo de saude que esta relacionado a sepse
gue pode estar associada a infec¢do da ferida ou secundario a doencas sistémicas
como a sindrome urémica hemolitica, peritonites, pneumonia, dentre outras (SILVA
et al., 2014; CHAN, 2000). Estudos recentes tem observado que infec¢des extra
intestinais podem ocorrer também em individuos saudaveis (IGBINOSA et al., 2012).

Dentre as manifestacdes clinicas causadas com a infeccdo pelo género
Aeromonas destaca-se como patégeno humano: Aeromonas hydrophila, A. caviae e
A. veronii biovar sébria. A. hydrophila as quais sdo associadas a diarreia aquosa e
disenteria. Esta bactéria tem como faixa de risco individuos imunodeprimidos que
podem evoluir para um quadro de infeccdo generalizada. Pacientes neonatais
apresentam doenca gastrointestinal (FDA, 2009; GONCALVES, 2012; JANDA;
ABBOTT, 2010; LAVIAD; HALPERN, 2016).

Mukhopadhyay et al (2008) ao estudar Aeromonas como patégeno causador
de infeccbes extra-intestinais constataram que todos o0s pacientes que
apresentavam infec¢des por Aeromonas, tinham doencas subjacentes, tais como a
doenca hepatica, diabetes mellitus e pneumonia. Este estudo chama atencao para a

importancia do isolamento de A. hydrophila a partir de amostras extra-intestinais,
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pois este microrganismo provoca infec¢cdes graves principalmente em pacientes
imunocomprometidos, assim como em individuos imunocompetentes. Pesquisas tém
relatado que a Aeromonas € o agente etioldgico de gastrointestinais e sugerem que
este fato ocorre devido a determinadas caracteristicas de viruléncia de cada espécie
que leva ao surgimento de infeccdo e de doencas (WU et al.,, 2012; JANDA,
ABBOTT, 2010).

Um estudo realizado em Pudong — Xangai, realizado com 101 pacientes
hospitalizados com diarreia, ao investigar o estado da infec¢do e genes de viruléncia
de Aeromonas, constatou-se 71 pacientes, apresentavam diarreia proveniente de
infeccdo por Aeromonas, sendo que a maioria das cepas tinham genes de viruléncia,
e a distribuicdo de espécie de Aeromonas era variada (WANG et al, 2016).

Pereira et al (2008), ao investigar a presenca de Aeromonas em 2.323
amostras de swabs retais de neonatos hospitalizados no Rio de Janeiro, obteve
como resultado uma prevaléncia de 94,6% para Aeromonas, sendo estas: A. caviae,
A. veronii biogrupo sdébria, A. hydrophila, A. veronii biogrupo veronii, A. sobria, A.
jandaei e A. scubertii. Das espécies encontradas, A. caviae foi a mais prevalente das
amostras 42,8%. Ao avaliar a resisténcia a drogas antimicrobianas foi constatado
que 26,8% das cepas eram resistentes a antimicrobianos.

Em 2012 na China ocorreu um surto de gastroenterite, em uma faculdade em
Xingai. O caso foi notificado ao Centro de Guizhou de Controle e Prevencédo de
Doencas (CDC). Foram avaliados 200 estudantes; apés a investigacdo constatou-se
gue o surto tinha como agente etioldgico Aeromonas hydrophila e que a possivel
causa foi o consumo de saladas que foram contaminadas a partir da agua
contaminada (ZHANG et al., 2012).

Estudos realizados com peixes congelados e frescos identificaram cepas de
Aeromonas, evidenciando que € possivel recuperar cepas destas bactérias em
alimentos congelados. Também constataram que essas bactérias podem estar
relacionadas com o processo de deterioracdo de peixes frescos e congelados
(GONZALEZ; SERRANO et al., 2001). Uma pesquisa realizada no estado de Sao
Paulo avaliou a microbiologia do salm&o por meio da quantificacdo de
microrganismos na carne de 31 amostras de salmao (congelados e resfriados)
avaliando a presenca de Aeromonas spp. e outros microrganismo. A presenca de

Aeromonas spp. foi constatada na rede de varejo de algumas cidades do Estado de
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Sé&o Paulo em 41,95% das amostras com variagcdo populacional variando de 2,0 x
10% a 8,0 x 10° UFC/g. (NESPOLO et al., 2012). Outro estudo realizado no Rio
Grande do Sul investigou a presenca de Aeromonas hydrophila e Campylobacter
jejuni em amostras de atum (Thunnus spp.) fresco, capturados no litoral de Santa
Catarina, ao avaliar 85 amostras de filé de atum e foi realizada analises
bacteriologicas e PCR. Constatou que do total, 11/85 (13%) amostras foram
positivas para Aeromonas spp., sendo 10/11 (90,9%) confirmadas como Aeromonas
hydrophila pela PCR. (COSTA et al., 2016; NESPOLO et al., 2012). O peixe serra
encontrou-se contaminado por A. hydrophila, podendo veicular este agente ao ser

consumido pela populacéo (FERREIRA et al., 2014).

Alzainy et al (2011) coletou 60 amostras de peixes vivos (carpas comuns) e
peixes congelados de 15 mercados locais na cidade de Bagda, para isolamento de
Aeromonas hydrophila visando determinar a atividade hemolitica, citotoxica dos
isolados e sua susceptibilidade aos antimicrobianos. Das amostras encontradas,
65% foram positivas para isolamento de Aeromonas hydrophila (ALZAINY, 2011).

Em 100% das amostras analisadas de pesque pague localizados no
Maranhdo foi identificada a presenca de quatro espécies de Aeromonas: A.
hydrophila, A. caviae, A. veronii sobria, A. schuberti. Os autores concluiram que as
pisciculturas representam um possivel risco de transmissdo de Aeromonas
patogénicas, configurando como fator de risco para os consumidores dos peixes
criados nestas propriedades (SILVA et al., 2010; VILA, et al. 2003; TAVARES et al.,
2015).

As primeiras ocorréncias relatadas de infec¢des por A. hydrophila em animais
e homem na Tailandia foram em 1976 e 1979, respectivamente, sendo que a
mortalidade em peixes foi de 0-20%, jA em seres humanos a diarreia é mais
proeminente (SAITANU, 1986). Vila et al (2003) afirmam que a A. veronii sobria e A.
caviae sd0 as espécies de Aeromonas mais associados a diarreia do
viajante. Pereira et al (2008), ao estudar a presenca de Aeromonas em neonatos
hospitalizados no Rio de Janeiro, obteve como resultado uma prevaléncia de 94,6%
para Aeromonas, A. caviae foi a mais prevalente com 42,8% das amostras.

A diarreia do viajante € o problema de saude mais comum dos viajantes
internacionais. Um estudo realizado na Espanha na Unidade de Medicina Tropical

do Hospital Clinico de Barcelona, entre os anos de 1999 a 2001 com 863 amostras,
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objetivando determinar a prevaléncia de Aeromonas em pacientes com diarreia do
viajante, constatou este patégeno foi a causa de diarreia do viajante em 18 dos 863
pacientes (2%). Foram isoladas as espécies A. veronii sobria, A. caviae, A.
jandai e A. hydrophila nestas amostras (VILA, et al., 2003).

No Brasil, em um estudo sobre um surto de diarreia que ocorreu em S&o
Bento do Una, Pernambuco, em 2004, onde foram registrados 2.170 casos,
constatou-se que das 582 coproculturas realizadas, 145 (25%) foram causadas por
enteropatdgeno bacteriano, sendo que destas 114 casos (19,5%) foram ocasionadas
por Aeromonas. Ao analisar a ocorréncia por sexo, a deteccdo de Aeromonas spp.
prevaleceu no sexo feminino (59,3%), sendo que neste estudo a faixa etaria mais
comprometida esta em torno de 1 a 5 anos (34,4%). Dentre as espécies do género
Aeromonas, foram isoladas em especial as espécies A. caviae (9,8%), A. veronii
biovar sobria (3,9%) e a A. veronii biovar veronii (2,6%), as quais sdo mais
associadas a doencas em humanos (HOFER, et al., 2006).

A melhor forma de se evitar contaminacéo € realizando as boas praticas de
manipulacdo, associada a sanitizacdo adequada dos utensilios. Desta forma, pode-
se evitar e minimizar a exposi¢cao do ser humano a essas doencgas. As pessoas que
tem contato direto com o peixe como trabalhadores de piscicultura, assim como
comerciantes e praticantes de pesca esportiva, estdo sujeitas a uma maior
exposicdo a esse agente patogénico, uma vez que algumas espécies de Aeromonas
sdo patogénicas para o homem. Sendo assim, esses produtos devem ser
manipulados com cuidado, visto que o0s peixes podem estar infectados por cepas de
A. hydrophila que podem causar infeccoes na pele (GONZALEZ-SERRANO et al.,
2002: SILVA et al., 2010). Manna et al (2013) afirma que a gastroenterite induzida
por Aeromonas spp. € comum na India. A presenca de Aeromonas
enterotoxigénicas em diferentes alimentos crus e prontos para consumir representa

uma séria ameaca para a saude humana.

10. Fatores de viruléncia

As bactérias do género Aeromonas tém sido consideradas importantes
microrganismos patogénicos. Por serem bactérias provenientes da agua e outros
ambientes, elas tem a capacidade de se adaptar a uma vasta variedade de

ambientes por possuirem varios fatores de viruléncia. Este fato esta diretamente
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ligado a patogenicidade desse microrganismo para o ser humano (JANDA, 2010;
MARTINELI et al., 2011; SILVA, 2014). A agua e os alimentos tém papel importante
na sua transmisséao deste patdgeno. (PEIXOTO et al., 2012; TAVARES, 2015).

Devido a vasta diversidade de ecossistemas onde podem ser encontrar as
Aeromonas, estas tem se tornado resistentes a antimicrobianos, assim como
apresentam um alto grau de viruléncia. Esta propriedade deve-se ao fato de que
algumas espécies de Aeromonas secretam muitas proteinas extracelulares, como a
amilase, quitinase, elastase, aerolisina, nuclease, gelatinase, lecitinase, lipase e
protease, as quais, segundo a literatura, sdo conhecidas como fatores de viruléncia
que causam doencas em peixes e humanos (RODRIGUEZ et al. 2007; NAM et al.,
2007; MARTINELI et al. 2011).

As Aeromonas secretam varias toxinas que geralmente causam
gastroenterite, mas podem causar também danos na pele dos individuos infectados.
(RIBEIRO, 2008; PEIXOTO et al, 2012; JANDA; ABBOTT, 2010; STRATEV et al,
2015).

Segundo Puthucheary et al (2012) a patogenicidade do género Aeromonas
esta relacionada a varios fatores. Dentre os fatores estdo: enterotoxina citotdnica
termolabil (alt), enterotoxina citotdnica termoestavel (ast), enterotoxina termolabil
citotoxica (act), aerolisina, flagelos A e B, lipase, elastase e serina, protease
(PUTHUCHEARY et al, 2012). Alguns estudos tém demonstrado que a presenca de
algum desses fatores € o que vai determinar a evolucdo da infeccdo causada pela
bactéria (TAVARES, 2015). Na Espanha, entre 800 espécimes de fezes de pacientes
com diarreia submetidos a andlise, 32 (4%) foram testados positivos para
Aeromonas spp. Destes isolados, a maioria apresentou um ou mais dos genes de
viruléncia. A incidéncia dos genes alt, hlyA, aerA, ast e laf foi de 71,9, 28,1, 25,0,
18,8 e 9,4%, respectivamente 0s quais estdo relacionados com a patogenicidade e
contribuem para a viruléncia relacionadas com as enterites. (PABLOS et al. 2010).

Pesquisas realizadas sobre o potencial de viruléncia das Aeromonas tem
demonstrado seu potencial de viruléncia tanto em cepas isoladas de agua e
ambiente, assim como de feridas e fezes de pacientes infectados. Um estudo
realizado em ratos sobre a importancia de flagelos e enterotoxinas para a viruléncia
de Aeromonas, avaliou 55 amostras de agua potavel e 9 isolados clinicos, constatou

gue 16 cepas Aeromonas hydrophila, 7 de Aeromonas veronii, 7 de Aeromonas
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caviae exibiram diferentes combinacdes de genes de fator de viruléncia em ratos
imunocomprometidos, sendo que apenas as estirpes que possuiam uma ou mais
das enterotoxinas flaA, flaB e flaG Ou lafA mostraram sinais de viruléncia. Esta
associacdo foi observada em 97% das cepas, concluindo que os isolados de
Aeromonas em 4guas tém potencial patogénicos para individuos
imunocomprometidos (SEN, & LYE, 2007).

Em um estudo realizado entre (2004 a 2011) no sul de Taiwan, constatou-se
que a A. dhakensis € a espécie mais encontrada entre os isolados de feridas essa
espécie de Aeromonas, e mais virulenta do que A. hydrophila. Uma vez que os
isolados de A. dhakensis exibiram mais citotoxicidade, como medido pelos niveis de
desidrogenase de lactato de leucocitos libertados em linhas celulares de fibroblastos
de pele normal humana. Este afirma ainda que a A. dhakensis, muitas vezes
fenotipicamente identificado como A. hydrophila, € um importante patbgeno humano
e ambas podem causar infec¢des graves da pele e dos tecidos moles (CHEN et al.
2014).

Aravena-Roman et al (2014) constataram que 96% das estirpes continham
pelo menos um dos genes de viruléncia. A distribuicdo geral foi dos genes de
viruléncia foram aerA / haem (77%), alt (53%), lafA (51%), ast (39%), flaA (32%),
aspA (29%), vasH (26%), ascV 16%) e aexT (13%), que contribuem para a viruléncia
relacionadas com as enterites. Das principais espécies encontradas, 48% de A.
hydrophila e 42% de A. dhakensis isolaram cinco ou mais genes de viruléncia
enquanto que 19% em A. veronii bv. Sobria e nenhum em isolados de A. caviae.
Concluindo que na Australia Ocidental, as cepas de A. dhakensis e A. hydrophila
sdo mais virulentas do que as de A. veronii bv. Sobria e A. caviae.

11. Resisténcia a antimicrobianos em bactérias do género Aeromonas

Varios estudos tém demonstrado que esta espécie apresenta-se resistente a
antimicrobianos comerciais e que este fato esta relacionado ao uso indiscriminado
de antimicrobianos na criagdo de peixes e outros produtos alimenticios aquaticos por
mutacOes genéticas a partir de plasmideos ou transferéncia horizontal de genes. O
fato da A. hydrophila ser resistente a agentes antimicrobianos, assim como o fato

desta ser encontrada com frequéncia em alimentos, configura-se como uma ameaca
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para a saude publica. (STRATEV; ODEYEMI, 2015). Belém-Costa; Cyrino, 2006,
isolaram cepas de A. hydrophila resistentes a antimicrobianos em amostras de peixe
e conclui que o uso excessivo de medicamentos em pisciculturas Brasileiras pode
contribuir para o surgimento de bactérias resistentes em peixes nativos.

Martineli et al. (2010), ao avaliar carcagas bovinas em Sao Paulo, observou
gue das 285 amostras, 38 apresentaram-se positivas para Aeromonas spp. Foram
realizados testes de resisténcia a antimicrobianos e constatou-se que todos os
isolados eram resistentes a ampicilina e cefalotina. A resisténcia a antimicrobianos é
algo preocupante, pois o uso indiscriminado destes pode levar ao desenvolvimento
de uma bactéria multirresistente no caso da Aeromonas spp. e que algumas
espécies sao patogénicas ao homem. Neste estudo especificamente, o autor chama
a atencdo para cuidados que devem ser tomados e cita o exemplo da A.caviae, a
mais prevalente neste estudo e uma das espécies descritas na literatura como
agente etiolégico de gastroenterite em humanos. Pesquisa realizada em queijos
apresentaram 100% de multirresistentes aos 15 antimicrobianos testados em
isolados de Aeromonas spp. Este resultado revela um fator preocupante para a
saude publica. (CERESER et al., 2013).

