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RESUMO

Aquariofilia ou aquarismo é a pratica de criar peixes, invertebrados, plantas e outros
organismos aquéticos em aquarios ou tanques com finalidade de ornamentacéo. Os
peixes ornamentais marinhos sdo amplamente criados globalmente, sendo exibidos
em mais de dois milhdes de aquarios publicos em paises do mundo todo. Em certas
ocasifes, quando ocorre um manejo inadequado da pesca de peixes ornamentais
para abastecer o mercado do aquarismo, tem sido observado um declinio na saude
dos ambientes e uma presenca de estressores que agem sobre a fauna local
propiciando o aparecimento de epizootias. O presente trabalho tem como objetivo
geral caracterizar a microbiologia de peixes recifais e do ambiente posterior a pesca.
Este trabalho reserva-se a concentrar seu foco em trés géneros bem descritos a
importancia do tema — Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas. O presente trabalho
observou diminuicdo gradual na populacdo de Bactérias Heterotréficas Cultivaveis
(BHC) no sistema de contencdo dos animais pescados devido a falhas técnicas
consideraveis observadas. Foram isoladas e identificadas bactérias dos géneros
Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas, a partir de amostras do muco do pescado e 4gua
do sistema de contencdo dos animais posterior a pesca. O teste de susceptibilidade a
antimicrobianos mostrou que o género Aeromonas foi 0 que apresentou o0 maior
namero de cepas resistentes, 8% destas teve seu perfil de resisténcia enquadrado
como MDR. O muco dos peixes analisados demostrou que podem inibir a adesao ou
o desenvolvimento de patdgenos. A utilizacdo de analises microbiologicas na pesca
de peixes ornamentais permitiu mediar o processo de preservacado da pesca em uma
forma mais enriquecedora, motivando na conservacgao do recurso e contribuindo para

o desenvolvimento de uma atividade economica realmente significativa.

Palavras-chave: Aquarismo marinho. Microbicidas. Microbiostaticos.

Sustentabilidade.



ABSTRACT

Aquarism is the practice of creating fish, invertebrates, plants and other aquatic
organisms in aquariums or ponds for ornamentation purposes. Marine ornamental fish
species are widely bred globally, being displayed in more than two million public
aguariums in countries around the world. On certain occasions, when there is an
inadequate management of ornamental fish fishing to supply the aquarium market,
there has been a decline in the health of the environments and the presence of
stressors that act on the local fauna, causing the appearance of epizootic diseases.
This work aims to characterize the microbiology of reef fish and the environment after
fishing. This work reserves the focus on three genres well described to the importance
of the theme - Vibrio, Aeromonas and Pseudomonas. The present study observed a
gradual decrease in the population of Cultivable Heterotrophic Bacteria (BHC) in the
containment system of the animals caught due to the considerable technical failures
observed. Bacteria of the genera Vibrio, Aeromonas and Pseudomonas were isolated
and identified, from samples of the fish's mucus and water from the animals'
containment system after fishing. The antimicrobial susceptibility test showed that the
genus Aeromonas was the one with the highest number of resistant strains, 8% of
which had their resistance profile framed as MDR. The mucus of the analyzed fish
demonstrated that it can inhibit the adhesion or the development of pathogens. The
use of microbiological analyzes in the fishing of ornamental fish allowed to mediate the
process of preservation of fishing in a more enriching way, motivating the conservation
of the resource and contributing to the development of a really significant economic

activity.

Keywords: Marine aquarism. Microbicides. Microbiostatic. Sustainability.
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1 INTRODUCAO

O aquarismo € a pratica de criar peixes, invertebrados, plantas e outros
organismos aquaticos em aquarios ou tanques com finalidade de ornamentacéo. Esta
pratica denomina-se aquariofilia, distinguindo-se assim essa atividade da piscicultura
(aquicultura), que tém aspectos de producéao para fins de alimentacédo. A denominacao
"peixe ornamental” € designada a espécies de peixes que devido a sua exuberancia
em cores, formas e tamanhos sao criados em cativeiro (ALDERTON, 2008).

Os peixes ornamentais marinhos séo criados globalmente, sendo exibidos
em mais de dois milhdes de aquarios publicos em paises do mundo todo. Essa
disseminacdao contribui para 0 aumento continuo do setor de aquariofilia e propiciou a
conscientizagao, valorizacdo e existéncia dos ambientes recifais marinhos (NIJMAN,
2009; TEITELBAUM et al., 2010).

Em certas ocasides, quando ocorre um manejo inadequado da pesca de
peixes ornamentais para abastecer o mercado do aquarismo, tem sido observado um
declinio na saude dos ambientes e uma presenca de estressores que agem sobre a
fauna local propiciando o aparecimento de epizootias (MARIBUS GGMBH, 2010).

Na pratica do aquarismo, existe a possibilidade de transmisséo de doencas
dos peixes e corais do ambiente natural para os aquarios, que em geral, sao
conhecidas apenas em publicacdes ndo convencionais e ndo comerciais - literatura
‘cinzenta”. Ainda ndo foram sistematicamente descritas a relacdo dessas doencas
com 0s varios aspectos ambientais, sendo, portanto, dificil de determinar causas e
efeitos (SWEET; JONES; BYTHELL, 2011).

Sabe-se que 0 mercado de peixes ornamentais representa hoje um setor
em crescimento do comércio internacional de peixes, no qual o Brasil tem destaque,
devido a crescente popularidade de aquarios residenciais. O mercado ornamental €
uma importante fonte de renda para comunidades rurais, costeiras e insulares em
paises em desenvolvimento, oferecendo oportunidades de emprego e renda para
populacdes desses paises (OLIVIER, 2013).

Ao mesmo tempo, as questdes de sustentabilidade das praticas de pesca
e aquicultura tem se tornado relevante tanto para os peixes ornamentais quanto para
0s peixes de corte, como demostrou a Convencgéo sobre o Comércio Internacional das

Espécies da Fauna e da Flora Selvagens Ameacadas de Extin¢ao (CITES, 2002).
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A crescente demanda por peixes ornamentais determina ao setor de
aquariofilia uma grande responsabilidade perante a manutencéo deste recurso. Desta
forma, para desenvolver acertadamente tal atividade tem sido necessario descrever
atividades triviais, de porte secundario, que na maioria das vezes ndo sdo bem
descritas (MOE, 2003).

Os fatores que determinam a compreensao microbiolégica da captura de
animais ornamentais na natureza sao pouco conhecidos. Seja na determinacdo dos
patdbgenos que ocorrem nos animais, tanto na natureza como em cativeiro, seja na
avaliacdo dos procedimentos e técnicas que melhor adaptam a pesca na falta de
conhecimento técnico para a resolucdo de problemas com doencas, ou na aplicacédo
de uma pesca sustentavel com desenvolvimento de protocolos de sanitizacdo
(AUSTIN, 2006a).

A relacdo dessas doencas com 0s Varios aspectos ambientais e até mesmo
a pesca destes animais é dificil de ser determinada. Provavelmente, o0 conhecimento
técnico microbiologico da atividade, a identificacdo de provaveis grupos patogénicos
e as resisténcias destes perante antimicrobianos, pode servir como meio influenciador
para o desenvolvimento de uma atividade mais sustentavel. A microbiologia do
ambiente e de peixes ornamentais pode ser determinante como instrumento para
identificar os riscos da pesca nao sustentavel (SWEET; JONES; BYTHELL, 2011).

E possivel que frente a essas caracteristicas a inser¢éo de estressores
ambientais possa modificar de forma negativa a pesca. E importante salientar que a
insercdo de uma atividade pesqueira sem a qualidade microbiolégica dos animais
capturados pela pesca de ornamentais, pode afetar a sustentabilidade da pesca que
pratica manejos equivocados, resultando em prejudicar as relacées microbiolégicas
do ambiente e dos animais (MARIBUS GGMBH, 2010).

Tomando em conta o anteriormente citado, este trabalho visa caracterizar

a microbiota do muco e do ambiente de peixes marinhos ornamentais capturados.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo geral caracterizar de forma
microbioldgica 0 muco de peixes ornamentais e a agua do sistema de contencdo dos

animais posterior a captura.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) do muco e da agua do
sistema de contencdo dos animais posterior a captura.

e |Isolar e identificar bactérias dos géneros Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas,
em muco e ambiente de contencéo.

» Determinar a susceptibilidade a antimicrobianos de uso veterinario das estirpes
alvo de estudo.

o Detectar situagdes de risco por manejo inadequado na atividade de aquarismo

estudada.
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3 EMBASAMENTO TEORICO

3.1 Peixes ornamentais

O termo “peixes ornamentais” € uma definicdo dada para espécies que sdo
selecionadas pela exuberéncia das suas cores e formas e pela facilidade de
manutencao em cativeiro. Os peixes ornamentais marinhos correspondem a um total
aproximado de 1.471 espécies comercializadas globalmente cuja melhor estimativa
gira em torno de 20 a 24 milhdes de individuos comercializados anualmente
(WABNITZ et al., 2003).

Segundo Castro e Huber (2012), peixes ornamentais sdo animais
vertebrados (subfilo Vertebrada) que apresentam corpo com simetria bilateral,
dotados de uma espinha dorsal protetora de um corddo nervoso, e presenga de um
endoesqueleto. E atribuido a estes animais venustidade ou encanto decorrentes do
formato do corpo ou da coloracdo, esta ultima, dada aos pigmentos coloridos
encontrados em células especiais na pele, denominadas de cromatoforos. Ha grande
variedade de cores e matizes observados entre os peixes marinhos, sendo que esta
caracteristica é resultado da combinacao de cromatéforos com quantidades variadas
de diferentes pigmentos.

Para Moe (2003, p. 11), peixes ornamentais fomentam o hobby do
aquarismo e as industrias associadas a coleta de organismos ornamentais marinhos,

a cultura em cativeiro, a manufatura de produtos de aquario, distribuicdo e comércio:
“os peixes ornamentais permitem a capacidade de desenvolvimento de
pescadores amadores e pequenas empresas de propagacdo em cativeiro
para manter e cultivar corais vivos em sistemas de aquarios marinhos. O
crescimento deste hobby/indUstria na manutencdo de corais também
estimulou a coleta e propagacao de outros organismos do aquario, como
peixes, rochas vivas, areia viva e uma grande variedade de animais

invertebrados”.

A explotacdo de peixes ornamentais € aplicada em locais onde h& a pesca
deste recurso. Evidentemente a aplicacdo pode ser utilizada para fortes preocupacoes
ambientais em relacdo a sustentabilidade dos estoques selvagens de organismos

coletados que também se desenvolveram a medida que a coleta e o comércio de
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animais vivos marinhos se expandiram, bem como 0s estresses ambientais e
antropogénicos (MOE, 2003).