InvestigacBes realizadas na Maldsia tem evidenciado a resisténcia a
antimicrobianos pelo género Aeromonas. Um estudo realizado por Odeyemi e
Ahmad em 2015, realizado com cepas de Aeromonas provenientes de ambiente
aquatico, observou um padréo de multirresisténcia entre os isolados e 21 fenoétipos
diferentes. Dentre os antimicrobianos estudados, todos os isolados apresentaram-se
resistentes a ampicilina, novobiocina, sulfametoxazol e trimetoprim e sensiveis a
outros como, por exemplo, a tetraciclina. Pesquisas tem evidenciado que 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos pode levar ao surgimento de bactérias do género
Aeromonas multirresistentes e que isso configura e um problema de saude publica,
visto que existem espécies patogénicas para 0 homem como para animais aquaticos
(ODEYEMI; AHMAD, 2013, 2014, 2015). Outros artigos afirmam que algumas
espécies de Aeromonas sdo patogénicas e podem ser agente causador de diarreia
e, portanto, deve ser incluido nos exames bacteriologicos de rotina (SENDEROVICH
et al. 2012).

Um estudo avaliou prevaléncia e viruléncia de Aeromonas em Israel usando
métodos moleculares. 1.033 amostras de fezes diarreicas foram estudadas, sendo

gue em 17 amostras a diarreia tinha como agente etioldgico espécies de Aeromonas
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spp. Estas foram identificadas a partir da sequenciagédo do gene rpoD. Dentre as
espécies encontradas, foi identificado o primeiro caso de registro clinico de diarreia
por Aeromonas taiwanensis. As espécies encontradas foram consideradas
resistentes aos antibidticos beta-lactamicos e apresentavam graus de
susceptibilidade aos antibidticos de cefalosporina de terceira geracao
(SENDEROVICH et al., 2012; RUIZ; CASTILLO et al., 2016.).

Pesquisas realizadas para identificacdo e caracterizacdo das estirpes A.
sanarellii e A. taiwanensis identificaram em massas chironomid de ovos encontradas
em uma lagoa de residuos, localizada na mesma regido de Israel onde Senderovich
et al (2012) sequenciou o gene rpoD para identificacdo das mesmas. Os dados
obtidos nesta pesquisa ndo permitem compreender as caracteristicas de viruléncia e
resisténcia antimicrobiana destas novas espécies que apresentaram patogenicidade
em humanos. A. sanarellii e A. taiwanensis isoladas passaram por um teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos e foram sensiveis a amicacina, aztreonam,
cefepime, cefoxatime, ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, piperacilina-
tazobactam, a tigeciclina, tobramicina, sulfametoxazol, trimetoprim e imipenem. Este
sensibilidade a estes antimicrobianos, segundo o autor indica que o0s
antimicrobianos que apresentaram sensibilidade nas amostras testadas sé&o
possiveis formas de combater as infeccdes causadas por esta espécies de
Aeromonas. (BEAZ; HIDALGO et al., 2012).

Evangelista-Barreto et al, (2010) ao realizar um estudo no rio Coco, Ceara,
Brasil contataram a presenca de Aeromonas em 60% das 38 estirpes avaliadas.
Foram identificadas A. caviae, A. veronii biova. sobria, A. veronii biova. veronii, A.
trota, A. media, A. sobria e A. hydrophila e Aeromonas spp. Todas as estirpes
apresentaram resisténcia a ao menos um dos antimicrobianos testados. Algumas
espécies apresentaram multiplas resisténcias; dentre elas Aeromonas caviae foi a
gue obteve maior resisténcia (quatro antimicrobianos). A. caviae € uma estirpe
patogénica para o0 ser humano e a sua presenca em aguas e alimentos
contaminados pode ocasionar gastroenterite em pessoas que estao na faixa de risco
como criangas e individuos imunodeprimidos (LAVIAD; HALPERN, 2016).

Em Mumbai, na india, no periodo de 2 anos (2006 a 2008), foram analisadas
154 amostras de alimentos prontos para 0 consumo, para a presenca de Aeromonas
spp. o0 estudo identificou a presenca em 18 (11,7%) dos alimentos, sendo 22

isolados de Aeromonas pertencentes a 7 espécies diferentes. Verificou-se que as
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estirpes de Aeromonas isoladas eram positivas para fatores de viruléncia com
potencial de resisténcia antimicrobiana elevado, oferecendo desta forma um risco
para a saude dos individuos que consomem estes produtos alimentares crus ou
cozidos (NAGAR, et al., 2011).

Alzainy et al (2011) coletou 60 amostras de peixes vivos (carpas comuns) e
peixes congelados de 15 mercados locais na cidade de Bagda, para isolamento de
Aeromonas hydrophila visando determinar a sua susceptibilidade aos
antimicrobianos. Constataram que 100% dos isolados apresentaram resistentes a
pencillina, ampicilina, Cloxacilina e Bacitracina no teste de sensibilidade e a
resisténcia a outros antibiéticos parece oxitetraciclina 56,5%, tetraciclina 33,4%,
cefoxetina 30,8%, cloramphinicol e canamicina 28,2%, finalmente os isolados
mostram resistentes a estreptomicina e rifampicina em 23,1% e 15,4%,
respectivamente. Estes resultados demonstraram a presenca de Aeromonas
hydrophila em peixes com resisténcia multipla aos antibiéticos em mercados de
Bagda. (ALZAINY et al., 2011). A presenca de A. hydrophila resistente aos
antimicrobianos nos alimentos representa uma ameaca para a saude dos animais
publicos e aquéticos (STRATEV & ODEYEMI, 2015).

As estirpes de Aeromonas sao conhecidas por sua capacidade aumentada de
adquirir e trocar genes de resisténcia a antimicrobianos. Existe uma forte correlacao
entre aquicultura, diversidade de Aeromonas e resisténcia a antimicrobianos.
Existem fortes indicios de ligacdo entre o uso profildtico e sistémico de
antimicrobianos na aquicultura e a propagacao de resisténcia a antibioticos (PALU et
al., 2006; NAGAR, et al., 2011).

12. Legislacéao brasileira para pescado

Tomando como base os padrdes microbiol6gicos que sao normatizados pelas
legislagbes brasileiras pode-se perceber a partir da RDC n° 12 de janeiro de 2001 da
ANVISA, que determina os padrdes de microrganismos presentes em alimentos
pescados e peixes sejam eles frescos resfriados ou congelados, ndo consumidos
cru, estabelece o limite maximo de 103 logUFC/g para Estafilococos coagulase
positiva e auséncia em 25¢g para Salmonella spp. em 25g, configurando assim a

auséncia de padrdo microbiolégico na legislacdo Brasileira para Aeromonas spp.
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nestes alimentos (BRASIL, 2001). Vale ressaltar que ndo ha padrao microbioldgico
para este microrganismo para nenhum tipo de alimento (RODRIGUES, 2007).

A Resolucéo n° 357 de 2005 CONAMA, determina que nas aguas destinadas
a aquicultura e a atividade de pesca de coliformes termotolerantes ndo devera
ultrapassar 1000 coliformes termotolerantes /100mL (BRASIL, 2005). A legislac&o
ndo indica limites de coliformes totais em pescado, mas é necesséario analisar a
presenca deste grupo em alimentos, visando garantir a qualidade sanitaria do
pescado. Estudos tém evidenciado que valores de coliformes totais acima de 50 a
100 NMP por grama de carne de pescado é fato preocupante e devem ser tomadas
medidas de controle para estes microrganismos (BRASIL, 2001; AGNESE et al.,
2001).

Aeromonas sdo bactérias patogénicas que ja foram classificadas como
emergente pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Estudos tém relatado que
nao ha legislacao vigente no Brasil que estabeleca parametros de identificacdo e/ou
quantificacdo para o género Aeromonas para pesquisa em alimentos e &aguas.
Outras pesquisas tém evidenciado que este género néo é rotineiramente investigado
e que, mesmo nao fazendo parte do microrganismo preconizado pela legislacao
ambiental e sanitaria vigentes, € de extrema relevancia econbémica e de saude
publica o seu estudo em aguas e peixes de cultivo, visto que esta bactéria tanto
pode provocar perdas para a piscicultura e pode causar ao ser humano graves
enfermidades. Estes prejuizos estdo associados também a reducdo do tempo de
prateleira dos alimentos devido a alta concentracdo deste grupo de bactérias.
(LANZARIN et al, 2011).
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O trabalho objetiva avaliar o perfil microbiologico de aguas e peixes em piscicultura
de pesque-pague localizados nas cidades da Bahia e na ilha de Itaparica A coleta foi
realizada em dois periodos distintos (seco e chuvoso) em até 3 viveiros de cada uma
das 10 pisciculturas, sendo retirada 2 amostras de peixes e 500 mL de agua,
perfazendo um total de 138 amostras, 48 de agua e 90 de peixes (tilapia). Para a
analise microbiologica foi realizada a contagem de coliformes totais e Escherichia
coli, seguido de identificacdo E.coli 0157, foi realizada também a contagem de
microrganismos aerobios mesoéfilos, de Staphylococcus aureus. Procedeu-se andlise
fisica e quimica da agua (PH, cor, turbidez, OD e DBO). Verificou-se que 100% das
amostras de agua apresentaram contaminag¢do pelos microrganismos testados,
apresentando médias para CT, E. coli e mesofilos de 5,85, 3,52 e 4,16LogUFC/g
respectivamente, sendo 81,2% positivas para E.coli 0157 e70, 83% das amostras
de agua estavam fora do limite estabelecido pela legislacdo. Os sistemas aquicolas
segundo os padrdes fisico quimicos estdo de acordo com a legislacao exceto para
DBO na agua estava fora do padrdo. Os peixes apresentaram 100% para todos o0s
microrganismos e estavam fora do padrdo para E. coli, e S. aureus apresentando
médias de 2,50 e 3,22 LogUFC/g respectivamente, sendo 81,1% positivas para
E.coli O157. Desta forma o consumo dos peixes criados nestes pesque-pague
configura-se como risco a saude publica, uma vez que a falta de manejo adequado
resultaram na contaminacdo da agua que consequentemente contaminaram oS
peixes.

Palavras- chave: DVAs, saude publica, Oreochromis niloticus, qualidade

microbioldgica, pisciculturas.
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Microbiological profile Oreochromis niloticus (tilapia) and nursery waters of
fish-farmed fish farms in cities in the interior of Bahia and Itaparica Island

Abstract

The objective of this work was to evaluate the microbiological profile of fish and water
in fish farming located in the cities of Bahia and the island of Itaparica. The collection
was carried out in two distinct periods (dry and rainy) in up to 3 nurseries of each of
the 10 fish farms , taking 2-6 fish samples and 500 mL of water, making a total of 138
samples, 48 of water and 90 of fish (tilapia). For the microbiological analysis, counts
of total coliforms and Escherichia coli, followed by E.coli O157 identification, were
also counted on aerobic mesophilic microorganisms, Staphylococcus aureus.
Physical and chemical analysis of water (pH, color, turbidity, OD and BOD) were
performed. It was verified that 100% of the water samples presented contamination
by the tested microorganisms, presenting means for CT, E. coli and mesophiles of
5.85, 3.52 and 4.16LogUFC / g respectively, being 81.2% positive for E .157 and
70.83% of the water samples were outside the limits established by the legislation.
The aquaculture systems according to the physical chemical standards are in
accordance with the legislation except for BOD in the water was non-standard. The
fish presented 100% for all the microorganisms and were out of the standard for E.
coli, and S. aureus presenting averages of 2.50 and 3.22 LogUFC / g respectively,
being 81.1% positive for E.coli O157. In this way the consumption of the fish created
in these fish-pay configures as a risk to public health, since the lack of proper
management resulted in the contamination of the water that consequently
contaminated the fish.

Key words: DVAs, public health, Oreochromis niloticus, microbiological quality, fish
farms.

Introducéo
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A piscicultura no Brasil vem crescendo e um novo ramo que vem tomando
espaco e evoluindo a cada ano como fonte de lazer é o pesque-pague. Segundo a
Portaria do IBAMA 136/98 pesque—pague é: Pessoa fisica ou juridica que mantém
estabelecimento constituido de tanques ou viveiros com peixes para exploracao
comercial da pesca amadora. Mesmo sendo uma pratica de lazer este tipo de
piscicultura vem contribuindo para o desenvolvimento da aquicultura brasileira,
sendo a tilapia (Oreochromis niloticus) o peixe de &4gua doce mais produzido no

Brasil e no mundo e cultivados nos pesque-pague (Kubitza, 2015).

Com o crescimento da aquicultura no Pais, surgem preocupacdes com a
qualidade do produto tanto em nivel financeiro e microbiolégico. A aquicultura tem
acarretado alguns problemas ambientais, como o0 aumento do crescimento da
populacdo de bactérias especificas do ambiente aquatico e a possivel proliferacédo
de microrganismos resistentes a antimicrobianos devido a utilizagdo indiscriminada
destes medicamentos nos viveiros (Silva et al., 2016; Peixoto et al., 2012; Peixe BR,

2018).

Condicdes inadequadas de qualidade da agua podem contaminar oS peixes e
favorecer o desenvolvimento de infeccbes diarreicas devido a carga microbiol6gica
presente no mesmo. Além dos parametros microbiolégicos da agua faz-se
necessario também avaliar os fatores fisico-quimicos, como a cor, turbidez, pH,
oxigénio dissolvido (OD) e demanda bioquimica de oxigénio (DBO), visto que estes
influenciam positiva e negativamente na proliferacdo de bactérias (Lorenzon et al.,

2010; Santos et al., 2012; Brasil, 2014; Osman e El-khateeb, 2016).

As bactérias, pela sua variedade de espécies, assim como pela patogenia,
podem ser consideradas como o0 grupo de maior importancia. Dentre elas estédo
Escherichia coli, Staphylococcus aureus (Peixoto et al., 2012; Rocha et al., 2013;

Machado et al., 2016). No Brasil ndo existe legislacdo que aponte os padrdes
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tolerados desses microrganismos em alimentos; apenas parametros microbiologicos
para Estafilococos coagulase positiva/g 10° e auséncia para Salmonella spp. em 25g
de amostra (Brasil, 2001). Para aguas destinadas a aquicultura a os parametros
existentes sdo para os coliformes termotolerantes que especifica ndo exceder 10°

NMP. 100mL (Brasil, 2005).

Tomando como parametro 0s pesque-pague que é uma pratica que vem
crescendo no Brasil e em que as pessoas consomem 0s peixes, manifestou-se o
interesse em avaliar o perfil microbiologico de dguas e peixes consumidos neste tipo
de piscicultura. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil microbiologico
de aguas e peixes em piscicultura de pesque e pague localizados nas cidades:
Amélia Rodrigues, Ubaira, Amargosa, Cruz das Almas, Sapeacu, Sdo Felipe,
Conceicéo do Almeida, Dom Macedo Costa e Santo Antonio de Jesus, Nazaré das

Farinhas, e na ilha de Itaparica localizada no litoral baiano.
Material e Métodos

As dez propriedades selecionadas estdo localizadas na Bahia Amélia
Rodrigues, Amargosa, Sao Felipe, Conceicdo do Almeida, Dom Macedo Costa e
Santo Anténio de Jesus, Ubaira e na ilha de Itaparica. Os critérios principais para a
escolha das pisciculturas foram a existéncia de viveiros escavados que oferecam o
servico de pesque e pague com peixes em idade adulta — Oreochromis niloticus,
peixe conhecido popularmente como Tilapia do Nilo, visto que se constitui no peixe

de 4gua doce mais produzido na Bahia (Kubitza, 2015).

A coleta das amostras ocorreu no periodo de margco de 2017 a novembro de
2017 em dois periodos do ano (seco e chuvoso). Uma amostra de agua de

superficie (500 mL) foi colhida em quatro pontos equidistantes de cada viveiro, em
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até 3 viveiros de cada piscicultura, totalizando 48 amostras. Para tal, frascos
previamente esterilizados foram mergulhados na agua e s6 entdo, abertos. Uma vez
preenchidos com agua, foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
transportados ao Laboratorio de Parasitologia e Microbiologia animal (LPM) da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia para analise. A identificacdo e/ou
contagem dos microrganismos de interesse, foi realizada em um periodo maximo de

24 horas de incubacdo e em um Unico passo.

As amostras de peixe foram coletadas durante as semanas: De cada
piscicultura coletou-se de 2 amostras de peixe em até 3 viveiros, totalizando 90
amostras de peixes. Os peixes foram coletados com auxilio de varas de pescar ou
tarrafas das proprias pisciculturas, em seguida foram abatidos pelo método de Abate
por choque térmico (termonarcose) (Viegas et al., 2012). As amostras foram

acondicionadas em caixas térmicas refrigeradas e transportadas para o laboratério.

Para o preparo do peixe foi realizada a evisceracdo e em seguida, pesou-se
25g de cada amostra e adicionou-se a 225 mL de agua peptonada a 0,1%, para a
preparacao da primeira diluicdo. A partir dai foram realizadas diluicdes seriadas até
a diluicdo 10°® (Silva et al., 2010). Esses procedimentos foram realizados para cada

amostra dos diferentes fornecedores.

O peixe foi preparado para o processamento conforme as metodologias de
Silva et al., (2010) e Apha, (1998). Esses procedimentos foram realizados para cada

amostra dos diferentes fornecedores.

A analise de coliformes totais e Escherichia coli para os peixes foi realizada
por meio da técnica de plagueamento em profundidade “Pour Plate”, com utilizacao

do meio de cultura Chromocult® Coliformes Agar (Silva et al., 2010).
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A andlise de coliformes totais e Escherichia coli para a agua, utilizou-se a
técnica do substrato cromogénico Colilert (sistema patenteado por IDEXX
Laboratories), um método qualitativo e quantitativo que permite determinar o nimero

mais provavel (NMP) de coliformes totais e E. coli (Barros et al., 2015).

A andlise de E. coli O157 para aguas e peixes, foi realizada por meio da
técnica de plagueamento em profundidade “Pour Plate”, com utilizacdo do meio de

cultura Fluorocult® E. coli O157 Agar (Silva et al., 2010).

Para a contagem de microrganismos mesofilos foi utilizada a técnica de
plagueamento em profundidade, porém com o meio de cultura Plate Count Agar

(PCA) da Merck® (Silva et al., 2010). Os resultados foram expressos em log UFC/g.

O método escolhido para analise de S. aureus foi o Petrifim™ Staph Express,
um sistema pronto de meio de cultura, validado pelo Método AOAC® Oficial

2.003,11. A metodologia foi realizada segundo as normas do fabricante.

Para as analises fisico-quimicas da agua foram utilizados os parametro: cor,
pH e turbidez, os quais foram avaliados com a utilizacdo de equipamentos de
bancada digitais, todos previamente calibrados: colorimetro, pHmetro e turbidimetro,
respectivamente. Foi analisado também o oxigénio dissolvido e demanda bioquimica

de oxigénio (Silva et al., 2010).

Todos os resultados foram comparados com a legislacéo vigente no Brasil, a
Resolucdo N° 12, de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, que dispde sobre os
padrées microbiolégicos para alimentos de origem animal (Brasil, 2001) e a
Resolucdo n° 357 de 2005 CONAMA, que determina padrdes fisico-quimicos e

microbiolégicos em agua. (Brasil, 2005).
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Para a analise estatistica os dados foram processados e analisados pelo
programa R Todas as variaveis qualitativas passam pelo teste de normalidade dos
dados (Shapiro-Wilks). Foram realizadas estatisticas descritivas e analiticas como
média, mediana, desvio padrdo, maxima e minima, distribuicdo percentual,
coeficiente de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia adotado foi
(p<0,01**) e (p<0,05*) e teste de ANOVA (analise da variancia) que foram realizados

para comparar o perfil microbiolégico dos pesque e pagues (R CORE TEAM, 2017).

O projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB). Ap6s a aprovacdo N°

23007.005912/2017-60, foram realizadas as coletas (Apéndice 2).

Resultados

Os resultados dos numeros mais provaveis em log (Log NM/100mL) de
contaminacdo por coliformes totais, E.coli e para bactérias mesofilas em (Log
UFC/100mL) em aguas de cultivo dos pesque-pague analisados estdo apresentados

na Tabela 1.

Pbdde-se perceber que das 48 amostras de agua avaliadas, 100% destas
apresentou contaminacdo por coliformes totais que variou de 2,09 a 6,38, com
média de 5,67 Log NMP/100 mL no periodo chuvoso e 6,03 Log NMP/100 mL no
periodo seco. Ja para a contagem de E. coli constatou-se que 100% das amostras
apresentaram contaminacdo, sendo que 73% (34/48) das amostras estavam em
desacordo com a legislacdo que determina valores de até 103 Log NMP/100 mL. A
contaminagao variou de <1 a 6,38 sendo a média de 3,66 Log NMP/100 mL no

periodo chuvoso e 3,38 Log NMP/100 mL no periodo seco. Ao avaliar
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qualitativamente a presenca ou auséncia de E.coli O157H7 constatou-se que 66,7%
das amostras avaliadas no periodo chuvoso e 99 % das amostras avaliadas no
periodo seco foram positivas (Tabelal e Figura 1).

As bactérias mesofilas apresentaram-se em numeros elevados; os valores
encontrados variaram de 2,84 a 7,86 com média de 4,21 Log UFC/100 mL no
periodo chuvoso e 4,12 Log UFCNMP/100 mL no periodo seco (Tabelal). Ao avaliar
estatisticamente a andlise da variancia (ANOVA), observou-se que houve variacao
significativa entre os tanques para os coliformes totais e E.coli (p < 0,05), o que
indica que ha, pelo menos, uma diferenca entre os grupos analisados (Tabela 1).

Avaliar os aspectos fisico-quimicos da agua do viveiro € de fundamental
importancia. Sendo assim, os resultados dos parametros fisico-quimicos (pH, cor
aparente, turbidez, OD e DBO) em &guas de cultivo dos pesque-pague analisados

estdo apresentados na Tabela 2.

Os valores do pH variaram de 5,00 a 7,11 sendo a média de 6,07 no periodo
chuvoso e 6,04 no periodo seco. Entdo, concluiu-se que 12,5% (6/48), das amostras
estavam fora dos padrbes exigidos. Em relacdo a cor aparente constatou-se que
66,6% das amostras estavam inconforme no periodo chuvoso e 45% no periodo

seco (Tabela 2).

O oxigénio dissolvido OD 12,5% das amostras em ambos o0s periodos
estavam em nao conformidade, sendo que apresentou média de 15,91 no periodo
chuvoso e 11,20 no seco. A demanda bioquimica de oxigénio DBO, 87%
apresentaram—se nao conforme no periodo chuvoso e 100% no seco, neste estudo
apresentou-se média de 8,29 mg/L O2 no periodo chuvoso e 9,97 mg/L O, no
periodo seco, sendo, ou seja, fora dos limites estabelecidos pelo CONAMA

(357/2005), que devem ser de até 5mg/L O, (Tabela 2).
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Para peixes foram realizadas analise microbiolégica de CT, E.coli, E.coli
O157H7, S. aureus e bactérias mesofilas em 90 amostras. Os dados referentes a
estes estdo apresentados nas Tabelas 3 a 4 e Figura 1.

Pode-se perceber que em 100% das amostras testadas houve contaminacéo
por coliformes totais que variou de 2,63 a 8,00, com média de 4,65 Log UFC/100 g
no periodo chuvoso e 4,41 Log UFC/100 g no periodo seco. (Tabela3). A contagem
de E.coli neste estudo variou de <1 a 4,32, com média de 2,51Log UFC/100 g no
periodo chuvoso e 2,49 Log UFC/100 g no periodo seco, sendo que destas, 40%
(36/90) estavam fora do padréo recomendado pela legislacdo. Ao avaliar a presenca
de E.coli O157H7, constatou-se que 72,3 % no periodo chuvoso e 84,7% periodo
seco foram positivas totalizando 81,1% (73/90) das amostras como positivas (Tabela
3 e Figura 1).

A contagem de Staphylococcus aureus no peixe demonstrou contagem de <1
a 6,06 log UFC/g (Tabela 4). A média de Staphylococcus aureus nesta pesquisa foi
de 3,40 Log UFC/100 g no periodo chuvoso e 3,00 Log UFC/100 g no periodo seco.
Em todas as amostras de peixes avaliados houve as contagens de Staphylococcus
aureus /g, 65,5% (59/90) das amostras apresentaram-se fora do limite estabelecido
pela legislacdo. As contagens de bactérias heterotréficas aerébias mesdfilas no
peixe variaram de 3,25 a 8,66 Log UFC/g, com média de 5,59 Log UFC/100 g no

periodo chuvoso e 5,33 Log UFC/100 g no periodo seco. (Tabela 3).

Ao avaliar estatisticamente a analise da variancia (ANOVA), observou-se que
houve variacdo significativa entre os tanques para os CT, E.coli e S. aureus e
bactérias heterotréficas aerdbias mesofilas (p < 0,05). Conclui-se que existe pelo
menos dois pesque e pagues com desempenho significativamente diferentes para

0s microrganismos. (Tabela 5).
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Foi realizada analise de correlagdo entre parametros fisico-quimicos e
microbioldgicos. Apos elaboracdo de uma matriz de correlacdo de Spearman, foram
escolhidos os parametros cujos testes apresentaram significancia confirmadas para
P<0,01 e P<0,05. As variacbes de cada um dos parametros sdo mostradas na
(Tabela 6). Observamos que a maioria das correlagcdes ndo foram significativas.
Porém observa-se que houve correlacfes significativas de magnitude variando de
fracas a fortes.

Neste estudo as correlagbes de Spearman apresentaram-se positivas e
negativas. As correlacdes positivas em niveis de significancia P<0,01 e P<0,05
foram: CT na agua e E. coli na agua, sendo o nivel de significancia de (r=0,33*); CT
na dgua e mesofilos na dgua (r=0,32*). J& a E. coli na agua e CT no peixe (r=0,59**);
E. coli na agua e E. coli no peixe (r=0,39**); E. coli na agua e DBO de (r=0,53**); E.
coli na agua e Mesdfilos no peixe (r=0,67**); E. coli na 4gua e S. aureus no peixe
(r=0,50**).

Os CT no peixe, Mesdbfilos no peixe de (r=0,86**); Os CT no peixe e E. coli nho
peixe significancia de (r=0,59**); CT no peixe e S. aureus no peixe (r=0,43**); CT no
peixe e Mesofilos no peixe (r=0,59**). A E. coli no peixe apresentou correlacao entre
CT no peixe e mesofilos no peixe de 0,444 e 0,436 respectivamente. Ja os mesofilos
apresentaram correlacédo entre E.coli no peixe (r=0,61**) e com S.aureus no peixe
(r=0,47**). O S. aureus apresentou correlacdo com E. coli no peixe de (r=0,50**). Os
parametros fisico quimicos as correlagbes positivas foram: cor e turbidez (r=0,62**);
o pH apresentou correlacdo OD de (r=0,61**); a DBO correlacionou com mesofilos
no peixe (r=0,33**); OD e E. coli no peixe (r=0,34%).

As correlagdes negativas foram em nivel de significancia P<0,01 e P<0,05. O

pH apresentou correlacdo negativa com os microrganismos E. coli na agua e CT na



297

298

299

300

301

302

303

304

305

306

307

308

309

310

311

312

313

314

315

316

317

318

319

320

81

agua de (r=-0,34*) e (r=-0,39**) respectivamente, pH apresentou correlacdo com

DBO de (r=-0,47**) A turbidez com CT na agua de (r=-0,30%).

Discussao

Embora ndo exista um padrao no CONAMA 375/05 para contagem de
coliformes totais na legislacao vigente, os valores encontrados neste estudo revelam
nameros elevados e a presenca de coliformes totais na agua indica ma qualidade
higiénico-sanitaria (Osman e El-khateeb, 2016). Segundo Lorenzo et al (2010),
contagens elevadas de coliformes totais em &gua dos pesque e pagues nao
configura problemas para a saude publica, visto que a sua presenca nao € indicativo
de contaminacao fecal. Ja para Conte et al. (2004), além de ndo serem indicativo de
contaminacdo fecal, contagens elevados de CT podem indicar a presenca €
indicativo de contaminacao por E. coli. Nossos resultados corroboram com os de
Santos et al. (2012) que constataram a presenca de coliformes totais, Escherichia
coli e bactérias heterotréficas em 100% das pisciculturas avaliadas.

A contaminacdo por CT e E.coli encontrada nos peixes neste estudo
apresentou correlacdo positiva e significativa para E.coli na agua e CT no peixe e
E.coli no peixe, assim como de CT no peixe e E.coli no peixe. Essa correlacéo
evidencia que a agua estd contaminando o peixe e quanto maior a presenca dos
microrganismos na agua, maior a presenca destes no peixe, uma vez que a E.coli é
um microrganismos que ndo fazem parte da microbiota intestinal dos peixes.
Estudos tem demonstrado que a composi¢ao microbiologica da agua de cultivo esta
associada aos tipos de bactérias presentes no peixe (Lorenzon et al. 2010; Santos et

al., 2012; Osman e El-khateeb, 2016).
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A agua é o principal veiculo de bactérias patogénicas, dentre elas o grupo dos
coliformes, sendo a Escherichia coli o principal indicador de contaminagéo fecal.
(Fernandes & Gois, 2015). Pode-se perceber que houve contaminagéo por E.coli em
100% das amostras testadas e a maioria estava acima do permitido pela legislacéo
Brasileira. Estes dados corroboram com outros estudos que tem evidenciado a
presenca em numeros elevados de E.coli em aguas e pescado (Machado et al.,
2016; Novoslavskij, et al., 2016).

Segundo a resolugdo do CONAMA 375/05 a populacdo de coliformes
termotolerantes nao devera exceder 1.000 (3 log) coliformes termotolerantes/100mL
em 80% ou mais de pelo menos seis amostras coletadas durante um ano para
aguas doces destinadas a aquicultura e atividade de pesca (classe 2) (Brasil, 2005).
Sendo assim, os valores encontrados no estudo referente as aguas dos pesque-
pague analisados estdo em desacordo com a legislacao vigente.