Na Asia e Oceania, pequenos negécios de cultura comercial estdo sendo
desenvolvidos em areas que apresentam riqueza em biodiversidade e alto grau de
simbiose (MOE, 2003).

A crescente valorizagdo do mercado ornamental tem provocado
preocupacdo no ambito ambiental e aumento de restricbes a coleta de estoques
selvagens, incentivando a aquicultura de peixes ornamentais marinhos, estimulando
o0 interesse e os esforgos na preservacao destes ambientes por criadores comerciais,
aquarios publicos, cientistas e hobbistas (MARIBUS GGMBH, 2010).

A industria do aquarismo, como um todo, tem um volume relativamente
baixo mas um valor muito alto (BALBOA, 2003; OLIVIER, 2003), fornecendo um
incentivo para a conservagdo de habitats de recife e oferecendo um meio de
subsisténcia as comunidades costeiras que vivem frequentemente em areas de baixa
renda (BUNTING, HOLTHUS e SPALDING, 2003).

Em 2000, 1 kg de peixe de aquério das Maldivas estava avaliado em quase
US$500, enquanto 1 kg de peixe pescado para alimentacdo valia apenas US$6
(WABNITZ et al., 2003).

Ainda para Moe (2003, p. 11):

“O crescimento acelerado da compreenséo biolédgica e a tecnologia que esse
conhecimento gerou estdo rapidamente mudando a estrutura social e
econdmica do hobby. E importante conhecer os interesses, os esforcos, os
sucessos, os fracassos e as atitudes de todos os envolvidos nessas buscas
para compreender o presente e planejar o futuro do hobby e da indUstria da
vida marinha ornamental. Nesse sentido, peixes ornamentais permitem uma
pesca de alto valor agregado, bem como, preservacdo e aumento do

conhecimento do ambiente dele pertencente.”

Desta forma, é importante compreender que a sociedade deve mudar seu
comportamento e compreensao sobre a pesca de peixes ornamentais com o objetivo
de alcancar uma interagdo sustentavel com o meio ambiente e a inddstria em
particular. Nesse sentido, peixes ornamentais tem que ser reconhecidos como um

grupo de organismos aquaticos de notavel beleza (CASTRO; HUBER, 2012).
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Estes organismos desempenham um grande papel ambiental no habitat a
gual pertencem, além de beneficiar as pessoas da comunidade no entorno que

usufruem da pesca como atividade remunerada (MOE, 2003).

3.2 Meio ambiente e estressores

Os ambientes recifais cobrem 0,25% do ambiente marinho, sendo
considerados 0s ecossistemas mais biologicamente ricos e produtivos na Terra
(BUNTING; HOLTHUS; SPALDING, 2003), e frequentemente descritos como a
“floresta tropical dos mares” (MCALLISTER, 1995; SPALDING; GREEN; RAVILIOUS,
2001).

Estes ambientes incrivelmente diversos proporcionam uma ampla gama de
beneficios diretos e indiretos a milhdes de pessoas e estima-se que sejam cerca de
375 bilhdes de ddlares por ano. Incluindo obtencdo de fontes de proteina para
alimentacdao, turismo, bem como funcées menos 6bvias, como protecdo contra erosédo
(COSTANZA et al., 1997).

Ambientes recifais sdo fundamentalmente bem adaptados as variacfes
naturais nas condi¢gdes ambientais. Eles podem tolerar situagdes extremas por um
tempo limitado. Mas o clima em constante mudanca e as acdes antropogénicas estéo
alterando alguns habitats tdo severamente que o estresse - pressdes provocadas por
mudancas em suas condi¢des de habitat, se torna grande demais para as plantas, as
algas, os animais marinhos e ao préprio recife. Quando varios fatores desfavoraveis
se combinam, levando ao “estresse multiplo”, o efeito cumulativo pode causar de
doencas até mesmo a extincdo de alguma espécie (BAKER et al., 2004; HUGHES et
al., 2003; MARIBUS GGMBH, 2010).

As mudancas climaticas muitas vezes introduzem varios estressores ao
mesmo tempo. Em uma determinada localizacdo e hora, a temperatura, a
disponibilidade de luz e pH podem variar deixando o ambiente desfavoravel para
alguns organismos. Com certa frequéncia, 0s manejos pesqueiros mal introduzidos
também podem agir como estressores, propiciando diversos efeitos adversos diretos
e indiretos - como facilitador da presenca de predadores, diminuigdo da alimentagéo
em teias ecoldgicas, assim como, a presenca de organismos patogénicos e epizootias
(HOEGH-GULDBERG et al., 2007; MARIBUS GGMBH, 2010).
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Um interesse importante e crescente nos recifes de corais deve-se
simplesmente a vasta diversidade biolégica que eles suportam - muito do que ainda
nao é conhecido (SEBENS, 1994). Para Bunting, Holthus e Spalding (2003, p. 110)
ambientes recifais sdo de extremas importancia para as pessoas pelas seguintes

razoes:
“Ambientes recifais permitem oferecer uma ampla gama de servigos
extremamente valiosos para os seres humanos, especialmente para uso
turistico e recreativo. O turismo € o maior e mais rapido setor de crescimento
da economia global e é amplamente focado no litoral, frequentemente em
areas de recifes de corais. Cada vez mais, 0s viajantes das costas tropicais
aventuram-se na agua para o mergulho e pesca recreativa - tudo isso
multiplicando os beneficios do turismo nos recifes de corais. Por exemplo, o
trecho de recifes de 220 milhdes de milhas da Flérida gera US $ 1 bilhdo em

receitas anuais de pesca e turismo (LEE, 1996)".

Os recifes podem apresentar aplicacdo na pesca comercial ndo consuntiva,
como organismos capturados para o comércio de aquarios marinhos. Sabe-se que a
coleta e a exportagdo de plantas e animais ornamentais marinhas, quando feitas de
forma responséavel, trazem numerosos beneficios e evidentemente estas aplicacdes
podem ser utilizadas cada vez mais por pessoas ao redor do mundo que estdo
reconhecendo esses varios beneficios dos corais (BUNTING; HOLTHUS; SPALDING,
2003).

Ao mesmo tempo, os recifes de corais estdo recebendo atencao
consideravel porque estdo sendo destruidos a uma taxa preocupante por uma
variedade de impactos. Os seres humanos sdo 0s agentes impactantes/estressores
cada vez mais presentes nos ambientes recifais, porque a concentracdo humana esta
progressivamente crescente nas zonas costeiras (COHEN et al., 1997).

O uso crescente dos oceanos como consequéncia do aumento da
populacdo costeira, estd provocando uma série de impactos nos recifes de corais.
Desde a década de 1990, existem esforcos para aumentar a visao global do estado
desses ambientes. No estudo de Bryant et al. (1998), intitulada “Recifes em Risco”,
ressaltam o grave estado dos ambientes recifais no mundo: dos 400 parques e
reservas marinhas existentes, cerca de 40% tém menos de 1 km? de extenséo, 40
paises ndo possuem areas marinhas protegidas e 11% dos recifes no mundo possuem

sua biodiversidade em peixes sob alta ameaca de atividade humana.
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Ainda para Bunting, Holthus e Spalding (2003, p. 111):

“58% dos ambientes recifais no mundo sao potencialmente ameacgados pela
atividade humana - desde o desenvolvimento costeiro, praticas de pesca
destrutivas, exploracdo excessiva de recursos, a poluicdo marinha e o
escoamento do desmatamento interno da agricultura. Nesse sentido, em
ambientes recifais é dificil a identificacdo das causas exatas dos graves
declinios nesses ambientes, estes ocorrem em todo o mundo. A degradacao
frequentemente ocorre por meio de uma combinacdo de fatores causados
pelos seres humanos que deixam os recifes menos resistentes a distlrbios
naturais periodicos, como chuvas intensas, assoreamentos, insercao de um
patdgeno e outros eventos. Os recifes saudaveis sdo resilientes e se
recuperam com o tempo. Recifes prejudicados pela atividade humana podem
ser mais vulneraveis requisitando de mais tempo para recuperacao
(BRYANT, BURKE, et al., 1998).”

E importante compreender que a pesca € provavelmente o uso humano
mais nocivo e difundido nos recifes, afetando até mesmo areas remotas, ausentes dos
impactos das atividades humanas baseadas em explotacdo. A pesca tem um impacto
negativo nos recifes costeiros quando inclui a sobrepesca ou o uso de métodos
destrutivos de colheita (BUNTING; HOLTHUS; SPALDING, 2003).

Quando a sobrepesca ocorre, pode resultar em mudancas no tamanho dos
peixes, na abundancia da populacdo, e na composicdo de espécies dentro das
comunidades de recifes. Um exemplo deste fato, € a remocéo de espécies-chave de
peixes que, em Ultima analise, cria mudangas nos niveis ecoldgicos do ecossistema
(ROBERTS, 1995). Ainda como exemplo, décadas de pesca excessiva no Caribe
reduziram o nimero de peixes que se alimentam de algas. Sem peixes pastando, as
algas rapidamente dominaram os recifes, inibindo a colonizacao de corais e as vezes
superando 0s corais Vivos.

lgualmente, varios métodos de pesca em recifes de coral s&o
inerentemente destrutivos. Estes incluem a pesca com dinamite, cianeto ou utilizacao
de agentes quimicos que sustente a atividade como antimicrobianos ou sanitizantes.
Como os métodos destrutivos sdo geralmente ndo seletivos, ha captura de muitas
espécies nao alvo, por sua vez, a comunidade microbiana pode sofrer perdas
consideraveis juntamente com espécies alvo capturadas, podendo sofrer com a
sobreposicdo de espécies (HIBBING et al., 2010) ou adquirir alta resisténcia a

tratamentos convencionais sanitizantes.
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Nesse sentido, a suposi¢éo geral € que a industria de aquarios marinhos e
0s agentes de conservacao de recifes estdo em conflito um com o outro. A suposi¢cao
se desenvolve basicamente em torno de trés questdes: a mortalidade em excesso
apos a pesca, a possibilidade de sobrepesca em algumas areas e 0 uso de manejos
de pesca e conservacao destrutivos/danosos (BRYANT et al., 1998).

A falta de conhecimento técnico e a deficiéncia em informacdes sobre o
tema geralmente dificultam a aplicacdo de operacdes sustentaveis da industria de
aquarios e o papel do comércio de aquarios marinhos na manutencdo da saude
microbiologica dos recifes, além da criagdo de beneficios socioeconémicos em areas
de arrecifes (BUNTING; HOLTHUS; SPALDING, 2003).