Contagens elevadas de CT e coliformes termotolerantes (E. coli) é
evidenciada em varios estudos (Lorenzo et al., 2010). Souza et al., (2011)
encontraram valores entre 4,61 Log UFC/100 mL e 3,85 Log UFC/100 mL, sendo
gue das amostras analisadas apenas uma (3,17 UFC/100 mL), estava em nao
conformidade com a legislacéo, dados inferiores ao encontrado neste artigo (Santos
et al., 2012). Também demonstra que existe uma correlacao positiva significativa por
estes microrganismos, evidenciando a partir da analise estatistica entre os fatores
indicando que quanto maior o numero de CT, maior as chances de encontrar E. coli
e E. coli O157H7 neste estudo. Este fato é esperado, uma vez que a origem fecal
dos coliformes pode ser a mesma, ou seja, origem de residuos de esgoto ou mesmo

de produtos urbanos.



345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

362

363

364

365

366

367

368

369

83

A avaliacdo realizada neste estudo verificou altas percentagens de E. coli
O157H7 em aguas e em peixes. Niveis elevados de E. coli sdo resultados
preocupantes e configuram-se como um problema de saude publica, uma vez que a
E. coli € um microrganismo que possui estirpes patogénicas para o ser humano
como a E. coli O157H7, uma vez que dose infecciosa muito baixa significa que a
contaminacdo cruzada entre os alimentos é um perigo particular. Além de ser
patogénica, tem alto grau de viruléncia e € responsavel por varios surtos de DTHA
no Brasil e no mundo (Volkweis et al., 2015).

As contagens de bactérias heterotroficas aerdbias meséfilas na agua foram
elevadas nos dois periodos. Os niveis elevados de bactérias mesofilas podem afetar
negativamente o nivel de OD, indicando que quanto maior o niumero de mesdfilos
menor sera o numero de OD na agua, devido a utilizacdo do mesmo para o
crescimento destas bactérias. As bactérias mesofilas quando presentes em grandes
guantidades indicam condi¢cfes higiénico-sanitarias insatisfatorias (Osman e El-
khateeb, 2016). A presenca dessas € indicativa de problema de saude publica, uma
vez que as bactérias heterotréficas mesofilas uma vez que todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar sdo mesoéfilas e pelo fato de que as bactérias
presentes na agua podem estar contaminando os peixes (Franco e Landgraf, 2004;
Fernandes e Gois, 2015).

O pH adequado no viveiro € de extrema importancia para o desenvolvimento
dos peixes, uma vez que variacoes de pH podem favorecer o desenvolvimento de
patdogenos. A maioria das amostras estava dentro dos padrdes exigidos pelo
CONAMA 375/05, que estabelece valores de 6,0 a 9,0 como sendo ideais para a
criacdo de peixes. Outros trabalhos tem apresentado resultados que corroboram

com os descritos neste estudo, com pH que varia numa faixa de 6,8 a 8,0 (Alencar et
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al., 2012; Alves et al., 2016), porém, foram encontrados valores fora do padréo e
estes devem ser corrigidos, uma vez que influenciam na qualidade fisica e

microbiolédgica da agua (Castro et al., 2006; Silva et al., 2016).

A analise estatistica entre os fatores fisico-quimicos, tais como PH e OD. Foi
notada uma alta correlacdo positiva e significativa (p<0,01) entre o pH e o Oxigénio
dissolvido (r=0,61**). Tanto o oxigénio dissolvido como pH, tem uma relacédo direta
com o processo de manutencdo da vida aquatica. Quer seja para 0s processos de
respiracdo aerdbia, como é o caso do oxigénio dissolvido ou para a manutencéo de
um ambiente que proporcione a realizacdo de reacdes quimicas importantes para a

vida, como € o caso do pH (Kato et al., 2005).

A correlacdo entre pH e DBO demonstrou uma correlacdo negativa com
indice de significancia de P<0,01 (r=0,61**), onde o aumento de pH representa um
decréscimo da DBO da agua. Este fato pode estar ocorrendo devido a acidificacéo
da agua por um processo fermentativo gerado a partir do crescimento de bacteriano,
algo evidenciado neste estudo (Paiva Soares et al., 2012, Rocha et al, 2013). Fato
corroborado pela analise negativa do pareamento dos dados entre pH e CT, E.coli e
bactérias mesdfilas, sendo que a maior correlacdo negativa e significativa (p<0,01)
observadas foram para as variaveis coliformes totais e para Turbidez da agua (r=-
0,47**), apresentando uma relacdo inversamente proporcional, onde, quando a um
aumento de uma das variaveis, a outra diminui, e vice-versa. Dados parecidos

foram encontrados por outros autores (Moura et al., 2009; Barros, 2010).

Observou-se que 100% das amostras apresentaram valores de oxigénio
dissolvido elevados na agua, dados que indicam condi¢cdes adequadas ao ambiente

aquatico (Tabela 2). Segundo resolucdo CONAMA 357/05, na agua de classe 2 as
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concentracdes de oxigénio dissolvido devem conter no minimo 5,00 mg/L. Os dados
encontrados neste estudo corroboram com 0s observados em estudos realizados
em outros pesque e pagues que sugerem um valor superior a 5mg/L (Castro et al.,

2006; Brasil, 2005; Alencar, 2012; Alves et al., 2016).

Avaliar os aspectos fisico-quimicos da agua do viveiro é de fundamental
importancia para a qualidade do peixe consumido e para a cultura, bem como
analisar o pH, oxigénio dissolvido e boa alimentacdo, que estdo diretamente
relacionados a qualidade da agua. Outro fator que pode estar influenciando nestes
parametros, assim como na qualidade da agua € presenca de coliformes
termotolerantes e a quantidade de racao utilizada para alimentar os peixes. Isto
pode levar a eutrofizacdo do ambiente aquatico, ocasionando reducdo do oxigénio
dissolvido e assim, favorecer a contaminacdo por S. aureus, jA que a racao é
manipulada por seres humanos e diversos estudos tém associado a contaminacgao
cruzada e estes estdo sendo isolados em méaos de manipuladores (Castro et al.,

2006; Silva et al., 2016).

A demanda bioquimica de oxigénio DBO neste estudo apresentou-se fora dos
padrbes de limites estabelecidos pelo CONAMA (357/2005), que devem ser de até
5mg/L O, (Tabela 7). A DBO é um indicador de matéria organica na agua, sendo
definido como a concentracdo de oxigénio dissolvido necessaria para estabilizar os
niveis de matéria organica no ambiente aquatico e evitar o processo de eutrofizacdo
do meio. Desta forma, pode-se afirmar que os valores encontrados sao indicativos
de contaminacédo e qualidade higiénico-sanitaria inadequada das aguas dos viveiros

e consequentemente dos peixes que neles vivem (Samocha et al., 2004).
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Deste modo, os resultados referentes a DBO encontrados neste artigo séo
indicativos de contaminacdo da agua do viveiro e explica numeros elevados de OD.
Com isto, maior € o numero de DBO para que assim ocorra a diminuicdo de matéria
organica, com isso ocorra a diminuicdo do numero de bactérias (Samocha et al.,

2004).

Os niveis de cor aparente e turbidez encontram-se em concordancia com 0s
limites estabelecidos pelo CONAMA 357/2005 que devem ser de até 75 mg Pt/L e
100 NTU, respectivamente (Brasil, 2005). Segundo Alencar et al.(2012), a turbidez
pode estar relacionada a um elevado indice de componentes dissolvidos, desde
matéria organica, até microrganismos patogénicos, que podem causar a
contaminacao de produtos. A cor e a turbidez apresentaram uma correlacado positiva
forte algo esperado uma vez que o aumento da turbidez na agua € causada por
materiais em suspensdo e com o aumento da turbidez consequentemente ocorre o

aumento da cor aparente (Kato et al., 2005).

Segundo a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, os padrdes
microbiologicos para peixes in natura e resfriados séo: Estafilococos coagulase
positiva. até 103NMP/100 mL (maximo Log UFC/g: 3,0), Salmonella spp. (auséncia
em 25g) (Brasil, 2001). Embora ndo exista padrdo estabelecido para coliformes
totais na legislagcédo vigente, valores elevados destes indicam condi¢cdes higiénico-
sanitarias deficientes. A presenca de coliformes termotolerantes em alimentos
sugere que ha presenca elevada de E. coli, permitindo assim obter os niveis de
contaminagao e a qualidade sanitaria em que os alimentos se encontram (Franco e
Landgraf, 2004). A contagem de E.coli neste estudo indica que as amostras de

peixes avaliadas oferecem risco a saude este fato é preocupante uma vez que foi
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encontrada presenca elevada de E.coli O157H7 nos dois periodos estudados e isso

configura como risco a saude publica (Brasil, 2001).

Esta contaminacdo pode estar ocorrendo devido a presenca de animais
homeotérmicos presentes préoximos aos viveiros como cées, bovinos e aves, as
quais foram visualizadas no momento da coleta ou por contaminacao por esgotos ou
fossas. Estes dados vao de acordo com outros trabalhos realizados por Silva et
al.(2010); Lorenzon et al.(2010); Alencar et al. (2012).

As bactérias mesodfilas quando presentes em grandes quantidades indicam
condi¢cBes higiénico-sanitarias insatisfatorias. Embora ndo existam limites para
bactérias aerdbios mesdfilas em pescado, € importante que se fagam tais analises,
pois a partir destas é possivel ter um parametro higiénico-sanitaria dos peixes, evitar
contaminagdo por possiveis bactérias patogénicas e deterioracdo dos alimentos
processados. Lanzarin et al. (2012), realizaram uma pesquisa em pescados e 0s
dados variaram de 4,69 a 7,92 log UFC/g e 5,30 a 8,08 log UFC/g para tambacu
eviscerado e em banda, respectivamente. Damasceno et al. (2016) encontraram
contagens de aerdbios mesdfilos com variagcdo aproximada de 6.03 a 8.23 log

UFCl/g, e estes valores corroboram com os encontrados neste estudo.

O teste correlacdo de Spearman para as bactérias mesdfilas em peixes,
apresentam correlagcao positiva a ao nivel de significancia de P<0,01 com, E.coli na
agua, CT no peixe, E.coli no peixe e S.aureus indicando que, quando houve um
aumento ou diminui¢do dos niveis de uma dessas variaveis a outra aumentava ou
diminuia proporcionalmente. As maiores correlagcdes positivas e significativas
(p<0,01) apresentadas foram entre as contagens de coliformes totais nos peixes e
as contagens de mesofilos nos peixes (r=0,86**). A presenca de coliformes na agua

€ tomada como uma indicacdo de que possam existir microrganismos patogenicos,
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como constatado a presenca de mesofilos nos peixes E.coli no peixe e S.aureus
(Kato et al., 2005). Isso ocorre devido as bactérias mesoéfilas que se multiplicam
entre 10°C e 45°C mesma temperatura de crescimentos das bactérias
correlacionadas. Além disso, inclui a maioria dos contaminantes dos alimentos de
origem animal, podendo atingir altas contagens quando o alimento é mantido a

temperatura ambiente (Ritter et al, 2012).

Contagens de Staphylococcus aureus é de grande importancia, pois este
microrganismo € um dos mais envolvidos em surtos de DTA relacionadas ao
consumo de alimentos contaminados pela manipulacdo do alimento em condi¢bes
higiénico-sanitarias inadequadas (Lima et al, 2011; Rocha et al, 2013). O risco
potencial de uma toxinfeccdo causada por este microrganismo existe e dependera
da manipulacédo do produto e seu posterior armazenamento e processamento (Silva

et al., 2016).

Estes achados podem estar relacionados com contaminagdo de origem
humana e configura-se como possivel risco a saude publica, pois Staphylococcus
aureus é uma bactéria patogénica oportunista para humanos e peixes (Silva et al.,
2016). A deteccdo de Staphylococcus aureus em aguas indica uma situacdo de
contaminagao do ambiente e condi¢des ruins de saneamento (Basso et al., 2014).

Pode-se perceber que houve uma diferenca entre as médias para 0s
microrganismos tanto na agua como em peixes e nos parametros fisico-quimicos da
agua entre os periodos, sendo que no periodo chuvoso a concentracdo desses
microrganismos foi maior do que no periodo seco. Deixando claro que com o
aumento da chuva, ocorre o processo de lixiviacdo dos solos, que com eles arrastam
a matéria organica e com estes microrganismos modificam a microbiota do solo,

aumentando as concentracoes destes que sao naturais da microbiota da agua e
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agregando outras que contaminam os peixes e modificam os parametros fisico-

qguimicos da agua (Silva, 2014).

Conclusdes

Pode-se concluir que todas as amostras apresentaram contaminacao para E.
coli, sendo que 73% das aguas utilizadas na atividade de piscicultura local
avaliadas neste estudo apresentaram-se fora dos limites estabelecidos pela
legislacdo para E.coli. Com relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados
neste estudo, a DBO esta fora do padrao estabelecido indicando contaminacéo e
observa-se alta carga microbioldgica.

Os peixes avaliados apresentaram-se contaminacao elevada para CT, E. coli,

S. aureus entre os dois periodos avaliados, sendo estes classificados como um
alimento que oferece risco a saude publica. A presenca de estirpes patogénicas de
E.coli O157H7 nos peixes avaliados € algo preocupante, uma vez que estas sédo de
alto grau de viruléncia e patogénicas para homem e estdo na lista de bactérias

envolvidas em surtos alimentares, configurando assim como risco a saude publica.

A presenca de enterobactérias nos peixes e na agua representa um risco
potencial a saude do consumidor uma vez que o consumo de peixe cru ou mal
cozido contaminado, pode configurar como fatores importantes para ocorrer infec¢ao
e/ou intoxicacdo alimentar. Sendo assim, o0 monitoramento da qualidade da agua
dos viveiros € de suma importancia, enfatizando os cuidados no preparo e

manipulagdo desses alimentos, a fim de minimizar os riscos de contaminagdo por
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microrganismos, pois a partir desta é possivel garantir um alimento seguro e de

qualidade para o consumo.

N&o existe manejo adequado das aguas dos viveiros e consequentemente
dos peixes que sao criados. Isso € um dos fatores que contribuem diretamente para
qualidade higiénico-sanitaria dos pesque-pague. Desta forma faz-se necessaria uma
qualificacdo tanto dos proprietarios como da mao de obra utilizadas, visando a

qualidade da agua dos viveiros e dos peixes consumido nestes estabelecimentos.
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Tabelal - Analises microbioldgicas. Média dos resultados em Log, dos niUmeros mais
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provaveis (Log NMP/100 mlI™) em agua do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido

do recdncavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de mar¢o a

novembro de 2017.

Periodo Periodo seco
chuvoso
Proprie Tan CTLog E.coli Mesofilo CT Log E.coli Mesofilos
dades que NMP/100 Log s Log NMP/1 Log Log
S mL NMP/1  UFC/g-* 00 NMP/100 UFC/g-t
00 mL mL
mL
1 2,08 1,49 3,87 6,38 <1 3,54
P1 2 2,19 2,13 3,81 5,32 <1 3,14
3 2,13 1,61 3,70 6,38 <1 7,86
1 5,37 2,28 5,34 6,38 3,61 3,86
P2 2 6,00 4,23 3,84 6,38 3,87 4,05
3 6,00 4,40 3,72 6,38 2,00 4,11
1 6,38 4,30 4,45 6,38 3,71 4,41
2 6,38 2,71 7,75 6,38 4,83 3,91
P3 3 6,38 2,86 6,20 6,38 3,61 5,26
1 6,38 4,71 4,33 6,38 6,38 5,94
P4 2 6,00 5,49 3,92 6,23 4,78 5,90
3 6,38 5,53 4,12 5,47 2,00 3,36
1 6,38 3,47 3,81 4,73 <1 2,60
P5 2 5,98 3,00 4,18 6,38 <1 2,95
P6 1 6,38 4,38 4,56 5,76 4,45 5,19
P7 1 6,15 4,00 4,34 4,98 3,30 3,46
P8 1 5,88 3,61 3,09 6,38 4,75 3,79
2 6,38 4,99 3,48 6,38 4,68 3,17
3 6,38 4,48 3,61 6,38 4,61 3,95
P9 1 5,75 3,49 3,20 5,63 4,12 3,60
2 5,93 3,30 3,91 4,43 4,38 2,84
P10 1 6,38 3,79 2,84 6,38 3,79 2,84
2 6,38 3,71 3,81 6,38 3,71 3,81
3 6,38 3,86 5,24 6,38 3,86 5,24
Minimo 2,08 1,49 2,84 4,43 <1 2,84
Maximo 6,38 4,98 7,75 6,38 6,38 7,86
Média 5,67** 3,66** 4,21 6,03** 4,16** 3,52
Desvio padrao 1,38 1,09 1,05 0,64 1,54 1,23

** A analise da variancia (ANOVA) ouve diferenca significativa a (P< 0,05)
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Tabela 2 — Analises dos parametros fisico-quimicos (pH, cor aparente, turbidez, OD e DBO) em

aguas de cultivo dos pesque-pagues analisados, em agua do viveiro dos pesque-pagues localizados

na regido do recdncavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de marco a

novembro de 2017.

Periodo chuvoso

Periodo seco

Proprieda Tanqu pH Turbide Cor oD BOD pH Turbide Cor oD BOD
des es z z
1 6,79 4,63 20 24,7 7,22 6,00 4,74 40 6,8 5,562
P1 2 6,34 134 40 29,8 4,44 6,00 4,61 40 8,00 6,29
3 6,6 45,3 80 31,1 7,67 6,00 14,9 60 6,4 6,33
P2 1 6,85 7,59 80 26,1 5,38 5,00 1,26 20 3,5 8,90
2 7,08 8,61 80 29,96 5,17 6,00 1,08 30 3,1 8,64
3 7,11 8,00 80 31,73 4,36 7,00 0,8 40 2,8 9,16
1 6,24 11,53 80 271 7,29 6,00 14,5 100 15,8 10,96
2 6,42 3,64 80 23,96 6,49 6,00 35,9 100 14 12,02
P3 3 6,48 17,26 30 17,26 4,56 6,00 13,5 80 14 11,65
1 500 7,16 40 7,03 14 6,00 8,88 30 8,6 11,02
P4 2 5,00 15,7 100 585 12,56 6,00 8,3 40 8,5 10,87
3 500 5,96 40 5,35 12,04 6,00 8,00 40 8,73 10,61
1 6,00 6,4 100 6,35 11,9 6,00 8,00 30 6,4 6,42
) 2 6,00 10 100 13,8 10,96 6,00 15,6 100 5,7 6,75
P6 1 6,00 18 100 11 6,79 6,00 12,00 80 8,56 11,2
p7 1 6,00 12,33 100 10,7 6,87 7,00 31,1 100 1596 13,44
P8 1 6,00 357 100 727 7,93 6,00 6,72 100 16,16 12,37
2 6,00 19,1 100 513 8,07 6,00 4,99 100 16,46 12,35
3 500 21,1 100 4,93 7,4 6,00 14,93 100 16,23 12,47
P9 1 6,00 22,13 100 3,83 8,12 6,00 15,4 100 13,5 10,16
2 6,00 22,1 100 3,96 7,9 6,00 13,46 80 14,68 10,36
P10 1 6,00 8,00 60 19,9 10,52 6,00 8,00 60 19,9 10,52
2 6,00 2,5 20 20,2 10,46 6,00 2,5 20 20,2 10,46
3 6 5,16 30 15 11,05 6,00 516 30 15 11,05
Minimo 5,00 2,5 20 3,83 4,33 5,00 5 20 0,80 2,80
Maximo 7,11 22,13 100 31,73 14 7,00 7 100 35,90 20,20
Média 6,07 18,82 73,33 15,91 8,29 6,04 10,61 63,33 11,20 9,97
Desvio padréao 0,60 29,73 26,5 10,03 2,76 0,35 31,30 8,58 5,33 2,25

OD= Oxigénio dissolvido; BOD= Demanda Bioquimica de Oxigénio; Cor = cor aparente.
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Tabela 3 - Analises microbiolégicas. Média dos resultados em Log, de coliformes totais (CT), E. coli, E.coli
0157H7 e Mesdfilos (Meso) unidades formadoras de col6nias (Log UFC. mL), em peixes do viveiro dos pesque-
pagues localizados na regiéo do recéncavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de marco

a novembro de 2017.

PERIODO CHUVOSO PERIODO SECO
Propriedad T CTLog E.coli Mesofilo  CT Log E.coli Mesdfilo
es UFC/g-t Log s Log UFC/g-t Log s Log

UFC/g-1  UFCl/g-t UFC/g-1  UFClg-1
P1 1 3,97 3,87 4,16 2,84 2,30 3,30
2 4,08 2,47 4,13 - - -
3 4,15 2,47 4,37 - - -
P2 1 4,74 3,29 6,68 4,02 <1 5,13
2 5,23 3,22 5,85 4,18 <1 5,33
3 5,04 3,10 5,73 3,65 1,47 4,26
P3 1 3,91 <1l 4,15 3,95 <1 4,11
2 4,00 <1 4,17 3,51 <1 4,21
3 3,72 <1 4,07 4,46 <1 5,23
P4 1 5,06 <1 8,61 4,42 2,85 5,69
2 5,06 3,03 8,66 5,19 3,73 5,15
3 5,24 3,29 8,64 4,76 3,77 5,39
P5 1 2,62 <1 3,24 - - <1
2 3,30 <1 3,90 - - <1
P6 1 4,26 2,35 7,00 3,76 1,86 3,98
P7 1 5,90 2,92 5,35 4,78 2,23 4,96
P8 1 6,33 2,87 6,82 4,67 3,95 6,31
2 8,00 3,43 7,79 4,21 4,12 6,37
3 6,11 3,26 6,68 4,85 4,31 6,20
P9 1 3,97 1,45 3,79 5,35 2,30 5,76
2 4,23 2,81 5,19 5,25 1,47 5,61
P10 1 4,04 3,86 4,82 4,36 3,46 5,49
2 4,35 3,25 5,18 4,75 3,64 7,02
3 4,29 3,51 5,29 5,26 3,51 7,40
Minimo 2,62 <1 3,24 2,84 <1 <1
Maximo 8,00 3,87 8,66 5,35 4,31 7,40
Média 4,65 2,51 5,59 4,41 2,49 5,33
Desvio padréo 0,93 1,12 1,40 0,93 1,12 1,40
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Figura 1- % de E. coli O157H7 em &agua e peixes do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido do

reconcavo baiano e ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de mar¢o a novembro de 2017.

82,2% E.coli0157H7 Periodo chuvoso e

$eco em aguas de viveiros de pesque e
pagues

Periodo chuvoso

Periodo seco

81,1% E.coli0157H7 Periodo chuvoso
seco em peixes de viveiros de pesque e
pagues

Periodo chuvoso  Periodo seco

P= presenca, N= auséncia de E.coli O157: H7.
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716 Tabela 4 - Analises microbioldgicas. Média dos resultados em Log, de, S. aureus, em unidades formadoras de

717 colénias (Log UFC. mL), em peixes do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido do recéncavo baiano e

718 ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margco a novembro de 2017.-.
PERIODO CHUVOSO PERIODO SECO
Propriedades T S. aureus Log S. aureus Log
UFC/g-t UFC/g-t
P1 1 2,90 <1
2 2,95 <1
3 2,69 <1
P2 1 3,72 3,89
2 4,00 6,05
3 3,68 3,49
P3 1 2,47 <1
2 2,84 <1
3 2,60 <1
P4 1 2,77 3,14
2 3,94 3,23
3 3,81 3,30
P5 1 3,11 <1
2 2,47 <1
P6 1 4,46 4,46
P7 1 4,00 2,95
P8 1 3,62 4,04
2 3,69 4,00
3 3,25 3,79
P9 1 3,51 3,90
2 2,60 3,76
P10 1 4,05 4,05
2 4,06 4,06
3 4,32 4,32
Minimo 2,47 <1
Maximo 4,32 6,05
Média 3,40 3,00
Desvio padréo 1,12 1,12
719
720
721
722
723
724

725
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Tabela 5 - Andlise comparativa dos valores microbiolégica entre locais de coleta. A andlise da variancia

(ANOVA) em aguas e peixes do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido do recéncavo baiano e ilha de

Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro de 2017.

ANOVA ENTRE LOCAIS DE COLETA

Soma dos gl Quadrado F Sig.
Quadrados Médio
Coliformes totais - Entre 25,076 9 2,786 3,627 ,002**
Agua Grupos
Nos grupos 29,192 38 ,768
Total 54,267 47
Escherichia coli — Agua Entre 55,315 9 6,146 8,171 ,000**
Grupos
Nos grupos 28,583 38 , 752
Total 83,898 47
Mesoéfilos — Agua Entre 18,208 9 2,023 1,814 ,097
Grupos
Nos grupos 42,372 38 1,115
Total 60,580 47
Coliformes totais - Entre 20,695 9 2,299 4,520 ,001**
Peixe Grupos
Nos grupos 17,297 34 , 509
Total 37,992 43
Escherichia coli — Peixe Entre 37,199 9 4,133 8,197 , 000**
Grupos
Nos grupos 17,145 34 , 504
Total 54,344 43
Mesofilos — Peixe Entre 48,217 9 5,357 5,047 , 000**
Grupos
Nos grupos 36,089 34 1,061
Total 84,306 43
Staphylococcus aureus Entre 25,673 9 2,853 3,376 , 005**
— Peixe Grupos
Nos grupos 28,725 34 , 845
Total 54,398 43




103

731 Tabela 6- Andlise estatistica. Correlagdo de Spearman, em unidades formadoras de col6nias (Log UFC. mL), em
732 aguas e peixes do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido do recdncavo baiano e ilha de Itaparica do

733 Estado da Babhia, no periodo de mar¢co a novembro de 2017.

734
X
O P &8 0 6 = 0 W 6 5 ¢ U
cor 1062 )X X X X XX X X X X
TURBIDEZ 1 o | X XXX X | X 1o 1o | I
pH 1 (061034 X 10470.3940X X X os
oD 11 XX XXX X oa| o
C.T. agua 1 >< >< >< >< >< -
Meso. agua 1 >< >< >< >< >< ><
r 0
DBO 10530 033 0X [0X
E.Coli_4gua 1 059067050 [Fie
C.T. peixe 1 0.86™0.4370.59" [r-04
; 1 0.47*0.61** g
L L o B Correlagzo positiva
S.Aureus_peixe 1 0.50™ i B Correlagéo negativa
s X Nao significativa
E.Coli_peixe 1 "
(p<0,01)
T (peogs)
735

736 OD=0xigénio Dissolvido / DBO= Demanda Bioquimica de Oxigénio/ Meso = Bactérias Mesdfilas / Cor= cor

737 aparente.



104

CAPITULO 3

Ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp e em Oreochromis niloticus
(tilapia) em aguas de viveiro de pisciculturas de pesque-page e sensibilidade a

antimicrobianos.

Artigo a ser submetido a Revista: Journal of Microbiology
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Ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp em Oreochromis niloticus
(tilapia) em aguas de viveiro de pisciculturas de pesque-pague e sensibilidade

a antimicrobianos

Ocorréncia de bactérias do género Aeromonas spp e em Oreochromis niloticus...

Adriana dos Santos Silva?, Ludmilla Santana Soares e Barros®*, Danuza das Virgens

Lima3 e Daniela Simdes Velames.

1 Mestranda pela Universidade Federal do Reconcavo da Bahia (UFRB).

2 Professora Doutora pela Universidade Federal do Recbncavo da Bahia

(UFRB).

3 Graduanda pela Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB).



22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

107

Resumo- No Brasil, os pesque e pagues tem se tornado uma pratica que vem
crescendo e, com isto, surgem preocupacdes com a qualidade microbiolégica dos
peixes. Este estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de Aeromonas spp. em
agua e peixes provenientes de pesque-pague localizados em cidades da Bahia e na
ilha de Itaparica e seu perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos. A coleta
foi realizada em dois periodos distintos (seco e chuvoso) em até 3 viveiros de cada
uma das 10 pisciculturas, sendo retirada 2 amostras de peixes e 500 mL de agua,
perfazendo um total de 138 amostras, 48 de agua e 90 de peixes (tilapia). Para a
andalise microbiologica foi realizada a contagem de Aeromonas spp. , € teste de
susceptibilidade a antimicrobianos. Procedeu-se também a analise fisico e quimica
da agua (pH, cor, turbidez, OD e DBO). Verificou-se que 100% das amostras
apresentaram contaminagdo por Aeromonas spp., apresentando médias de
Aeromonas spp. que variaram de 1,17 a 4,47, com média de 2,92 Log UFC/100 mL
no periodo chuvoso e 3,16 Log UFC/100 mL no periodo seco. Os peixes estavam
Aeromonas spp. que variou de <1 a 5,46, com média de 2,58 Log UFC/100 mL no
periodo chuvoso e 3,53 Log UFC/100 mL no periodo seco. As amostras de
Aeromonas spp. apresentaram multirresisténcia a 2 ou 8 antimicrobianos em 62,5%
das amostras a Ampicilina foi antimicrobiano que apresentou maior percentual de
resisténcia. Desta forma o consumo dos peixes criados nestes pesque-pague

configura-se como risco a saude publica.

Palavras- chave: DTHASs, saude publica, Oreochromis niloticus, qualidade

microbioldgica, resisténcia antimicrobiana, pisciculturas.
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Abstract- Since amateur fishing in fish ponds has been on the increase in Brazil,
there is a great concern on the microbiological quality of fish. Current study
investigates the occurrence of Aeromonas spp. in water and in fish from fish ponds in
towns of the state of Bahia and in the island of Itaparica, Brazil, coupled to their
sensitiveness to antimicrobial agents. Samples were collected in the dry and rainy
periods in up to three fishponds of each of the ten fish farms. Two fish samples and
500 mL of water were retrieved, totaling 138 samples, or rather, 48 water samples
and 90 tilapia specimens. Aeromonas spp. counts and tests for sensitiveness to
antimicrobials were performed, coupled to the physical and chemical analyses of
water (pH, color, turbidity, DO and BOD). Tests revealed that all samples were
contaminated by Aeromonas spp., averaging between 1.17 and 4.47, mean 2.92 Log
CFU/100 mL during the rainy period and 3.16 Log CFU/100 mL during the dry one.
Fish contaminated by Aeromonas spp. ranged between <1 and 5.46, mean 2.58 Log
CFU/100 mL during the rainy period and 3.53 Log CFU/100 mL during the dry one.
The samples of Aeromonas spp. were multi-resistant to 2 or 8 antimicrobials in
62.5% of the samples. Ampicillin was the antimicrobial with the highest resistance
percentage rate. Results showed that fish bred in amateur fish farms constituted a

health risk for the population.