Levando em consideracao a falta de conhecimento técnico e caréncia de
informacdo, sdo necessarios estudos que destaquem o0s impactos negativos e

positivos da industria de aquarismo marinho.

3.3 Patégenos bacterianos em peixes marinhos e Resisténcia a quimicos e

antimicrobianos

O conhecimento sobre a microbiologia marinha despertou o interesse dos
cientistas na década de 1970 quando foi considerada como um dos grandes avangos
da ciéncia moderna. A esséncia disso decorre do descobrimento, em abundéancia, do
picoplancton, denominados como 0s menores organismos do plancton, com
dimensdes inferiores a 2 um, como as bactérias (MUNN, 2011). Grande parte da
biodiversidade, abundancia e metabolismo marinho € de responsabilidade desses
individuos (CASTRO; HUBER, 2012).

Os métodos modernos levaram a novas ideias sobre a evolucdo da vida
microbiana (AUSTIN, 1988). Segundo Munn (2011), os microrganismos existem em
grande namero e formam um componente importante de biomassa na Terra, e esta
possui uma ampla gama de condicdes fisicas e quimicas que fornece diversos habitats
especializados, a exemplo dos oceanos.

O mar como ambiente, sempre colocou muitas duvidas de extremo
interesse para a microbiologia (SCHOLES; SHEWAN, 1964), sendo que grandes
trabalhos sobre esses problemas ja foram produzidos e publicados e, sem duvida,
ainda se produzirdo muitos dados de pesquisas cientificas nesta area. E importante

salientar que a historia da microbiologia dos mares néo poderia estar completa sem o
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conhecimento das doencas, ocasionadas por microrganismos, em especial por
bactérias.

Doencas bacterianas em peixes causam grandes perdas na aquicultura
(LOWRY; SMITH, 2006; MOHAMAD; ROSELI et al., 2019; NURLIYANA et al., 2019),
mas os efeitos dos microrganismos sobre as popula¢gfes na natureza sao mais dificeis
de determinar (BREITBART et al., 2007; EILER; JOHANSSON; BERTILSSON, 2006).
Bactérias produzem infeccbes em peixes usando uma série de mecanismos
patogénicos (HANSEN; OLAFSEN, 1999; OLAFSEN, 2001; RING( et al., 2010).

Para Munn (2005) patégenos séo agentes bioldgicos que causam doencgas,
tendo como principais questdes a serem abordadas: a ecologia natural desses
organismos e os fatores que determinam sua capacidade de produzir males. A
importancia dos estudos das enfermidades bacterianas aos peixes marinhos deve-se
ao fato de existir um aumento progressivo no numero de novas taxas associadas ao
aparecimento de patologias de peixes nos ultimos 20 anos (AUSTIN; AUSTIN, 2012).

Sao exemplos consistentes desse pensamento, Pasteurella skyensis, que
foi isolada com frequéncia de salméo do Atlantico cultivado em cativeiro que causou
incidentes durante um periodo de quatro anos; Francisella noatunensis, responsavel
por infeccbes graves no cultivo de bacalhau do Atlantico (Gadus morhua)
(BAKKEMOA et al., 2011) e o surgimento de doencas pelos chamados néo cultivaveis,
Candidatus, conceito usado para células intactas as quais foram observadas em
tecido do organismo doente, porém nao cultivados.

Austin, define a importancia do estudo das doencas em peixes, utilizando

a seguinte razao:

No geral, o estudo das doengas dos peixes concentrou-se nos problemas da
aquicultura, em vez de nas populagdes de peixes selvagens. No entanto, esta
se tornando cada vez mais aparente que a doenca ndo é necessariamente
causada por espécies Unicas, mas pode envolver interagdes sinérgicas entre
dois ou mais variaveis. O isolamento de um organismo de peixes clinicamente
doentes ndo implica necessariamente que estes tenham causado infeccao.
De fato, muitas vezes o0s postulados de Koch séo convenientemente
esquecidos (AUSTIN, 20064, p. 391).

As bactérias constituem-se como patdogenos oportunistas, colonizando e
causando doencas em peixes com 0 sistema imune debilitado. Ressalta-se né&o

apenas a grande variedade de patogenias bacterianas, mas também a resisténcia a
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tratamentos antimicrobianos adquirida por esses patdégenos pelos manejos de captura
(AUSTIN; AUSTIN, 2012).

Igualmente, os géneros Vibrio e Pseudomonas séo citados como agentes
gue causam doencas em peixes ornamentais (em até 70% dos casos). Os Vibrios
(exemplo, Vibrio anguillarum, V. harveyi e V. alginolyticus), ocasionam grandes
problemas para os peixes com énfase na aquicultura e na pesca em aguas marinhas,
costeiras e estuarinas. As estirpes bacterianas do género Pseudomonas patogénicas
de peixes incluem Pseudomonas anguilliseptica, P. baetica, P. chlororaphis, que
causam hemorragia na superficie do corpo, necrose da nadadeira caudal podendo
chegar a um quadro de septicemia hemorragica (AUSTIN; AUSTIN, 2012).

O género Aeromonas tém sido tradicionalmente referenciado como
patégeno de peixes ornamentais. Janda e Abbott (2010), descrevem o género como
foco de atencéo desde o inicio do século XXI, particularmente como um alvo para o
desenvolvimento de estratégias de diagndéstico e controle. Os autores associaram
grandes perdas econdmicas durante a ultima década com as perdas por mortalidade
em peixes ocasionadas por bactérias pertencentes a esse género.

As doengas bacterianas tém sido consideradas como o problema infeccioso
mais comum dos peixes ornamentais, e a maioria das infeccbes bacterianas sao
causados por organismos gram-negativos (AUSTIN; AUSTIN, 2012). A maioria dos
patégenos bacterianos de peixes sdo habitantes naturais do ambiente aquatico, seja
ele de a&gua doce ou marinha (MUNN, 2005), ndo sendo dificil relacionar que
estressores extrinsecos, incluindo transporte maritimo, pesca, ma qualidade da agua,
tratamentos antimicrobianos e nutricdo inadequada, podem predispor um peixe
ornamental a uma doenca bacteriana e ocasionar resisténcia a tratamentos da
mesma.

A utilizacdo sem controle dos agentes quimicos e antimicrobianos no
tratamento de doencas bacterianas em ambientes mantém um risco microbiolégico
consideravel. Hasman et al. (2006) demonstraram em estudo a resisténcia ao cobre,
na forma de sulfato de cobre em col6nias de Enterococcus faecium em suinos. Spicher
e Peters (1976) verificaram a resisténcia de diferentes microrganismos ao
formaldeido, destacando as diferentes colénias de Pseudomonas aeruginosa.

Se tratando de antimicrobianos, isolados ambientais de Vibrio
parahaemolyticus e Vibrio wvulnificus, identificados como patdogenos de peixes

marinhos, apresentaram o mesmo perfil de resisténcia aos antibioticos ampicilina,
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penicilina e tetraciclina, independentemente dos paises (ELMAHDI; DASILVA,;
PARVEEN, 2016). Drenkard (2003), caracterizou a resisténcia a agentes
antimicrobianos de bactérias formadoras de biofilme, a exemplo de Pseudomonas,

como importantes e persistentes bactérias.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de coleta

A atividade de pesca de peixes ornamentais alvo do presente estudo
acontece em um ambiente dotado de formacéo recifal (Figura 1), localizado nas Praias
de Redonda e Peroba, municipio de Icapui, na costa leste do Estado do Ceara. Os
peixes ornamentais foram capturados acerca de trezentos metros da praia, em uma
area estimada de 25 kmz?, preferencialmente em periodos com pouco vento e de baixa-
mar.

As coletas foram realizadas durante os meses de julho a setembro do ano
de 2019. Foram coletadas, amostras de muco dos animais e agua no sistema de

contencéo dos animais posterior a pesca.

Figura 1. Mapa simplificado dos pontos de coleta de agua e muco de peixes
ornamentais da regido litoranea de Icapui/CE.
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Nas coletas, observou-se o aparecimento de cinco espécies de peixe, o total
de nove peixes analisados, que tiveram seu muco estudado: Chaetodon striatus;
Haemulon parra; Chaetodon striatus; Heteropriacanthus cruentatus e Pomacanthus
paru (Figura 2), este ultimo de maior frequéncia de observacéo — girando em torno de
44,4% e estando presente em todas as coletas (Tabela 1).

Figura 2: Especime de Pomacanthus paru, peixe ornamental coletado para
amostragem de coleta de muco na pesquisa microbiologica.

Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 1: Espécies de peixe ornamentais que foram analisados - cidade de Icapui/CE.

Quantidade Amostra
Nome Popular Nome Cientifico Coletada (Peixe)
Peixe-borboleta Chaetodon striatus 2 2eb6
Paru-preto Pomacanthus paru 4 1,5,7e8
Pirambu Haemulon parra 1 3
Parum Branco Chaetodipterus faber 1 4
Vermelho Zoido | Heteropriacanthus cruentatus 1 9

Fonte: dados da pesquisa.
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O local de captura é dotado de formacao rochosa, visivel mesmo em periodo
de preia-mar, fazendo assim, com que os pescadores tenham acesso facil a captura.
A pesca ocorre por meio de mergulho e com auxilio de pulca, iscas e atrativos. Este
refugio é visivelmente diverso em abundancia e numero de espécies, o que facilita a

captura.

4.2 Caracteristicas de Manejo do Sistema de Recirculagéo

Foi realizada uma analise descritiva/explicativa das condi¢des de manejo no
local e atividade analisados. Também foram comparados 0s conhecimentos
adquiridos através da consulta da literatura internacional e as Normas Técnicas

existentes.

4.3 Amostras analisadas

Cada coleta consistiu em um pool de amostras de agua — filtracdo em trés
pontos do sistema do volume de um litro (Figura 3), e trés amostras de muco de trés
animais, perfazendo no final dos meses de amostragem um total de 12 amostras,

sendo 3 de agua e 9 de muco.

Figura 3: Coleta de amostra de agua em um sistema
de contencdo de peixes ornamentais pescados no
litoral de Icapui/CE

Fonte: elaborada pelo autor.
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As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas, até o laboratério de
Microbiologia Ambiental e do Pescado do Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) —
UFC, onde foram processadas, imediatamente sendo estas avaliados para analises
microbiologicas quantitativa e com a utlizagdo de antibiograma, analisando

gualitativamente a resisténcia de cepas a antimicrobianos.

4.4 Preparo das amostras

Para a determinacgéo quantitativa, a partir das amostras de agua e de muco
foram preparadas diluicdes decimais sucessivas (101 a 10-°) em agua do mar 20 ppm
(Figura 4).

Figura 4: Fluxograma da avaliagdo microbioldgica das amostras de muco
de peixes ornamentais e agua da cidade de Icapui/CE.
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Fonte: elaborada pelo autor.

De cada diluicdo foram tomadas aliquotas de 100 pL (0,1 mL) e foram
distribuidas em duplicata com auxilio de algas de Drigalski pelo método de semeadura

por espalhamento (Spread Plate) em meio néo seletivo (Agar PCA 10 ppm de Agua
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do Mar, do Inglés, Plate Count Agar). Meios seletivos foram utilizados para o
isolamento e identificacdo dos diferentes géneros a avaliar: Agar tiossulfato-citrato-
sais biliares-sacarose (Agar TCBS, meio seletivo para Vibrio), Agar Gelatina Fosfato
Sal (Agar GSP inserido 20ug/mL de ampicilina, meio seletivo para Aeromonas) e Agar
Cetrimide (meio seletivo para Pseudomonas), em placas de petri. As placas foram
entdo incubadas invertidas em estufa, onde permaneciam a 35°C por 24h,
permanecendo as placas de Agar Cetrimide e GSP por até 120 horas para sua leitura

final.

4.5 Contagem e isolamento das estirpes

Apos o periodo de incubacéo, as colbnias crescidas nas placas contendo
um numero entre 25 e 250 foram contadas através do método de Contagem Padrao
em Placas (CPP) (DOWNES; ITO, 2001). Transcorrida a contagem, foram isoladas 10

colénias tipicas dos géneros alvo (Figura 5).

Figura 5: Fluxograma resumo das atividades da avaliacdo microbiolégica das
amostras até o isolamento das estirpes por género a estudar de muco de peixes
ornamentais e agua do sistema de recirculacéo da cidade de Icapui/CE.

Coleta de
amostras ‘ , =

SN  Agar Cetrimide L

Fonte: elaborada pelo autor.

As colbnias suspeitas foram entdo semeadas em tubos contendo Agar

Tripticase Soja (Agar TSA em agua do mar 10 ppm) inclinado, seguido de incubacéo
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a 35°C por 24 h. Decorrido esse periodo, as culturas em agar TSA foram armazenadas
para posterior identificacdo presuntiva para género e susceptibilidade a

antimicrobianos.

4.6 Identificag&o presuntiva

4.6.1 Provade Gram

A prova de Gram foi utilizada para verificar as caracteristicas morfolégicas
e tintoriais das cepas isoladas. Os esfregacos corados pelo método de Gram, foram
preparados a partir de culturas em TSA 24 horas, contendo 10 ppm de agua no mar.
As cepas gue apresentassem morfologia de bastonetes curtos a médios, curvados ou
ndo, Gram-negativos, caracteristicas de cepas de Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas,

foram levadas para as etapas posteriores da identificagéo presuntiva (Figura 6).

Figura 6: Fluxograma da identificacdo presuntiva até a identificacdo definitiva das
estirpes isoladas do muco de peixes ornamentais e agua do sistema de recirculacao
da cidade de Icapui/CE.

Identificagao - Identificacio
presuntiva | | definitiva

Teste de

citocromo-oxidase Teste de catalase

Fonte: elaborada pelo autor.

4.6.2 Teste de citocromo-oxidase e Teste de catalase

Uma pequena porc¢do do crescimento de cepas em culturas puras em agar
TSA 10 ppm foi transferida, por meio de uma alga de platina, para uma fita de oxidase.
Logo a seguir, foram realizadas as leituras. As familias Vibrionaceae,

Aeromonadaceae e Pseudomonadaceae apresentam como caracteristica ao teste, o
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aparecimento da cor violeta na fita de oxidase, produto da presenca da enzima
citocromo-oxidase, sendo considerada uma resposta positiva. Salienta-se que
algumas cepas podem apresentar oxidase negativa e ainda assim pertencer as
respectivas familias, por exemplo, o género Vibrio apresentando as espécies Vibrio
metschnikovii, V. aerogeneses e V. gazogenes como oxidase negativa.

Igualmente para catalase, com o auxilio de uma alca de niquel-cromo, uma
peguena amostra de crescimento puro era transferida para uma lamina de vidro estéril.
Em seguida, a cultura era coberta com uma gota de agua oxigenada a 3,0%. A prova
positiva era revelada através da liberacao de bolhas.

4.7 Identificacéo definitiva

As cepas suspeitas de serem Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas foram
inoculadas em tubos com agar TSA 10 ppm de agua do mar incubados a 35°C por 24

h, sendo posteriormente realizado as provas de identificacdo (Figura 7).
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Figura 7: Fluxograma da identificacdo definitiva dos isolados por
género das cepas do muco de peixes ornamentais e agua da cidade
de Icapui/CE.

identificagido Teste de Suceptibibdade
definitiva l * & Antimicrobianos

Bile
I . . . ’ .

g
.g Agar TCBS Agar TSI
s

Fonte: elaborada pelo autor.

O teste agar TSI e provas complementares foram utilizados para
reconhecer cepas de Vibrio - seguindo o Manual de Bacteriologia Determinativa de
Bergey. Igual teste de fermentacao e O/129, foram utilizados para diferenciacdo de
cepas Aeromonas - a caracterizacdo das espécies foi realizada pela chave de
identificacdo Aerokey Il (CARNAHAN; BEHRAM; JOSEPH, 1991), e testes de Indol,
motilidade, esculina, citrato, King P e OF para identificacdo de Pseudomonas —
adaptado de CETESB (2011) e Murray, Breed e Smith (1957).

4.7.1 lIdentificagdo do género Vibrio pelo Manual de Bacteriologia Determinativa

de Bergey

A identificacdo de cepas suspeitas de serem do género Vibrio ndo ocorreu

da mesma forma aos outros géneros, isso devido ao fato do agar TCBS ser um meio
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de diferenciacédo seletiva para o isolamento de cepas de Vibrio cholerae e V.
parahaemolyticus, além de outras espécies do género.

Para complementacao na identificacdo na selecédo das cepas de Vibrio, foi
utilizada metodologia proposta por Murray, Breed e Smith (1957) - Manual de
Bacteriologia Determinativa de Bergey: teste considerado positivo para presenca da
enzima citocromo oxidase e reacao acida para culturas em agar TSI, fermentacdo da
glicose (melhor descrito em “4.6.1. Identificacdo do género Aeromonas pela Aerokey

II”, do presente trabalho).

4.7.2 Identificacdo do género Aeromonas pela Aerokey Il

A caracterizacdo dos isolados de Aeromonas spp. foi realizada utilizando-
se a chave de classificagdo Aerokey Il de 1991. Para a identificacdo do género
Aeromonas, realizou-se a coloracéo de Gram e as culturas que apresentavam formato
de bastonete curto, gram-negativa foram posteriormente testadas quanto a
fermentacdo em Agar Triplice-AcUcar-Ferro (TSI) e susceptibilidade ao agente
vibrioestatico 0/129 (CAMPBELL; FARRELL, 2016; NELSON; COX, 2018).

4.7.2.1 Teste em Agar Triplice Actcar e Ferro

O teste de agar Triplice Agucar e Ferro, do inglés agar TSI, determina
diferenciacao de bacilos gram negativos com base na fermentacao de glicose, lactose
e sacarose além da formacdo ou ndo de sulfeto de hidrogénio (H2S). Cepas puras
foram repicadas em &gar TSI e incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas. A
prova foi considerada positiva para culturas de Aeromonas spp. com a aparicao de
reacao acida, identificada pela mudanca de coloracao do meio de vermelho alaranjado

para amarelo através do indicador acido-base vermelho de fenol incorporado.

4.7.2.2 Teste de resisténcia ao agente O/129

Cepas suspeitas foram submetidas a prova de sensibilidade ao agente
vibrioestatico O/129, seguindo a metodologia proposta por Bauer-Kirby (BAUER et al.,
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1966) — tendo melhor descricdo do procedimento no capitulo 4.6 deste trabalho.
Considerou-se como Aeromonas spp. 0s cultivos resistentes as duas concentracdes

ao agente antimicrobiano nesta prova (Figura 8).

Figura 8: Teste de susceptibilidade a duas concentracdes do agente
0/129 (10 pg e 150 ug). A esquerda uma cepa mostrando ser sensivel
as duas concentracdes, com subpopulacdo as duas concentracfes. A
direita cepa mostrando ser resistente as duas concentracoes, resultado
tipico Aeromonas spp.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.7.3 ldentificacdo do género Pseudomonas por metodologia adaptada

A caracterizacdo dos isolados de Pseudomonas spp. foi realizada de
acordo com as Normas Técnicas da CETESB (2011) e do ‘Bergey's Manual of
Determinative Bacteriology’ (MURRAY; BREED; SMITH, 1957). Para a identificagéo
do género Pseudomonas, realizou-se a coloracdo de Gram e as culturas que
apresentavam forma de bastonetes retos e curtos e gram-negativas foram repicadas

para respectivas provas.

4.7.3.1 Teste de producao de Indol e presenca de motilidade

Para os testes de indol e motilidade, foi utilizado o meio Indol Sulfeto
Motilidade — do inglés, agar SIM (Figura 9). Tubos contendo o meio SIM, foram
inoculados com cepas suspeitas de Pseudomonas utilizando-se o auxilio de uma

agulha de niquel-cromo, em seguida os tubos foram incubados por 24 horas a 35°C.
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Figura 9: A. Prova positiva para Indol em Agar SIM; B. O tubo a esquerda,
teste positivo para motilidade, com turvamento do meio. O tubo a direita
mostra crescimento apenas no local de perfuracdo da agulha.

Fonte: elaborada pelo autor.
O triptofano, um aminoacido essencial, € oxidado por algumas bactérias

pela acdo da enzima triptofanase. As bactérias que produzem a enzima triptofanase
sdo capazes de degradar o aminoacido triptofano em acido pirtivico, amoénia e indol
(CAMPBELL; FARRELL, 2016; NELSON; COX, 2018). A prova positiva para indol
resulta em uma formacdo de anel vermelho cereja no meio apos a insercdo do
reagente de Ehrlich (2 mL) - p-dimetilaminobenzaldeido, este reagente é sensivel para
detectar pequenas quantidades de indol. O teste positivo para motilidade é

apresentado pelo crescimento ao longo da linha de inoculagdo com turvacéo do meio.