Keywords: FWBDs, public health, Oreochromis niloticus, microbiological quality,

antimicrobial resistance, fish farms.
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Introducao

A aquicultura atualmente tem se destacado como o setor alimenticio com
elevada taxa de crescimento; a producdo de peixes em cativeiro tem aumentado
consideravelmente no Brasil e no mundo. No Brasil, a tilapia foi o peixe de agua
doce mais produzido (Kubitza, 2015). No Brasil um novo ramo que vem tomando
espaco como fonte de lazer € a piscicultura de pesque-pague. Segundo a Portaria
do IBAMA 136/98 pesque—pague é€: Pessoa fisica ou juridica que mantém
estabelecimento constituido de tanques ou viveiros com peixes para exploracao
comercial da pesca amadora (IBAMA, 1998).

A aquicultura é uma pratica rentavel para o pais, mas tem acarretado alguns
problemas ambientais, como o0 aumento do crescimento da populacdo de
bacterianas especificas da microbiota aquatica natural, acimulo de residuos
provenientes da alimentacao e a possivel proliferacdo de microrganismos resistentes
a antimicrobianos, visto que estes sao utilizados de forma descontrolada. Varias sdo
as bactérias que estdo relacionadas com patologias em peixes; dentre elas estédo
Aeromonas spp., uma bactéria patogénica para peixes e para o ser humano (Silva et
al., 2016).

As estirpes de Aeromonas spp. sdo conhecidas por sua capacidade
aumentada de adquirir e trocar genes de resisténcia a antimicrobianos. Existe uma
forte correlacdo entre aquicultura, diversidade de Aeromonas spp. e resisténcia a
antimicrobianos. Existem fortes indicios de ligacéo entre o uso profilatico e sistémico
de antimicrobianos na aquicultura e a propagacéo de resisténcia a antimicrobianos

(Nagar, et al., 2011).
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O género Aeromonas possui estirpes patogénicas para animais aquaticos e
tém sido apontados na literatura como um dos principais agentes etiolégicos
causadores de infeccbes em peixes e outras culturas aquaticas, gerando perdas
econbmicas para as pisciculturas no Brasil. Algumas bactérias deste género sao
identificadas como patdégenos de importancia para saude publica. Dados
epidemioldgicos tém demonstrado que o consumo de alimentos e 0 contato ou
ingestdo de agua contaminada, configura-se como um dos principais meio de
transmissao deste patdgeno, sendo estes descritos como um dos principais agentes
etiologicos de gastroenterites em humanos (Janda e Abbott, 2010; Stratev e
Odeyemi, 2015).

A RDC 12/2001 da ANVISA néo estabelece limites para esse microrganismo
em alimentos. (Brasil, 2001).

Aeromonas spp. tém sido caracterizadas com um patégeno oportunista de
importancia mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, sendo
associada a diarreia do viajante. Sao encontradas, principalmente em ambientes
aguaticos, assim como podem ser encontradas em animais e estdo relacionadas a
diversas infeccdes no homem e em animais (Hofer et al., 2006). Em diferentes
partes do mundo, existem relatos de caso de contaminacdo humana por varias
espécies, sendo elas Aeromonas hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sobria. A.
hydrophila sdo as mais associadas a diarreia aquosa e disenteria (Silva et al., 2010).
Em 2010 foram relatados novos casos de infeccdo por feridas e gastroenterite
associadas a duas novas espécies: A. sanarellii e A. taiwanensis (Beaz-Hidalgo et
al., 2012).

Desta forma, pensando-se nas bactérias do género Aeromonas como

microrganismos patogénicos para o ser humano e para animais e, a sua importancia
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para a saude publica devido ao seu alto potencial de viruléncia e resisténcia a
antimicrobianos, no crescente numero de casos relatados no Brasil e no mundo que
evidenciam a ocorréncia de casos de gastroenterites provocadas por estes
microrganismos, as quais podem ser veiculadas por alimentos e aguas
contaminadas e o fato de terem poucas pesquisas realizadas na Bahia sobre a
presenca de Aeromonas em pesque e pague que € uma pratica esportiva que vem
crescendo no Brasil, manifestou-se o interesse de estudar a ocorréncia de
Aeromonas spp. em agua e peixes provenientes de pesque-pague localizados em
cidades da Bahia Amélia Rodrigues, Ubaira, Amargosa, Séo Felipe, Conceicdo do
Almeida, Dom Macedo Costa e Santo Antonio de Jesus, Ubaira e na ilha de

Itaparica e seu perfil de susceptibilidade a agentes antimicrobianos.

Material e Métodos

As dez propriedades selecionadas estdo localizadas na Bahia Amélia
Rodrigues, Amargosa, Séao Felipe, Conceicdo do Almeida, Dom Macedo Costa e
Santo Anténio de Jesus, Ubaira e na ilha de Itaparica. Os critérios principais para a
escolha das pisciculturas foram a existéncia de viveiros escavados que oferecam o
servico de pesque e pague com peixes em idade adulta — Oreochromis niloticus,
peixe conhecido popularmente como Tilapia do Nilo, visto que se constitui no peixe

de 4gua doce mais produzido na Bahia (Kubitza, 2015).

A coleta das amostras ocorreu no periodo de margo de 2017 a novembro de
2017 em dois periodos do ano (seco e chuvoso). Uma amostra de agua de
superficie (500 mL) foi colhida em quatro pontos equidistantes de cada viveiro, em

até 3 viveiros de cada piscicultura, totalizando 48 amostras. Para tal, frascos
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previamente esterilizados foram mergulhados na agua e s6 entéo, abertos. Uma vez
preenchidos com agua, foram acondicionados em caixas isotérmicas com gelo e
transportados ao Laboratorio de Parasitologia e Microbiologia animal (LPM) da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia para analise. A identificacdo e/ou
contagem dos microrganismos de interesse, foi realizada em um periodo maximo de

24 horas de incubacdo e em um Unico passo.

As amostras de peixe foram coletadas semanalmente. De cada piscicultura
coletou-se de 2 amostras de peixe em até 3 viveiros, totalizando ao final da pesquisa
90 amostras de peixes. Os peixes foram coletados com auxilio de varas de pescar
ou tarrafas das préprias pisciculturas, em seguida foram abatidos pelo método de
Abate por choque térmico (termonarcose) (Viegas et al., 2012). As amostras foram

acondicionadas em caixas térmicas refrigeradas e transportadas para o laboratério.

Para o preparo do peixe foi realizada a evisceracdo e em seguida, pesou-se
259 de cada amostra e adicionou-se a 225 mL de agua peptonada a 0,1%, para a
preparacao da primeira diluicdo. A partir dai foram realizadas diluicdes seriadas até
a diluicdo 10°® (Silva et al., 2010). Esses procedimentos foram realizados para cada

amostra dos diferentes fornecedores.

O peixe foi preparado para o processamento conforme as metodologias de
Silva et al., (2010) e Apha, (1998). Esses procedimentos foram realizados para cada

amostra dos diferentes fornecedores.

Para analise de Aeromonas spp. foi utilizado o meio, Aeromonas Isolation
Agar (Base), acrescido de um suplemento o “Aeromonas Selective Supplement”.
Este meio tem a adicdo de ampicilina o tornado seletivo. A Ampicilina para o

isolamento seletivo e diferencial de Aeromonas hydrophila a partir de amostras
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clinicas e ambientais. Este € um meio utilizado para a identificacdo rapida e
simultdnea de espécies de Aeromonas, Plesiomonas, Proteus, assim como
Enterobacteriaceae, de modo que o meio € utilizado como meio universal na

investigacao da doenca entérica.

A metodologia utilizada para a contagem de microrganismos Aeromonas spp.
foi a técnica de pour plate (plagueamento em profundidade) (Silva et al., 2010).
AplOs o preparo da amostra foi realizado o processo de diluicdo seriada, até a
diluicdo 10™. O processo de incubacéo foi realizada a partir das diluicées seriadas e
o plagueamento foi realizado em triplicata. As placas foram incubadas invertidas e
as colonias que apresentaram cor verde-escuro, opaco com centros escuros foram
consideradas positivas para Aeromonas spp. Os isolados de Aeromonas spp. foram
contados utilizando um contador de colénias mod. Phoenix contador CE 550A a

partir de placas com 25-250 col6nias (Apha, 1998; Silva et al., 2010;).

As colbnias identificadas como colonias de Aeromonas spp., em numero de
até cinco por amostra, foram semeadas em meio de cultura Caldo infusdo cérebro
coracgao, para a conservacao em Agar nutriente e glicerol (Suéarez, et al., 2011, Silva

et al., 2010; Evangelista-Barreto et al., 2010. Apha,1998).

O perfil de resisténcia aos agentes antibacterianos foi realizado pelo método
de difusdo em disco em Agar Muller-Hinton. Foram testados 13 antimicrobianos;
inicialmente foi preparada uma suspensao bacteriana a partir de 3 a 4 coldnias de
cada estirpe em estudo, homogeneizadas em solucéo fisioldgica 100% estéril (Silva,
et al., 2010). Os antimicrobianos testados constituem 0s seguintes principios ativos:
Amicacina (10 pg), Amoxicilina+Clavulanato (20x10 pg), Ampicilina (10 pug),

Cefalotina (30 pg), Cefepime (30 pg), Cefoxitina (30 ug), Ceftazidima (30 pg),
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Cefuroxima (30 pg), Ciprofloxacin (5 ug), Gentamicina (10 pg), Imipenem (10 ug) e

Sulfazotrim (20 pg), Meropenen (10 ug) (Silva et al., 2010).

Para as analises fisico-quimicas da agua neste trabalho foram utilizados os
parametro: cor, pH e turbidez, os quais foram avaliados com a utilizacdo de
equipamentos de bancada digitais, todos previamente calibrados: colorimetro,
pHmetro e turbidimetro, respectivamente. Foi analisado também o oxigénio

dissolvido e demanda bioquimica de oxigénio (Silva et al., 2010).

Todos os resultados foram comparados com a legislagao vigente no Brasil, a
Resolucdo N° 12, de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, que dispbe sobre os
padrbes microbiologicos para alimentos de origem animal (Brasil, 2001) e a
Resolucdo n° 357 de 2005 CONAMA, gque determina padrdes fisico-quimicos e

microbiolégicos em agua. (Brasil, 2005).

Para a analise estatistica os dados foram processados e analisados pelo
programa R Todas as variaveis qualitativas passam pelo teste de normalidade dos
dados (Shapiro-Wilks). Foram realizadas estatisticas descritivas e analiticas como
média, mediana, desvio padrdo, maxima e minima, distribuicdo percentual,
coeficiente de correlacdo de Spearman. O nivel de significancia adotado foi
(p<0,01**) e (p<0,05*) e teste de ANOVA (analise da variancia) que foram realizados

para comparar o perfil microbiolégico dos pesque e pagues (R CORE TEAM, 2017).

O projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Recbncavo da Bahia (UFRB). Apdés a aprovagdo N°

23007.005912/2017-60, foram realizadas as coletas (Apéndice 2).
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Resultados

Os resultados das unidades formadoras de colonias em Log UFC/100mL de
contaminacdo por Aeromonas spp. em aguas de cultivo dos pesque-pague

analisados estao apresentados na Tabela 1.

Pbdde-se perceber que em das 90 amostras de agua avaliadas, 100% destas
apresentaram contaminacdo por Aeromonas spp. que variou de 1,17 a 4,47, com
meédia de 2,92 Log UFC/100 mL no periodo chuvoso e 3.16 Log UFC/100 mL no
periodo seco (Tabelal e Figural[b]).

Pbdde-se perceber que em das 90 amostras de peixes avaliadas, 70% destas
apresentou contaminacao por Aeromonas spp. que variou de <1 a 5,46, com média
de 2,58 Log UFC/100 mL no periodo chuvoso e 3,53 Log UFC/100 mL no periodo
seco (Tabela 1 e Figural[a)).

Os valores do pH variaram de 5,00 a 7,11 sendo a média de 6,07 no periodo
chuvoso e 6,04 no periodo seco. Entdo, concluiu-se que 87% = (42/48) das
amostras estavam dentro dos padrbes exigidos. Em relacdo a cor aparente estava
em conformidade com a legislacdo. O oxigénio dissolvido OD apresentou 87,5%=
(43/48) das amostras em ambos os periodos estavam em ndo conformidade. A
demanda bioquimica de oxigénio DBO neste estudo apresentou 93,8% = (45/48) de
suas amostras fora dos padrdes de limites estabelecidos pelo CONAMA (357/2005),
que devem ser de até 5mg/L O2.

Ao avaliar estatisticamente a analise da variancia (ANOVA) observou-se que

houve variagéo significativa entre os tanques para Aeromonas spp. em peixes (p >
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0,05). O teste de normalidade de probabilidade pelo teste de Shapiro-Wilks
percebeu-se que ndo seguiu distribuicdo normal (Tabelal).

Apés elaboracdo de uma matriz de correlacdo de Spearman, foram
escolhidos os parametros cujos testes apresentaram significancia confirmadas para
P<0,01 e P<0,05. As variacbes de cada um dos parametros sdo mostradas na
Tabela 3.

Na tabela 3, observamos que a maioria das correlacbes nao foram
significativas. Porém observa-se que houve correlacdes significativas de magnitude
variando de fracas a fortes. As maiores correlacbes positivas e significativas
(p<0,01) apresentadas foram entre as contagens de coliformes totais nos peixes e
as contagens de cor e turbidez de (r=0,62**) e para pH e OD de (r=0,61**) indicando
gue, quando houve um aumento ou diminuicdo dos niveis de uma dessas variaveis a
outra aumentava ou diminuia proporcionalmente. Os fatores fisico-quimicos (pH,
OD), apresentaram também uma correlacdo negativa com valor de significancia a
nivel P<0,01 de (r=0,47**) apresentando uma relacdo inversamente proporcional,
onde, quando a um aumento de uma das variaveis, a outra diminui, e vice-versa.
Neste estudo as correlagcdes de Spearman ndo apresentaram significativa entre as
Aeromonas spp. da agua e dos peixes, porém, apresentou correlacdo positivas em
niveis de significancia P<0,01 entre a DBO e as Aeromonas spp. nos peixes foram
de (r=0,51**).

Os isolados de Aeromonas spp., das pisciculturas de pesque-pague avaliadas
apresentaram elevados percentuais de resisténcia aos 13 antimicrobianos testados.
Os percentuais de resisténcia e multirresisténcia aos antibioticos configuram-se
como uma possivel ameaca a saude humana e a descoberta de alternativas

antimicrobianas efetivas é necessaria.
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O perfil de suscetibilidade e multirresisténcia dos 109 isolados em estudo
foram avaliados 13 antibiéticos pelo método de difusdo em disco, 0os quais sdo
representantes de diferentes classes de antimicrobianos comumente utilizados no
tratamento de infeccbes em humanos e animais. Dos 109 isolados avaliados, 27
apresentaram resisténcia a 1 antimicrobiano e 45 multirresisténcia de 2 a 8
antimicrobianos. A interpretacdo dos perfis de suscetibilidade foi realizada de acordo
com o CLSI M45-A (2006) por meio da medida dos halos (Tabelas 4 e 5 e Figura 2 e
3).

Quanto a resisténcia a antimicrobianos, os niveis mais elevados foram
observados para, ampicilina (49,5%), cefalotina (38,5%), cefoxitina (26,4%),
cefuroxima (21,97) amoxicilina/acido clavulanico e sulfametoxazol + trimetoprim
(20,8%). Niveis mais reduzidos de resisténcia e melhor eficiéncia contra Aeromonas
spp. isoladas nesse estudo (<10%) foram detectados para a ciprofloxacina e o
meropenem (1,09%), Amicacina (2,2%), gentamicina (3,29%), cefepime (6,59%) e
imipenem (7,69%). Todos os isolados apresentaram sensibilidade ao ceftazidima
(100%). Os resultados demostraram que 70,3% das amostras analisadas
apresentaram resisténcia intermediaria a pelo menos 1 antimicrobiano testados
(Tabela 4 e 5).