4.7.3.2 Teste da utilizacao de Citrato

O Agar Citrato de Simmons — agar citrato, € um meio seletivo e diferencial
gue testa a capacidade de um organismo de usar citrato como Unica fonte de carbono
e ions de aménio como Unica fonte de nitrogénio. Culturas suspeitas foram inoculadas
em tubos de ensaio com inclinacéo longa e rasa de agar citrato, incubadas em estufa
de crescimento por até 5 dias a temperatura de 35°C. A resposta positiva (Figura 10)
a utilizacao de citrato € observada com mudanca de coloracdo do meio. O meio ndo
inoculado sera verde-escuro devido ao pH da amostra e ao azul de bromotimol.
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Figura 10: O tubo a esquerda mostra crescimento bacteriano
com utilizac&o do citrato do meio (coloragao azul, positivo). O
tubo a direita mostra crescimento bacteriano sem utilizacdo do
citrato no meio (coloragéo verde, negativo).

Fonte: elaborada pelo autor.

O crescimento indicativo da utilizacdo de citrato depende da presenca de
uma enzima citrase produzida pelo organismo, que decompde o citrato em acido
oxaloacético e acido acético. Estes produtos sdo posteriormente convertidos em acido
piravico e diéxido de carbono. O dioxido de carbono gerado combina-se com sodio e
agua para formar carbonato de sédio, um produto alcalino. A alcalinidade do meio é
indicada por uma mudanca na cor do indicador de pH. A mudanca no pH muda o
indicador azul de bromotimol no meio de verde para azul acima de pH 7,6 e isso

constitui um teste positivo.

4.7.3.3 Teste da presenca de Piocianina

Espécies de Pseudomonas spp. podem ser identificadas devido a sua
producdo caracteristica de piocianina, um pigmento de fenazina azul-esverdeado,
soluvel em &gua e fluorescente, associado a sua morfologia colonial e ao odor
caracteristico de aminoacetofenona semelhante a uva. Culturas suspeitas foram
inoculadas com auxilio de uma al¢ca de niquel-cromo em tubos de ensaio contendo o
meio agar A de King — King P (Figura 11), sendo este particularmente adequado para
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identificar a presenca de piocianina. O &gar King P, com inclinagcéo longa e rasa, foi
incubado em estufa de crescimento microbiolégico por 24 horas a temperatura de
35°C.

Figura 11: Tubos inoculados com cepas suspeitas de Pseudomonas
spp. contendo agar King P, as amostras positivas, apresentam
coloracéo fluorescente na presenca de luz ultravioleta, exaltando a
presenca de piocianina.

Fonte: elaborada pelo autor.

4724 Teste de hidrolise da Esculina

Para a prova de esculina utiliza-se o meio agar Bile Esculina — que contém
esculina (componente diferencial) e citrato férrico responsaveis por fornecer ions
férricos. A esculina é hidrolisada por microrganismos como Pseudomonas spp.,
capazes de formar dextrose e esculetina. Culturas de microrganismos isolados
suspeitos foram incubadas em agar esculina por 24 horas a 35°C. Apés o periodo de
incubacédo, observa-se prova positiva com a transformacao do meio de sua cor ambar

original em marrom escuro para preto.

4.7.3.5 Teste em &gar OF

O teste de fermentacdo oxidacdo € usado para determinar se um
organismo utiliza substratos de carboidratos para produzir subprodutos acidos. A

determinacdo se um organismo é oxidativo ou fermentativo, foi observada utilizando-
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se 0 meio de Hugh e Leifson (LEIFSON, 1963), comumente chamado de meio OF
(Figura 12), que contém triptona e azul de bromotimol (um indicador). Foram
necessarios dois tubos para a interpretacéo do teste OF. Ambos foram inoculados e
um dos tubos (tubo F) coberto com 6leo mineral, produzindo um ambiente anaerdébico,
foi deixado em estufa de crescimento por até 5 dias a temperatura de 35°C.

O crescimento de microrganismos neste meio € observado através da
triptona, que pode apresentar uma reacao alcalina (cor azul escuro) ou utilizando
glicose, que resulta na produgdo de acido (transformando o bromotimol azul em
amarelo). A prova positiva para Pseudomonas spp., se da pela mudanca de coloracéo
no tubo sem cobertura com 6leo mineral e na ndo mudanca de colora¢ao no tubo com

6leo mineral, sendo essa formac¢éo oxidativa ou ndo fermentativa.

Figura 12: Tubos contendo agar OF, as cepas 18 e 16,
apresentando o tubo O (oxidacdo) com mudanca de coloragao e
o tubo F (fermentacdo) sem alteracdo, demonstram prova positiva
para Pseudomonas spp. ndo fermentadoras.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.8 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

O antibiograma de cepas selecionadas foi realizado pelo método de difusao
em placa seguindo-se a metodologia proposta por Bauer-Kirby (BAUER, KIRBY, et
al., 1966), segundo a orientacao técnica ditada pelo Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2017) envolvendo o uso dos seguintes antibidticos comerciais
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pertencentes a diferentes familias: B-lactamicos — Cefalotina-CFL  (30ug),
Amoxicilina/Clavulanato de Potéassio-AmC (30ug); Aminoglicosideos -
Gentamicina-GEN (10ug); Fluorguinolonas - Ciprofloxacina-CIP (5ug); Tetraciclina
- Tetraciclina-TET (30pg); Macrolideos — Erythromycin-ERI (15ug). Estes discos
antimicrobianos, foram mantidos sob refrigeracéo — de 2°C a 8°C, e utilizados dentro
do prazo recomendado pelo fabricante. Antes da prova de susceptibilidade, os discos
eram deixando a temperatura ambiente por uma hora.

As colbnias, uma vez identificadas foram renovadas para um tubo de TSA
(10 ppm de agua do mar) e apds 24 h de incubacéo (35°C) entéo transferidas e
inoculadas em tubos contendo 9 mL de solucéo salina estéril a 0,85%. Foi utilizado
um espectrofotbmetro para a obtencao do padrdo de densidade Optica da escala de
McFarland (0,5), com leitura feita no comprimento de onda de 625nm, correspondendo
a uma concentracdo bacteriana de 5x10° unidades formadoras de col6nias por mL
(UFC/mL).

Das solucdes ajustadas foram retiradas indculos com emprego de “swab”
estéril e semeados em placas de Petri contendo Agar MH. Os discos impregnados
com o0s respectivos antimicrobianos citados foram aplicados na superficie do meio
com o auxilio de uma pinc¢a flambada e entdo levemente pressionados no centro.

Apos o periodo de incubacéo procede-se a leitura das placas medindo, em
milimetros, o didametro da zona de inibicdo do crescimento das colénias (Figura 13).
As cepas foram caracterizadas como resistentes, com sensibilidade intermediaria ou
sensivel de acordo com uma tabela de mensuracdo dos halos para cada

antimicrobiano usado, fornecido pelo fabricante dos discos impregnados.
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Figura 13: Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Cepas que
apresentam halos frente a presenca de discos de antimicrobianos
demonstram inibic&o do crescimento microbiano.

Fonte: elaborada pelo autor.

4.9 Teste da camada dupla de agar

Na ultima coleta os mucos dos animais coletados foram utilizados para
verificagcdo de presenca de bacteriocinas ou metabolitos que pudessem impedir 0
crescimento microbiano testado. As amostras dos mucos uma vez identificadas foram
dispostos em uma solucéo salina a 20 ppm de 4gua do mar, entdo transferidos e
inoculadas em placas de petri contendo uma fina camada de agar MH e apés 6 h de
incubacao (35°C), a insergcdo de um indculo de Pseudomonas aeruginosa foi utilizada
como controle positivo. Passado o periodo de incubacado, as placas foram entdo
transferidas para uma capela de fluxo laminar na presenca de 1 mL de Cloroférmio —
P.A., sem o contato direto no agar, utilizando a tampa da prépria placa de forma
invertida.

Passados entdo um periodo de 15 minutos, tempo necessario para
completa volatilizacdo da substancia, estas placas recebiam uma segunda camada
de 4gar MH este inoculado, contendo cepas bacterianas a serem testadas seguindo
0 padrao de densidade o6ptica da escala de McFarland (0,5): Escherichia coli;
Staphylococcus aureus; Vibrio parahemolyticus sorotipo K 15 - esta cepa foi cedida

pela FIOCRUZ, Rio de Janeiro, isolada de um surto de gastrenterite acontecido em
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Cascavel (CE) em 1975 (HOFER, 1983); Vibrio fischeri; 1P2A2 (gram-negativa) e
1P2T5 (gram-positiva) -, estas duas Ultimas sdo cepas isoladas da propria pesquisa,
uma gram negativa e a outra gram positiva, respectivamente. As placas foram

deixadas em estufa de crescimento por 24 horas a temperatura de 35°C.

Apbs o periodo de incubacgdo procede-se a leitura das placas verificando a

existéncia de uma zona de inibicdo no crescimento das colbnias.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento da atividade de aquarismo nha regiéo

Na regido, quanto a atividade de pesca, ndo se observa a utilizagdo de
métodos ofensivos de captura, ao contrario, por parte da comunidade pesqueira,
existe um respeito pela conservacdo e manutencdo da atividade. O motivo da
conscientizacdo na preservacao do recurso e do cuidado com a nova atividade, vem
em resposta a um duro historico de deplecédo de recursos pesqueiros, a exemplo da
pesca da lagosta - Panulirus argus e Panulirus laevicauda, que sofreu uma
sobrepesca desde a década de 70, acentuando-se devido a praticas ilicitas de
explotacdo, auséncia na fiscalizacdo e controle de uma atividade tipicamente
artesanal (LINS OLIVEIRA; VASCONCELOS; REY, 1993).

Segundo Lee (1996), regides recifais, como a de Icapui, podem apresentar
aplicacdo na pesca comercial ndo consuntiva, como organismos capturados para o
comércio de aquarios marinhos. Sabe-se que a coleta e a comercializacdo desses
animais ornamentais, quando feita de forma responséavel, trazem numerosos
beneficios, como a sustentabilidade da atividade e insercdo econdmica na regiao
(DARLING; DAGATA, 2017).

Por outro lado, é importante compreender que a pesca do recurso na regiao
€ provavelmente o uso humano com maior potencial nocivo. Segundo Bryant, Burke
et al. (1998), a pesca nessas regides pode ter impacto negativo nos recifes costeiros
guando inclui a sobrepesca ou o0 uso de métodos destrutivos de colheita afetando até
mesmo areas remotamente, distantes dos impactos usuais das atividades humanas.

Em um cenério futuro, esta atividade pode ser considerada como potencial
fornecedora e incentivadora para a conservacao do habitat de recife local e provedor
de subsisténcia a comunidade costeira que vive em uma area de baixa renda
(BUNTING; HOLTHUS; SPALDING, 2003; DARLING; DAGATA, 2017). Para Moe
(2003), nesse sentido, a pesca de peixes ornamentais € uma atividade de alto valor

agregado que propicia a preservagao e aumento do conhecimento do ambiente.
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5.2 Contagem e abundéancia de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC),

Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas nas amostras de Icapui/CE

A tabela 2 mostra a estimativa em Unidades Formadoras de Col6nia por
mL (UFC/mL) de Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC), Vibrio, Aeromonas e
Pseudomonas nas amostras de agua do sistema de contencédo dos animais e muco

de peixes ornamentais.

Tabela 2: Estimativa de contagem padrdo em placas (CPP) de Bactérias
Heterotroficas Cultivaveis (BHC), Vibrio spp., Aeromonas spp. e Pseudomonas spp.

nas amostras de agua e muco de peixes ornamentais de Icapui/CE.

Contagem de Bactérias (UFC/mL)
Coleta | Amostragem __
BHC Vibrio spp. | Aeromonas spp. | Pseudomonas spp.
Agua 1,09x106  4,05x10* 0 0
18 Peixe 1 4,55x10% 8,65x10° 5,00x10! 5,00x10*
Peixe 2 1,02x107 1,20x10° 4,55x10°3 0
Peixe 3 9,55x10® 1,10x10° 9,20x103 0
Agua 1,50x10* 0 5,00x103 0
- Peixe 4 9,55x10* 9,80x10°3 5,50x10? 0
Peixe 5 1,68x10° 2,90x103 0 0
Peixe 6 3,40x10° 0 0 0
Agua 3,45x106 0 0 0
- Peixe 7 9,00x10% 0 0 0
Peixe 8 3,00x10% 0 1,00x10? 0
Peixe 9 3,65x10° 1,40x10°3 5,00 x102 0

Fonte: dados da pesquisa.

Para as amostragens de muco de peixes nos mesmos pontos, o UFC/mL
de BHC variou entre os valores de 1,02x10” (Peixe 2, primeira coleta) a 3,40x10°
(Peixe 6, segunda coleta). Como observa-se na tabela 2 as unidades de medida entre

a dgua (UFC/mL), a superficie de peixes (UFC/cm?) e o muco dos animas (UFC/mL)
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sdo muito diferentes pelo que as comparacgfes ndo sao especialmente Uteis (AUSTIN,
2006Db).

Alguns trabalhos da literatura, sugerem que o0s peixes tém baixas
populacdes bacterianas na pele. Fato observado no salméo do Atlantico (Salmo salar),
que possui populacées de 102 a 103 UFC/cm? de pele (HORSLEY, 1973), enquanto a
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) apresentou populacdes bacterianas variando de
10%a 107 unidades formadoras de col6nia por grama (DILER et al., 2000).

No entanto, deve-se enfatizar que a relevancia do uso do peso como
unidade de medida para estimar populacdes bacterianas na pele € discutivel. Com
base na literatura, existem muitas semelhancas entre as populacdes bacterianas em
peixes e agua (APUN; YUSOF; JUGANG, 1999; AUSTIN, 1982, 1983; EVELYN;
MCDERMOTT, 1961). Este trabalho optou por uma abordagem comparativamente
facil de estudar as populacdes de bactérias heterotréficas aerdbicas, com dados
sugerindo que o numero de bactérias na superficie dos peixes se aproxima dos

numeros da agua circundante em suas respectivas coletas, como mostra o Grafico 1.

Grafico 1: Estimativa de contagem padrao em placas (CPP) de
Bactérias Heterotroficas Cultivaveis (BHC) e linha tendéncia entre
as coletas e suas respectivas amostragem.

8 QOE«D8
VRIPAES y = -524083x + BE+I6
e =
Y O0E+00 l | | | — — - et
Agua Peixe ! Peixe 2 Paixe 3 Agua Peixed Peixe 5 Peixed Agua | Peixe § Paxa 0

Amostragem das Coletas

L

em UFCim

PLacas

Contagem Padrao em

Fonte: dados da pesquisa.

Na andlise dos dados da pesquisa € possivel observar que o muco de
determinados peixes, por exemplo, peixe 2 da 12 coleta, possuem contagens de

populacbes bacterianas superiores a da agua que estavam contidos. Ndo é de
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surpreender que haja dados sugerindo que o tamanho da populacéo bacteriana reflete
o nivel de poluicdo da agua, ou seja, contagens mais altas estdo presentes em peixes
oriundos de ambientes poluidos (ZMYSLOWSKA et al., 2001) ou ainda pode-se inferir
qgue houve influéncia do ato da captura, como estressor animal, por exemplo,
influenciando a bioquimica do muco que cobre a superficie do animal e
respectivamente a comunidade bacteriana do mesmo, além da imunidade a bactérias
no animal (ELLIS, 1999). Assim, pode-se inferir que a comunidade de bactérias do

muco, esta apenas vagamente associada a superficie de peixes.

5.2.1 Ingeréncia do Sistema de Recirculacéo e Influéncia nas Contagens de

Bactéria: situacdes de risco por manejo inadequado

Importante destacar que existe uma tendéncia de linearidade negativa
entre as coletas, descrita matematicamente pela funcdo Y, que demonstra uma
diminuicdo gradual na populacédo de bactérias no sistema no decorrer dos periodos
de amostragem (Gréfico 1).

Os resultados da pesquisa vao em oposicdo a dados, que abordam o
assunto dos sistemas de recirculacdo de agua. Autores fornecem informacdes
suficientes para inferir que quanto maior o tempo de operacdo de um sistema de
recirculacdo de agua, maior sera o acumulo de determinados nutrientes e maior sera
a projecao e tendéncia a crescimento da populagdo microbiol6gica no meio, e iSso no
entanto, pode nao inferir em maleficio ao mesmo, pelo contrario, pode levar a um
sistema de aspectos biolégicos equilibrado evitando aparecimento de agentes
patogénicos e epizootias (MARIBUS GGMBH, 2010; RAJA et al,. 2006; TIMMONS;
2018).

A nao concordancia de nossos resultados comparados com aqueles
reportados pela literatura internacional pode ser explicada pelo fato da falta de suporte
adequado por parte das pessoas que controlam o sistema de recirculacdo em
guestdo, e desta forma todos os beneficios fornecidos por ele como controle
ambiental, controle de residuos, controle microbioldgico, qualidade dos animais
estocados e disponibilidade do produto, tornando assim, os sistemas de recirculagéo
menos atraentes (TIMMONS; GUERDAT; VINCI, 2018).

Com tais caracteristicas, quanto as observagdes do sistema (Figura 14),

destacou-se que as caracteristicas do sistema se aplicam a um sistema semifechado
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em termos de projeto de tanques, hidraulica, gerenciamento de peixes, qualidade da
agua etc. Da aplicacéo pratica de principios de engenharia do projeto, da construcéo
e do gerenciamento do sistema aquatico, este apresenta uma série de ajustes
paliativos em sua formacdo, demonstrando um volume consistente de disturbios

técnicos.

Figura 14: Sistema de Recirculacéo de Agua utilizado na contencéo dos
animais pescados no municipio de Icapui/CE.

Fonte: elaborada pelo autor.

Dentre as falhas técnicas mais consideraveis e observadas, destaca-se a
utilizacdo incorreta e armazenamento inadequado de substancias quimicas e agentes
antimicrobianos, estas mantém correspondéncia direta sobre o0s aspectos
microbiolégicos, abordados nesse capitulo.

Os agentes sulfato de cobre (CuSOgs), formaldeido (H,CO) e
antimicrobianos séo utilizados no sistema como agentes sanitizantes, inibidores de
crescimento bacteriano e flngico (Figura 15). A utilizacdo sem controle dos agentes
guimicos e antimicrobianos, além de explicar as baixas na contagem das populacdes
microbiolégicas entre as coletas, refletem em uma falha técnica que mantém um risco
microbiolégico consideravel (BRASIL, 2009).

Hasman et al. (2006) demonstraram em estudo a resisténcia ao cobre em
colonias de Enterococcus faecium selecionada pela suplementacdo de racdo para
suinos com sulfato de cobre, igualmente, outro estudo demonstrou a resisténcia ao
cobre por transferéncia conjugativa de dois plasmideos em Pseudomonas syringae
pv. tomate (BENDER; COOKSEY, 1986).
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Em outro estudo, sobre enguias presentes em agua doce, que estdo
expostas a elevadas concentracdes de cobre, foi verificado um aumento na
mortalidade devido a presenca de espécies de Vibrio (Vibrio anguillarum). Os
pesquisadores sugerem que o género Vibrio € comumente encontrado na microbiota
de enguias e que o alto grau de cobre no ambiente pode acarretar patogenicidade
entre 0s microrganismos e os peixes ali existentes (RODSAETHER et al., 1977).

Igualmente, Spicher e Peters (1976) demonstraram a resisténcia de
diferentes microrganismos ao formaldeido, destacando as diferentes colbnias de
Pseudomonas aeruginosa utilizadas que variaram amplamente quanto a
suscetibilidade ao mesmo. No estudo, para obter efeitos microbicidas iguais, foram
necessarias concentracoes de formaldeido quase trés vezes mais altas para a cepa
mais resistente que a necessaria para a cepa mais suscetivel de Pseudomonas
aeruginosa.

Outrossim, fica evidente que estes manejos inadequados podem propiciar
diversos maleficios diretos e indiretos -, como facilitador da sobreposicao de agentes
patogénicos emergentes, aumento em relatos de epizootias e transposicdo nao
desejada de muitas doencas do ambiente natural para os aquéarios (MARIBUS
GGMBH, 2010; SWEET; JONES; BYTHELL, 2011).

Figura 15: Utilizacdo de sulfato de cobre (CuSO4) e formaldeido (H,CO) no sistema
de recirculacdo de agua para peixes ornamentais no municipio de Icapui/CE.

| 4

Fonte: elaborada pelo autor.
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5.2.2 Diversidade de Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas de peixes ornamentais
nas amostras de Icapui/CE

Como descrito anteriormente, as bactérias da superficie e agua de peixes
de ambiente marinho incluem as bactérias tipicas da 4gua do mar, contendo por
exemplo, os géneros Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas (Grafico 2). Este tipo de
caracterizacdo das comunidades microbianas e proporcdo de géneros patogénicos
associados ao comeércio de peixes ornamentais beneficia de forma ampla os
envolvidos com a industria de ornamentais que estejam preocupados com a prudéncia

de populacGes emergentes comprometidas (SMITH et al., 2012).

Grafico 2: Porcentagem de bactérias dos géneros Vibrio, Aeromonas e Pseudomonas
somada a todas amostragens da microbiota - 4gua e mucos, em estudo - cidade de
Icapui/CE.
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Fonte: dados da pesquisa.

Como resultado da identificacdo definitiva de bactérias Gram-negativas e
positivas para oxidase, observou-se a predominancia de Vibrios frente a Aeromonas
e Pseudomonas, este Ultimo com pouca ou nenhuma representatividade nas coletas.