Dos 45 (49,45%) isolados, que apresentaram multirresisténcias, 42,2% =
(19/45) foram resisténcia a 2 drogas; 44,44% = (11/45) resisténcia a 3 drogas;
22,22% = (10/45) resisténcia a 4 drogas; 8,88% = (4/45) resisténcia a 5 drogas e
2,23% = (1/45) apresentou multirresisténcia a 8 antimicrobianos. Ao realizar a
determinacao do indice de MAR, constatou-se que ele variou de 15,38% = (2/13) a

61,53% = (8/13) antimicrobianos (Figura 2 e 3). Dos 10 pesque-pague avaliados o0s
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de numero P2, P5, P7, P8 e P9 apresentaram maior percentual de amostras

resistentes aos antimicrobianos sendo P9 de maior percentual (75%).

Discussao

O peixe desempenha um papel importante na dieta humana, e ha um
aumento observado no consumo de peixe per capita no Brasil e no mundo. No
entanto, o crescimento intensivo da industria e da agricultura pode causar
contaminacdo de ambientes aquaticos naturais e feitos pelo homem, e pode afetar
ndo apenas a saude dos peixes, mas também aumentar as preocupacfes de
seguranca com relacéo aos peixes usados para consumo humano. E bem conhecido
gue o peixe e os produtos de peixe estdo frequentemente associados a doencas
humanas (Novoslavskij et al., 2016).

Este estudo constatou presenca elevada de bactérias Aeromonas spp. nos
dois periodos estudados, sendo que no periodo chuvoso esta foi mais expressiva.
Esta contaminacdo elevada no periodo chuvoso deve esta relacionada com a
lixiviagdo do solo neste periodo que arrasta os dejetos de animais homeotérmicos
presentes préximos aos viveiros como cdaes, bovinos, aves, 0s quais foram
visualizados no momento da coleta ou por contaminagdo por esgotos ou fossas,
visto que nestes pesque-pague funcionam pousadas e outros tipos de atividades e
0S mesmos nao possuem rede de esgoto. Estes dados vao de acordo com outros
trabalhos realizados onde € descrito contaminacdo dos viveiros por Aeromonas spp.
(Silva et al., 2010; Lorenzon et al, 2010; Alencar et al, 2012).

No periodo chuvoso a contaminacéo da agua apresenta-se elevada, este fator

pode e alterar as caracteristicas fisicas, quimicas das aguas e a qualidade
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microbiolégica do peixe. O aumento do volume das chuvas, consequentemente
maior carreamento de elementos e sujidades pela agua, justifica o maior isolamento
destes patdogenos na agua. Os fatores naturais como a dissolucdo de rochas e a
fotossintese, assim como o0s esgotos domésticos afetam o pH. Assim como o
aumento das chuvas o pH tende a subir, pois aumenta a diluicdo de compostos
dissolvidos (PIRATOBA et al., 2017).

O numero de casos relacionados a contaminagdo por Aeromonas spp., tem
aumentado em alimentos de origem animal, e em aguas doces e salgadas, sejam
elas contaminadas ou potaveis. Segundo a resolucdo CONAMA 375/05 para aguas
doces destinadas a aquicultura e atividade de pesca (classe 2), a populacdo de
coliformes termotolerantes n&o devera exceder 1.000 (3 log) coliformes
termotolerantes /100mL, em 80% ou mais de pelo menos seis amostras coletadas
durante um ano (Brasil, 2005). Mesmo nao tendo padrdes para Aeromonas spp., 0S
valores encontrados no estudo referente as aguas dos pesque-pague analisados
pode se configurar como problema de saude publica (Janda e Abbott, 2010).

Alguns paises determinaram um padrdo de qualidade e quantidade de
Aeromonas spp. em nivel de a4gua potavel e mineral, visto que estas tém sido
encontradas com frequéncia em aguas de abastecimento publico e até mesmo
engarrafadas (Janda e Abbott, 2010; Laviad e Halpern, 2016; Tavares, Cereser e
Timm, 2015). Segundo Ribeiro, et al, (2008) na Italia em 1997 foram determinados
provisoriamente, valores de limite para presenca de Aeromonas spp. em aguas
minerais em sua fonte e engarrafadas, sendo estes valores de 10 UFC/100 mL e
100 UFC/100 mL respectivamente.

No Brasil segundo a RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001 da ANVISA, os

padrées microbioldgicos para peixes “in natura” e resfriados sédo Estafilococos
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coagulase positiva /g. De 103NMP/100 mi™* (mé&ximo 3 Log UFC/g), Salmonella spp.
(auséncia em 25g) (Brasil, 2001). Embora ndo exista padrdo estabelecido na
legislacdo vigente, valores elevados de Aeromonas spp. indicam condi¢ao higiénico-
sanitaria deficiente e possivel presenca de bactérias patogénicas, ja que estas
apresentam espécies que sao patogénicas para o homem como Aeromonas
hydrophila, A. caviae e A. veronii biovar sébria e A. hydrophila, sdo as mais
associadas a diarreia aquosa e disenteria (Silva et al., 2010).

Dados do Ministério da Saude tém demonstrado que alimentos de origem
animal, como pescados, estdo envolvidos em surtos de DTHA. A agua € o habitat
natural destas bactérias e uma importante fonte de contaminacao dos alimentos. A
presenca de Aeromonas spp. em alimentos € mais prevalente em peixes, mas tem
sido estudada em suinos, frangos e seres humanos; pode ocorrer também a partir
de fezes de animais infectados e pessoas doentes que manipulam alimentos (Costa
et al., 2002; Peixoto et al., 2012; Tavares et al., 2015). Neyts et.al. (2000) ao estudar
Aeromonas spp. constatou sua presenca em 72% dos peixes e camardes. Estes

dados corroboram com 0s encontrados neste estudo.

A partir dos dados obtidos pode-se perceber que a composicado microbiolégica
da 4gua de cultivo esta associada aos tipos de bactérias presentes no peixe. Estes
dados corroboram com estudos realizados por Lorenzon et al.(2010); Santos et
al.(2012); Osman e El-khateeb, (2016); Stratev e Odeyemi, (2015); Pinheiro et al.

(2015) e Huicab-Pech et al.(2016).

Percebeu-se que nas pisciculturas de pesque-pague avaliadas ndo é
realizado o manejo adequando das aguas de cultivo ou ndo existe nenhuma forma
de manejo, e isto leva a contaminacdo da agua e consequentemente dos peixes. A

falta de manejo pode levar a doencas e morte dos peixes e por falta de conhecimento e
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mao de obra adequada, os produtores fazem uso de antimicrobianos de forma
indiscriminada e isso pode gerar a proliferacdo de bactérias resistente ou
multirresistente a antimicrobianos (Lorenzon et al. 2010). Segundo Souza, (2011)
existem poucas informacdes sobre como é realizado o0 manejo nas pisciculturas e
suas consequéncias sobre a qualidade da agua e sanidade dos peixes cultivados

pelas propriedades e destinados ao consumo (Souza et al., 2011).

Aeromonas spp. sdo comumente isoladas em amostras de pacientes com
diarreia do viajante. Hofe et al. (2006) constataram este patégeno como causa de
diarreia do viajante em 18 (2%) dos 863 pacientes (Hofe et al., 2006). No Brasil, em
um estudo sobre um surto de diarreia que ocorreu em Sao Bento do Una,
Pernambuco em 2004, onde foram registrados 2.170 casos constatou-se que 114

casos (19,5%) foram ocasionados por Aeromonas spp. (Pereira et al., 2008).

Foi notada uma alta correlacéo positiva Tanto o OD como pH, como para pH
e DBO, tem uma relacéo direta com o processo de manutencdo da vida aquéatica.
Quer seja para 0s processos de respiracdo aerdbia, como € o caso do oxigénio
dissolvido ou para a manutencao de um ambiente que proporcione a realizacdo de
reacdes quimicas importantes para a vida, como € o caso do pH. Outra correlacéo
positiva observada foi entre a cor e a turbidez é uma correlacdo esperada uma vez
gue o aumento da turbidez na agua é causada por materiais em suspensao, como
por exemplo, argila, silte, matéria organica e inorganica finamente dividida,
compostos organicos sollveis e com o aumento da turbidez consequentemente

ocorre o0 aumento da cor aparente (Kato et al., 2005).

A correlacdo entre pH e DBO demonstrou uma correlacdo negativa, com

indice de significancia de P<0,01, onde o aumento de pH representa um decréscimo
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da DBO da agua. Este fato pode estar ocorrendo devido a acidificacdo da agua por
um processo fermentativo gerado a partir do crescimento de bacteriano, algo
evidenciado neste estudo (Paiva Soares et al.,, 2012; Rocha et al., 2013) — fato
corroborado pela andlise negativa do pareamento dos dados entre pH e Aeromonas
spp., ou seja, quando ocorre aumento destes, observa-se diminuicdo do pH, com
valores ao nivel de significancia de P<0,05. Dados semelhantes foram encontrados

por outros autores (Moura et al., 2009).

As correlagbes positivas em niveis de significancia P<0,01 entre as
Aeromonas spp. nos peixes e DBO permite concluir que quando ocorre o aumento
de Aeromonas spp. ocorre o aumento da DBO. Sendo assim, os resultados
referentes a DBO encontrados neste artigo, sdo indicativos de contaminacdo da
agua do viveiro e explica niumeros elevados destes microrganismos na agua e no
peixe. A DBO é um indicador de matéria organica na agua, sendo definido como a
concentracdo de oxigénio dissolvido necessaria para estabilizar os niveis de matéria

organica no ambiente aquético (Samocha et al., 2004).

Baron, et al. (2017) cita que Aeromonas spp. sdo capazes de adquirir
mecanismos de resisténcia antimicrobiana, podem ser a bactérias indicadoras para
acompanhar a disseminacao de resisténcia antimicrobiana em ambientes aquéaticos.
Os critérios de interpretacdo para Aeromonas spp. em testes de susceptibilidade
antimicrobiana sao escassos na literatura. Nenhum valor de corte epidemioldgico
para Aeromonas spp. esta atualmente disponivel no EUCAST para interpretar
Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM). Os Unicos critérios de interpretacao
disponiveis sdo os pontos de interrupcao clinicos do CLSI que sdo adaptados de

Enterobacteriaceae.
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Pesquisas tem evidenciado a importancia das Aeromonas spp. resistentes a
antimicrobianos oriundas da aquicultura e sugerem que altos niveis de
multirresisténcia indicam a possibilidade de difusdo horizontal de genes de
resisténcia. E ainda sugerem que o fato de Aeromonas spp. serem encontradas
nesse ambiente, a troca de plasmideos entre elas pode ser facilitada e resultar no
aumento da frequéncia de amostras multirresistentes (Silva et al., 2010).

Bactérias do género Aeromonas sao potencialmente patogénicas para
humanos, configurando-se como uma bactéria que oferece risco a saude os
achados deste estudo permite constatar que as pisciculturas avaliadas possuem um
elevado nivel de contaminacdo por Aeromonas spp. Observou-se que a 4gua € um
importante disseminador de Aeromonas spp., assim como o0s alimentos,
principalmente os de origem animal e cuidado com estes é fundamental para a
prevencao de infeccoes.

Hirsch, et al. (2006) salientou que em relacao ao perfil de resisténcia, dentre
os isolados analisados, 43% apresentaram indice de mudltipla resisténcia a
antimicrobianos (MAR) para duas ou mais drogas das nove testadas. Os dados
apontam para um risco iminente, tanto pelo isolamento de amostras potencialmente
patogénicas a seres humanos quanto pelo perfil de multirresisténcia dos isolados.

As estirpes de Aeromonas sao conhecidas por sua capacidade aumentada de
adquirir e trocar genes de resisténcia a antimicrobianos. Existe uma forte correlacao
entre aquicultura, diversidade Aeromonas e resisténcia a antimicrobianos. Existem
fortes indicios de ligacdo entre o uso profilatico e sistémico de antimicrobianos na
aguicultura e a propagacdo de resisténcia a antimicrobianos. Estes fatores podem
estar influenciando nos resultados encontrados por ter sido constatado o0 uso

indiscriminado de antimicrobianos em algumas propriedades (Nagar et al., 2011).
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A contaminacdo apresentada nos peixes e na agua neste estudo constitui
potencial veiculo de infec¢des causadas por Aeromonas spp. O uso indiscriminado e
nao autorizado de antimicrobianos € um fator que influencia diretamente no
desenvolvimento de bactérias com caracteristica de multipla resisténcia aos
antimicrobianos, assim como a contaminagdo do meio ambiente. Aeromonas spp.
sdao frequentemente isoladas em alimentos de origem animal, assim como
ambientes de pisciculturas que apresentam elevados percentuais de resisténcia aos
mais diversos antimicrobianos, sendo estes de grupo A, B e C, o que pode ser
observado também neste estudo e em estudos realizados por Silva et al. (2010);
Peixoto et al. (2012); Baron et al. (2017); Hirsch, et al., 2006 e Nagar, et al. (2011).

Ahmed et al. (2014) Aeromonas spp. Sado conhecidos por serem
intrinsecamente suscetiveis a todos os antimicrobianos ativos contra bacilos Gram-
negativos nao-fastidiosos, exceto para muitos B-lactamicos, devido a producdo de
multiplas B-lactamases induzidas cromossomicamente codificadas. Neste estudo
todas as cepas foram resistentes a amoxicilina, carbenicilina e ampicilina. Os dados
expressaram-se de acordo com os resultados encontrados neste estudo uma vez
gue dentre os antimicrobianos testados a ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico
assim como cefalotina, cefoxitina, cefuroxima, e sulfametoxazol + trimetoprim. foram
0 que apresentou maior porcentagem de resisténcia, sendo que dos antimicrobianos
testados, os mais potentes foram a ceftazidima, ciprofloxacina e o meropenem,
amicacina, gentamicina, Cefepime e imipenem. Todos os isolados apresentaram
sensibilidade a ceftazidina. Estes dados também estdo de acordo com os achados
para alguns dos antimicrobianos testados por Silva et al. (2010) e Carneiro et al.

(2007).



461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

471

472

473

474

475

476

477

478

479

480

481

482

483

484

485

125

Segundo Silva et al. (2010) a resisténcia a ampicilina é esperada na grande
maioria das espécies de Aeromonas spp., jA que esse € utilizado como seletivo nos
meios de cultura. A resisténcia de Aeromonas spp. ocorre porque estas Ssao
produtoras naturais de B- lactamase ou induzem a atividade dessa enzima. Dos
antimicrobianos testados, as bactérias demonstraram menores percentuais de
resisténcia para ceftazidima, ciprofloxacina e o meropenem. Em caso de
enfermidades causadas por Aeromonas Spp. has pisciculturas avaliadas na
pesquisa, esses principios ativos deveriam ser escolhidos para controle da
patologia.