Os dados encontrados foram andlogos, quanto a representatividade dos
géneros nas amostras, ao estudo de Grimes et al. (1993) que analisou a taxonomia
numérica de bastonetes gram negativos e oxidase positiva de tubarbes da familia
Carcharhinidae.
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Em outro estudo, Smith et al. (2012), identificou em aquarios de peixes
ornamentais cerca de 30 filos, sendo o mais comum o filo Proteobacteria (52%), filo
este, que estdo contidas as bactérias do presente estudo. Utilizando-se de
abordagens moleculares e sequenciamento, 0s autores caracterizaram a comunidade
bacteriana da &gua de aquérios, sendo este sequenciamento mais intimamente
relacionado a onze espécies bacterianas com potencial de causar doencas em peixes,
humanos ou outras espécies, dentre as quais destaca-se: Vibrio cholerae, V. mimicus,
V. vulnificus, Aeromonas schubertii, A. veronii e A. hydrophila.

Os géneros estudados sdo bem descritos na literatura como bactérias que
ocasionam doencas em peixes usando uma série de mecanismos patogénicos
(HANSEN; OLAFSEN, 1999; OLAFSEN, 2001; RING@ et al., 2010). Igualmente, estas
sdo responsaveis por perdas significativas e merecedoras de atengdo, como é caso
da espécie Aeromonas hydrofila, que causou grande mortandade de peixes em todo
0 mundo ao longo da ultima década (JANDA; ABBOTT, 2010).

Em decorréncia ao fato do aumento continuo da taxa de aparecimento de
doencas associadas a peixes nos ultimos 20 anos, da-se importancia aos estudos das
doencas bacterianas em peixes marinhos (AUSTIN; AUSTIN, 2012). Por outro lado,
os efeitos nocivos de microrganismos sobre as populacdes na natureza sdo mais
dificeis de determinar (BREITBART et al., 2007; EILER; JOHANSSON; BERTILSSON,
2006). Para Munn (2005), deve-se abordar a ecologia natural desses organismos e 0s
fatores que determinam sua capacidade de produzir doencas. Destaca-se ainda, entre
0s géneros estudados, a possibilidade de presenca da possiveis patbgenos humanos
nos peixes e em seus arredores.

No geral, ficou evidente neste estudo a incidéncia do género Vibrio frente
aos outros genéros estudados, situacdo comum com estudos de amostras de
estuarios, ou seja, mais proximas da costa (FERNANDES; KHANDEPARKER,;
SHENOY, 2020; NEOGI et al., 2018; RIVERA; LUG; HAZEN, 1989).

De modo geral, Vibrios sédo considerados patogénos oportunitas,
colonizando e causando doencas em peixes com 0 sistema imune debilitado. Em
contrapartida, a algumas bactérias, como Pseudomonas, constituem-se como
patégenos primarios (AUSTIN; AUSTIN, 2012).

Para tanto, entende-se que o0 muco produzido pelos peixes se constitui
como uma barreira ativa no sistema imunolégico dos animais as infeccdes

bacterianas. S&o em superficies mucosas, que 0s agentes bacterianos primeiramente
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lesam em um processo de infecg&o. Para os vertebrados, a resposta imune da mucosa
desempenha um papel crucial no curso da infeccédo, considerado um componente
chave da imunidade inata (INGRAM, 1980; MCNEILLY et al., 2008).

Balenona et al. (1995) e Al-Arifa et al. (2011) demostraram que 0 muco
garante muitas fun¢bes bioldégicas importantes que permitem que 0s peixes
sobrevivam e se adaptem ao seu ambiente. A exemplo do peixe 9 (Figura 16), que
apresentava sinais clinicas de infeccdo na superficie do corpo, bem como
descamacdo em algumas areas, que obteve os maiores resultados de contagem de
Vibrio e Aeromonas das amostragens de muco (Tabela 4). Sabe-se que as populacdes
bacterianas que colonizam a superficie dos peixes também dependem fortemente do
estado de saude dos animais, portanto, o muco dos peixes pode incluir bactérias

benéficas, oportunistas e patogénicas (AUSTIN, 2006a).

Figura 16: Exemplar juvenil da Heteropriacanthus cruentatus (Peixe 9) na medicéo
do comprimento total do animal em estudo - cidade de Icapui/CE.

Fonte: elaborada pelo autor.

Para estudar a adesao das bactérias aos peixes, sejam elas patogénicas
ou nao, € importante entender os mecanismos de fixacdo de bactérias no muco e na
pele, bem como os principais fatores responséveis por essa acao, enfatizando os
géneros aqui estudados (BENHAMED et al., 2014).



54

Alguns estudos demonstraram como é determinado o processo de ligacao
bacteriana as superficies, ocorrendo essencialmente em duas etapas. Na primeira
etapa, as bactérias devem manter-se perto o bastante da superficie para permitir uma
fixacdo primaria, nesta etapa as bactérias podem ser facilmente removidas por agédo
mecanica. Forcas fisicas e quimicas estdo envolvidas nesse processo de fixacdo
primaria, como por exemplo, forcas de Van Der Waals, forcas eletrostaticas e
interacOes hidrofébicas (CARPENTIER; CERF, 1993; GILBERT et al., 1991; VAN
LOOSDRECHT; NORDE; ZEHNDER, 1990).

Na segunda etapa do processo de fixacdo bacteriana, fixacdo esta
irreversivel das células da superficie dos animais, foi bem descrito por Dunne (2002),
demonstrando como bactérias que se prendem a superficie utilizando-se de uma
producdo de exopolissacarideo (EPS) e ou ligantes especificos, como pilus ou
fimbrias que podem se complexar com a superficie. No final desta etapa, séo
necessarias forcas fisicas ou quimicas demasiadamente fortes para remover as
bactérias da superficie -, biofilmes, sendo a principal justificativa para o uso indevido
de agentes quimicos e antimicrobianos nos sistemas de recirculagéo.

Uma selecéo forcada em resposta ao uso de agentes externos contra a
microbiota do meio — agua ou muco, levaria a uma selecao de bacterias com elevada
producdo de EPS e ou ligantes, podendo ser esta a principal causa de transposicao
nao desejada de muitas doencas e patologias dos peixes e corais do ambiente natural
para os aquarios. Dandekar, Chugani e Greenberg (2012) descreveram que O
aumento da densidade bacteriana dentro de um biofilme levaria as bactérias contidas
a se comunicarem entre si, em um sinal de célula a célula. Dessa forma, podendo-se
levar a secrecdo de moléculas que sinalizam quando a populacdo atinge um limiar
critico. Esse processo, chamado de quorum sensing (do inglés, sensor de quérum), €
responsavel pela expressdo de fatores de viruléncia, comunicacdo intra e
interespécies microbianas (LIXA et al., 2015; SCHAUDER; BASSLER, 2001).

Na presente pesquisa, 0 género Pseudomonas apresentou a menor
representacdo em numeros comparado aos outros géneros aqui analisados,
entretanto, sabe-se que a sua importancia como patdégeno de peixes é destacavel
(ALTINOK; KAYIS; CAPKIN, 2006; HATJE et al.,, 2014; PARK et al.,, 2000).
Determinadas cepas de Pseudomonas aeruginosa, por exemplo, produzem algumas
proteases quando o numero dessas bactérias atinge uma alta densidade no biofiime.

Para estes casos, a infeccdo é raramente resolvida pelo mecanismo de defesa do
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hospedeiro (CORTES; CONSUEGRA; SINISTERRA, 2011; FUQUA; WINANS;
GREENBERG, 1994).

Estudo com Aeromonas hydrophila (MERINO et al., 1997) demonstrou o
importante papel do flagelo no estabelecimento da interagédo inicial com as superficies
mucosas. Da mesma forma, Chen et al. (2008) descreveram 0 desempenho
importante na adesédo pelo efeito do antigeno somatico e do flagelo em Vibrio
alginolyticus. Bordas et al. (1996) relataram que a capacidade adesiva do muco da
pele, aparentemente ndo € fator de viruléncia definitivo em cepas patogénicas de
Vibrio, isso porque essa interacao especifica depende de varios fatores ambientais
como a salinidade e temperatura, esta ultima a mais importante (HAMED et al., 2018).

Existe a capacidade de cepas de Vibrio de utilizar o muco como fonte de
carbono, este fato, poderia favorecer as espécies desse género se estabelecerem na
pele dos peixes, com potencial para infecgdo de peixes estressados cultivados ou
pescados (BORDAS et al., 1996). Usando o muco da pele, camada protetora, como
fonte de carbono e nutrientes os vibrios podem favorecer outras bactérias do meio
ambiente a desenvolver biofilmes, estes podem ainda aumentar a possibilidade de
transferéncia de genes entre bactérias, podendo ser significativo pela permutacéo de
genes de resisténcia a bactérias susceptiveis, convertendo uma cepa previamente
nao virulenta em um patogeno virulento (MONTGOMERY; KIRCHMAN, 1994).

5.3 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Antibioticos sdo adigces muito Uteis a caixa de ferramentas de qualquer
gestor na saude de peixes. A OIE (Organizacdo Mundial de Saude Animal) em seu
exemplar do ano de 2019, o Cdédigo Sanitario para Animais Aquaticos (o Codigo
Aquético) considerou, portanto, que é importante garantir o acesso continuo a agentes
antimicrobianos eficazes, sendo essenciais para tratar e controlar doencas infecciosas
em animais aquaticos. Yanong descreveu em 2003 que a capacidade dos antibioticos
de ajudar a eliminar uma doenca de peixe depende de varios fatores: 1. A doenca
realmente possui um componente bacteriano? 2. As bactérias envolvidas sao
sensiveis ao antibidtico escolhido? 3. Estdo adequados os intervalos de uso e
dosagem do medicamento no tratamento? 4. Estressores contribuintes & ma saude

dos animais foram removidos ou reduzidos?
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Ressalta-se ndo apenas a grande variedade de patogenias bacterianas,
mas também a resisténcia a tratamentos antimicrobianos adquirida por esses
patdogenos pelos manejos de captura. Embora algumas bactérias constituam
patdgenos primarios, muitas outras sdo oportunistas, colonizando e causando
doencas em peixes com o sistema imune debilitado (AUSTIN e AUSTIN, 2012).