Desta forma faz-se necesséario estudar a presenca de Aeromonas spp em
alimentos, principalmente os de origem animal, para minimizar os agravos causados
por infeccdes relacionadas ao género Aeromonas, assim como € de fundamental
importancia alertar aos piscicultores com relacdo ao uso indiscriminado de
antimicrobianos e sobre a preservacdo do meio ambiente , do manejo adequado dos
viveiros uma vez que a falta de informacéo e formacao de mao de obra qualificada
contribui para condicdes higiénico-sanitaria dos peixes e estes sdo fatores estdo

diretamente relacionados ao surgimento de bactérias resistentes.
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Tabela 1. Valores minimo e maximo, média, desvio padrdo, analise de variancia ANOVA (AV) e teste de
normalidade de Shapiro-Wilks (W) para Aeromonas spp. em aguas e peixes avaliados dos viveiros de pesque-
pague localizados em cidades da Bahia e Ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro
de 2017.

ESTATISTICA DESCRITIVA PERIODO PERIODO SECO
CHUVOSO
Aeromonas Aeromonas spp. W AV
spp. Log Log UFC/g-t
UFC/g-1
Minimo 117 <1
AGUA Maximo
= 4,40 4,47 0.9+ 076
Média 2,02 3,16
Desvio padréo 2,08 0,86
Minimo <1l <1l
Maximo 4,47 5,28
PEIXES ok *k
Média 258 353 0.89 004
Desvio padréo 1,48 1,48

** gignificativo a 1% de probabilidade pelo teste de Shapiro-Wilks. "™n&o significativo a 5% de probabilidade.
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696
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698 Figura 1 - Gréafico 1 — [a] [b]: Andlises microbiolégicas. Média dos resultados de Aeromonas spp. em Log, dos
699 nameros mais provaveis (Log NMP/100 mL) em &gua e peixes dos viveiros de pesque-pague localizados em

700 cidades da Bahia e llha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro de 2017.
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Tabela 2- Analises estatisticas. Correlacdo de, em unidades formadoras de coldnias (Log UFC), em &guas e

peixes dos viveiros de pesque-pague localizados em cidades da Bahia e Ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no

periodo de margo a novembro de 2017.

Aeromonas ssp
agua

Aeromonas ssp

peixe

DBO

COR

TURBIDEZ

pH

oD

Aeromonas ssp

agua

Aeromonas ssp

X

peixe

DBO

COR

X | X | X

1

TURBIDEZ

X X

0.62**

X | X

X

1

oD

0.8

0.6

0.4

0.2

X | X | X | X

X

0.61**

£

M Correlagao positiva
B Correlagdo negativa
X Néo significativa

™ (p<0,01)
¥ (p<0,05)
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Figura 2- Perfil de Multirresisténcias de Aeromonas spp. isoladas de amostras em agua e peixes dos

viveiros de pesque-pague localizados em cidades da Bahia e Ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de

2017.
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Figura 3- Perfil de multirresisténcia de Aeromonas spp. Isoladas n® de antimicrobianos aos quais

apresentam resisténcia, em amostras de agua e peixes dos viveiros de pesque-pague localizados em

cidades da Babhia e llha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro de 2017.

N° de antimicrobianos aos quais as
Aeromonas ssp apresentaram resisténcia

m N° de isolados

45
19 —
0y o
w5

(]




766
767
768

769
770
771
772
773
774
775
776
777
778
779
780
781
782
783
784
785
786
787
788
789

790

138

Tabela 3- Antibioticos testados - frequéncia de isolados resistentes, com resisténcia intermediaria e sensiveis
(%), em aguas e peixes dos viveiros de pesque-pague localizados em cidades da Bahia e Ilha de Itaparica do

Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro de 2017.

Antibiéticos testados

brop N AMI AMP AMC CPM CFO CAZ
R 1 |s|rRI1|s|[RrR]1]|s|RrR|I|]s|]R]|]1I]s]rR[I]S
PL 6|0 ©0 100[/1200 0 O | 0 ©0 100[100 0 O | O O 100|0 0O 100
P2 11|183 27,2 545(636 0 364[273 91 636/ 0 0 10091 0 909|0 0 100
P3 16| 0 6,2 938[375 62 563|187 25 563| 0 0 100/ 0 0 100|0 0 100
P4 12| - - - |584 83 333|883 25 667 0 0 100|416 83 501|0 0 100
ps 2| - - - |5 o s |0 o0 100 o0100[5 o0 50 |0 0 100
P6 8| - - - |5 o0 50125 125 75| 0 0 100375 125 50 |0 0 100
P7 7| 0 0 100|428 0 572|428 142 43 | 0 0 100|428 286 286|0 0 100
P8 11| - - - [636 0 364|182 0 81,8 0 0 100(363 182 455|0 0 100
PO 8| 0o o0 100[25 0o 75125 0 875/ 0 0 1005 o0 50|0 0 100
PI0 10/ 0 o0 100[20 o0 8 [10 30 60| 0 0 100/30 10 60 |0 0 100

Propriedades (Prop), Numero de amostras (N), Amicacina (AMI), Ampicilina (AMP), Amoxilina + Clavulanato
(AMC), Cefepime (CPM), Cefoxitina (CFO), Cefitazidina (CAZ). Frequéncia (%), de isolados resistentes (R), com
resisténcia intermediéria (1) e sensivel (S).
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791 Tabela 4- Continuacéo : Antibidticos testados - frequéncia de isolados resistentes, com resisténcia intermediéria
792 e sensiveis (%),em aguas e peixes do viveiro dos pesque-pagues localizados na regido do reconcavo baiano e
793 ilha de Itaparica do Estado da Bahia, no periodo de margo a novembro de 2017.
CONTINUACAO: Antibidticos testados

Prop N CFL CRX CIP GEN IPM SUT MER

R I S R I S | R I S |R|I| S R | S R | S | R | I S
P1 6 0 100 0 100 O 0 100 0 100| O 0 100| O 0 100 0 O 100
P2 11|91 181 728 O 182 818|911 O 90991 0 909|272 0 728|182 0 818|91 0 90,9
P3 16| 6,2 18,7 751| 6,2 25 688| 0 0O 100(6,2 0 938|124 O 876|6,2 6,2 87,6| 0 0 100
P4 12|58,3 16,6 251| 25 16,6 58,4 | 0 0O 100({0 O 100(83 O 91,7|333 83 584| 0 8,3 91,7
P5 2| 0 50 50 100 O 0 0 0O 100 0 O 100| O 0O 10050 O 50| 0 O 100
P6 8| 50 25 25 (375 125 50 | O 0O 100 0 O 100| O 0 100|125 25 625| 0 O 100
P7 7 (429 142 429|142 0 858| 0 14,2 858| 0 0O 100| O 0O 100|142 O 858| 0 O 100
P8 11|72,7 182 9,1 (272 0 728| 0 0O 100(91 0 90,9|9,1 18,2 72,7|182 0O 818| 0 9,1 90,9
P9 8| 75 125 125|625 0 375| 0 0O 100| 0 O 100| O 0 100|375 0 625/ 0 O 100
P10 10| 50 20 30 |20 30 50| O 0 100| O O 100| 10 0 90 | 40 30 30 | 0O 10 90
794 Propriedades (Prop), Numero de amostras (N), Cefalotina (CFL), Cefuroxima (CRX), Ciprofloxacina (CIP),
795 Gentamicina (GEN), Imipenem (IPM), Sulfametoxazol = Trimitopim (SUT), Meropenem (MER) Frequéncia (%), de
796 isolados resistentes (R), com resisténcia intermediaria (1) e sensiveis (S

797
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CONSIDERACOES FINAIS

A agua estd contaminando o peixe e quanto maior a presenca dos
microrganismos na &agua, maior a presenca destes no peixe; uma vez que tais
microrganismos nao fazem parte da microbiota intestinal dos peixes.

Com relacdo aos parametros fisico-quimicos avaliados neste estudo pH, OD,
DBO, turbidez e cor aparente pode-se perceber que estes parametros influenciam
direta e indiretamente na carga microbioldgica da dgua e dos peixes sendo assim é
de suma importancia que se faca a leitura destes parametros visando a qualidade
microbiolégica e higiénico-sanitarias dos viveiros de pesque-pague.

Os peixes avaliados apresentaram-se contaminacéao elevada para CT, E. coli,
E.coli O157H7, S. aureus e Aeromonas, entre os dois periodos avaliados, sendo

estes classificados como um alimento que risco a saude publica.

Faz-se necessario estudar a presenca de Aeromonas spp em alimentos,
principalmente os de origem animal, para minimizar os agravos causados por
infeccbes relacionadas ao género Aeromonas, assim como € de fundamental
importancia alertar aos piscicultores com relacdo ao uso indiscriminado de
antimicrobianos e sobre a preservagcdo do meio ambiente , do manejo adequado dos
viveiros uma vez que a falta de informacédo e formacédo de méao de obra qualificada
contribui para condi¢Bes higiénico-sanitaria dos peixes e estes sdo fatores estdo

diretamente relacionados ao surgimento de bactérias resistentes.

A presenca de enterobactérias nos peixes e na agua representa um risco
potencial a saude do consumidor uma vez que 0 consumo de peixe cru ou mal
cozido contaminado, pode configurar como fatores importantes para ocorrer infec¢ao

e/ou intoxicacdo alimentar. Sendo assim, o monitoramento da qualidade da agua
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dos viveiros € de suma importancia, enfatizando os cuidados no preparo e
manipulacdo desses alimentos, a fim de minimizar os riscos de contaminacao por
microrganismos, pois a partir desta é possivel garantir um alimento seguro e de

qualidade para o consumo.

N&o existe manejo adequado das aguas dos viveiros e consequentemente
dos peixes que sao criados. Isso € um dos fatores que contribuem diretamente para
qualidade higiénico-sanitaria dos pesque-pague. Desta forma faz-se necessaria uma
qualificacdo tanto dos proprietarios como da mao de obra utilizadas, visando a

qualidade da agua dos viveiros e dos peixes consumido nestes estabelecimentos.
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APENDECE




Apéndecel: Valores nutricionais para uma por¢cao de 100g.

Tildpia fresca - Valores nutricionais para uma porc¢éo de 100g.

Referéncia: USDA National Nutrient Database for Standard Reference.
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Nutriente Unidade | Valores por Nutriente Unidade | Valore: por
100 gramas 100 gramas

Elemento Lipidios
Agua E 78.08 Acidos praxos totals, saturados | g 0.766
Energia keal 06 4:0 g 0.000
Enerzia kJ 400 6:0 z 0.000
Proteina z 20.08 80 g 0.000
Lipidios totals (gorduras) | g 1.70 10:0 E 0.000
Cimras z (.93 12:0 g 0.000
Carbowdratos Z (.00 14:0 g 0.070
Fibras z 0.0 15:0 g 0.000
Acncares fotals E 0.00 16:0 E 0.557
Mineraiz 17:0 E 0.000
Caleis, Ca mg 10 13:0 g 0.140
Femro, Fe mg 0.56 20:0 g 0.000
Magnesio, Mz mg 27 22:0 g 0.000
Fosforo, P mg 170 24:0 E 0.000
Potazsio, K mg 302 Arcidos graxos totals, g (.653
Sodio, Na mg 52 monoinsaturados
Zimeo, Zn mg 0.33 14:1 g 0.000
Cobre, Cu mg 0.073 13:1 z 0.000
Manganés, Mn mg 0.037 16:1 indiferenciade g 0.130
Selémp, Se meg 41.8 17:1 z 0.000
Vitaminaz 18:1 indiferenciade E 0.457
Vitamina C mg 0.0 20:1 g 0.027
Tiamuna mg 0.041 221 mdiferenciade E 0.000
Fiboflavina mg 0.063 Arcidos graxos totals, g 0476
Niacina mg 3.903 polmsaturados
Arido pantoténico mg 0.487 18:2 indiferenciade g 0.207
Vitamina B-6 mg 0.182 18:3 mdiferenciado g 0.043
Folato total meg 24 183n-3eec g 0.043
Acido Fohico meg { 18:4 g 0.003
Folato, alimento meg L 20:2n-bee z 0.003
Folato, DFE (folato meg_DFE |24 20:3 diferenciado g 0.013
dietético) 20:4 indiferenciado z 0.030
Colina, fotal mg 425 20:5n-3 z 0.007
Betama mg 21.7 22503 g 0.057
Vitamina B-12 meg 1.58 22:6n-3 g 0.113
Vitamma B-12, meg 0.00 Colesterol mg 1]
adictonada Amineacidos
Vitamina A meg_RAE [0 Tnptofano E 0.210
Retmol meg ] Treomna E 0.950
Beta caroteno meg 0 Isolencina g 0.930
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Alfa caroteno meg 0 Leucina z 1.603
Beta enptoxantina meg 0 Lisma z 1.810
Vitamina A4, IU IU 0 Metionina z 0.393
Lycopeno meg 0 Cistma g 0.220
Lutema + zeaxantina meg 0 Fenilalamina g 0.810
Vitamma E (alfs- mg 040 Tirosma z 0.680
tocoferol) Valma z 0.970
Vitamn E, adicionada | mg 0.00 Lremin: z 1.377
Beta tocoferal mg 0.00 Histidina z 0.470
(ama tocoferol mg 0.10 Alamina g 1.220
Delta tocofero] mg 0.00 Acido aspartico z 1297
Vitamna K (filoqumona) | meg 14 Anido ghitamimieo g 3213
Gliema z 1.043
Prolina z 0.757
Serma z 0.813
Outres
Aleoo] etilieo g 0.0
Cafeina mg 0
Teohromina mg 0
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Apéndece 2: Certificado de aprovacdo do comité de ética

u l B "QL Wi
l)vuverlsldadc Federal do Servigo Publico Federal
Reconcavo da Bahia Ministério da Educagao

Universidade Federal do Recdncavo da Bahia
Comissdo de Etica

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada Avalia¢io do perfil microbiolégico e condi¢des higiénico
- sanitarias de Aguas e peixes consumidos em pisciculturas de pesque pague localizados em 9
cidades do Recéncavo da Bahia e na Ilha de Itaparica, registrada com o numero
23007.005912/2017-60, sob a responsabilidade de Ludmilla Santana Soares e Barros que envolve a
produg¢do, manuteng¢do ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, (exceto humanos),
para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com preceitos da Lei n. 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n. 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), foi aprovada pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia, em reunido ocorrida no dia 26/05/2017.

Dados do projeto:

FINALIDADE ( ) Ensino ¢ X ) Pesquisa

VIGENCIA DA 06/06/2017 a 31/11/2017

ESPECIE/LINHAGEM/RACA | Oreochromis niloticus - Tildpia do Nilo

N° DE ANIMAIS 120

PESO /IDADE 600g/6 meses

SEXO Fémeas

ORIGEM Pesque e pague de 9 municipios do Recdncavo da Bahia
(Amélia Rodrigues, Cruz das Almas, Sapeacu, Sao Felipe,
Concei¢dao do Almeida, Dom Macedo Costa e Santo Antonio de
Jesus, Nazaré Salinas das Margaridas e na ilha de Itaparica)

De acordo com a Resolugdao Normativa N°1 de 09 de julho de 2010, no capitulo 1I, Artigo 6°, do

CONCEA, solicitamos que no final do projeto, seja entregue a CEUA uma copia do relatorio final.

Cruz das Almas, 25 de maio de 2017.

%’)
Carlos Eduardo Crispim de Oliveira Ramos
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais

‘Arielson dos Santos Protazio
Vice- coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais

CEUA — Comissdo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Recéncavo da Bahia — UFRB
Campus Universitario, 710, Cruz das Almas — BA — CEP: 44.380-000
Fone: (75) 3621-6850 E-mail: ceua@ufrb.edu.br Home Page: http://www.ufrb.edu.br/ceua
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