Os resultados deste trabalho demonstram os riscos entrelacados ao uso
indevido de agentes quimicos. Na Grafico 3 € mostrado o percentual de resisténcia
das cepas de Vibrio isoladas de amostras de agua e muco de peixes ornamentais nas
coletas realizadas frente a diferentes agentes antimicrobianos. O maior percentual de
resisténcia observado foi a Cefalotina-CFL30 (5,0%), seguido por
Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-AmC30 (2,5%), pertencentes a familia dos (-
lactamicos. Os percentuais de cepas intermediarias foi de Eritromicina-ERI15 (73%),
Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-AmC30 (28%) e Cefalotina-CFL30 (10%). As
cepas testadas sensiveis foram para os antibidticos Eritromicina-ERI15 (28%),
Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-AmC30 (70%), Cefalotina-CFL30 (80%), e a
maior porcentagem para Ciprofloxacina-CIP5, Gentamicina-GEN10 e Tetraciclina-
TET30 (100%).

Grafico 3: Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos de 40 cepas
de Vibrio spp. isoladas de 4gua e muco de peixes ornamentais no litoral de Icapui/CE.
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Em um estudo de Butzler, Dekeyser e Lafontaine (1974), 121 cepas de
Vibrio spp. foram testadas quanto a suscetibilidade in vitro a 12 antibioticos.
Gentamicina e eritromicina foram as drogas mais ativas contra vibrios. Mais de 90%
das cepas foram resistentes a cefalotina. As menores atividades foram observadas
com cloranfenicol, estreptomicina e tetraciclina. Os resultados desta pesquisa foram
antagoOnicos para os antibioticos eritromicina e tetraciclina, houve uma alta incidéncia
de cepas com perfil intermediério a eritromicina e perfil sensivel para tetraciclina.

Em suas pesquisas de revisédo envolvendo a resisténcia a antibioticos de
Vibrio parahaemolyticus e Vibrio vulnificus em varios paises os autores Elmahdi,
Dasilva e Parveen (2016), identificaram que isolados ambientais e clinicos
apresentaram perfis semelhantes de resisténcia a antibioticos. Sendo os perfis de
resisténcia a antibiéticos que foram mais frequentemente observados envolviam
ampicilina, penicilina e tetraciclina, independentemente dos paises. O perfil de
resisténcia a tetraciclina deste trabalho foi o inverso aos dados obtidos com nossa
pesquisa.

O percentual de resisténcia das cepas de Aeromonas também isoladas de
amostras de agua e muco de peixes ornamentais nas coletas realizadas frente a
diferentes agentes antimicrobianos é apresentado no grafico 4. O maior percentual de
resisténcia observado foi a Cefalotina-CFL30 (86%), seguido por Eritromicina-ERI15
(59%), Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-AmC30 (7%) e Gentamicina-GEN10,
Tetraciclina-TET30 (3%).

Os percentuais de cepas intermediarias, foram maiores para Eritromicina-
ERI15 (21%), Tetraciclina-TET30 (45%) e Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-
AmC30 (48%). A sensibilidade bacteriana foi mostrada para os seguintes antibioticos:
Amoxicilina/Clavulanato de Potassio-AmC30 (45%), Cefalotina-CFL30 (14%),
Eritromicina-ERI15 (21%), Gentamicina-GEN10 (97%) e Tetraciclina-TET30 (52%),
100% das cepas de Aeromonas spp. resultou em sensivel a Ciprofloxacina-CIP5,

apresentando a maior eficacia frente a este género bacteriano (Grafico 4).
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Gréfico 4: Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos de 29
cepas de Aeromonas spp. isoladas de 4gua e muco de peixes ornamentais no
litoral de Icapui/CE.
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Fonte: dados da pesquisa.

Esses resultados estdo desconformes ao estudo de Son et al. (1997), que
avaliaram a resisténcia a antibiéticos e perfil plasmidial de isolados de Aeromonas
hydrophila de peixes cultivados, Tilapia (Tilapia mossambica). Os autores da pesquisa
encontraram em todas as cepas analisadas sensibilidade a gentamicina e resisténcia
dos isolados a tetraciclina (48%) e eritromicina (43%). A explicacdo para resisténcia
das cepas a tetraciclina, deve-se ao fato do gene de resisténcia da mesma poder
ocorrer frequentemente em cepas ambientais e poder estar presente em grandes
plasmideos horizontalmente transferiveis em Aeromonas spp. de pisciculturas
(AGERSM et al., 2007).

Na Gréafico 5 é mostrado o percentual de resisténcia das cepas de
Pseudomonas igualmente isoladas de amostras de agua e muco de peixes
ornamentais nas coletas realizadas frente a diferentes agentes antimicrobianos. N&o
houve presencas de resisténcia observada nas cepas testadas frente aos agentes
antimicrobianos utilizados.
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Gréfico 5: Percentual de susceptibilidade a diferentes antimicrobianos de 3 cepas de
Pseudomonas spp. isoladas de 4gua e muco de peixes ornamentais no litoral de
Icapui/CE.
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Os percentuais de cepas intermediarias estiveram apenas presente para
Eritromicina-ERI15, onde descreveu a situacdo em cerca de 67%. Das cepas
testadas, 100% foram sensiveis aos seguintes antibioticos: Amoxicilina/Clavulanato
de Potassio-AmC30, Cefalotina-CFL30, Ciprofloxacina-CIP5, Eritromicina-ERI15,
Gentamicina-GEN10 e Tetraciclina-TET30 obtendo o melhor resultado geral de
sensibilidade frente aos antibioticos testados perante todos os géneros de bactérias
analisadas.

Os resultados séo divergentes a revisao literaria de Drenkard (2003), que
caracterizou a resisténcia a agentes antimicrobianos como importante nas infec¢des
por biofilme. Dessa forma, as infeccbes causadas por biofilmes bacterianos sao
persistentes e muito dificeis de erradicar. Embora varios mecanismos tenham sido
postulados para explicar a susceptibilidade reduzida a antimicrobianos em biofilmes
bacterianos, esta se tornando evidente que a resisténcia ao biofilme é multifatorial.

Dos trés géneros analisados, Aeromonas foi 0 que apresentou o maior
namero de cepas resistentes, 25 cepas a pelo menos um antibidtico testado, seguido
por Vibrio com 3 cepas resistentes e Pseudomonas nao apresentou resisténcia. Das
cepas de Aeromonas, 8% teve seu perfil de resisténcia enquadrado como MDR —,
multidroga resistente, suportando a presenca de ao menos um agente em trés ou mais
classes de antimicrobianos, 60% delas com resisténcia a duas classes e 32% com
resisténcia pelo menos uma classe testada (Grafico 6).

Presume-se que a alta incidéncia de resisténcia em Aeromonas e sutis
deteccdes de perfil intermediario em cepas de Vibrio de peixes ornamentais indicam
gue de alguma maneira 0 ambiente esta tendo contato com os antimicrobianos
testados, mesmo ndo havendo relatos de utilizacao por parte dos gestores do sistema.
A explicacdo mais aceitavel vem da aquicultura, devido a presséo seletiva exercida
pelos quimioterapicos utilizados na cultura de camarao nos estuarios da regido. Em
2014, o arranjo produtivo local (Litoral Leste) contava com 8 municipios, 176 fazendas
legais, contando com uma area de 2.260 hectares de producdo de camardo (TAHIM,
ARAUJO JUNIOR, 2014).
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Gréafico 6: Perfil de resisténcia, em percentual, de 25 cepas de
Aeromonas spp. resistentes a pelo menos uma classe de
antimicrobianos, isoladas de agua e muco de peixes ornamentais
no litoral de Icapui/CE, 8% apresentaram multirresisténcia a
diferentes antimicrobianos.

s MDR =3 2 classes a 1 classe

Fonte: dados da pesquisa.

Sabe-se que espécies de Aeromonas suportam pelo menos trés grupos de
plasmideos, que vao desempenhar papéis ecolbégicos diferentes, essenciais na
manutenc¢ao do organismo no ambiente. Em estudo de Hedges, Smith e Brazil (1985),
0s autores observaram que plasmideos ditos como instaveis em Escherichia coli
pareciam ser particularmente bem adaptados a existéncia em espécies de
Aeromonas. Assim, eles podem evoluir para uma integragdo mais completa no
genoma de Aeromonas. Vale salientar que tanto o plasmideo quanto a resisténcia
antimicrobiana associada a espécies pertencentes de Aeromonas podem ser
transferidos para um receptor por conjugacao (BRUUN et al., 2003; SON et al., 1997).

A literatura demonstra os riscos entrelagcados do uso irregular de
antimicrobianos associados a peixes e ambientes ocasionando em resisténcia
bacteriana a antimicrobianos. Em 2000, Schmidt et al., demonstraram a ocorréncia de
resisténcia a antimicrobianos de bactérias patogénicas oriundas de ambientes ao
entorno de fazendas de trutas arco-iris dinamarquesas. JaA em 1976, um estudo de

Shotts Junior, Vanderwork e Campbell, trabalhando com cepas isoladas de peixes e
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agua de aquario que foram examinadas quanto a presenca de fatores R, que
transmitem transmissibilidade conjugal de resisténcia a antibidticos. Esse estudo
sugere que o uso profilatico da tetraciclina pode ser um fator predisponente ao
surgimento de cepas de bactérias portadoras do fator R na dgua de aquérios.

Existem conjuntos de estratégias - normas, regulamentacao etc., para lidar
com agentes antimicrobianos, merecendo o devido cuidado e estudo para assegurar
praticas mais seguras, tanto para as pessoas como para os animais (BRASIL, 2009;
OIE, 2019).

Quando os peixes sdo expostos a compostos antimicrobianos, sem davida
havera um impacto na composicdo da microbiota e nos padrées de resisténcia a
antibidticos (AUSTIN, 2002; MOFFITT; MOBIN, 2006; PETERSEN; DALSGAARD,
2003). Isso, por sua vez, pode ter impacto na transmisséo da resisténcia a antibigticos,
como por meio de fatores R a outras bactérias (SHOTTS; VANDERWORK;
CAMPBELL, 1976).

Igualmente, o uso indescrimidado de antimicrobianos na captura e
conservacao de peixes ornamentais talvez seja também uma das principais causas
de transposicao nao desejada de muitas doencas e patologias dos peixes e corais do
ambiente natural para os aquarios, que em geral, ainda nao foram sistematicamente
descritas a relacdo dessas doengcas com 0s varios aspectos ambientais, sendo,
portanto, dificil de determinar seus efeitos (SWEET; JONES; BYTHELL, 2011).

Antes que os agentes quimicos e antimicrobianos sejam considerados,
fontes de estresse, como baixa qualidade da agua, nutricdo e manuseio ou transporte
devem ser removidas ou reduzidas. Qualquer um desses fatores pode ser a principal
causa da doenca, pois as infeccfes bacterianas costumam ser respostas secundarias
a esses problemas de gestéo. Identificar estressores contribuintes e a taxa de infeccéo
bacteriana, pode reduzir a perda total de peixes (YANONG, 2003).

5.4 Teste da camada dupla de agar

Embora os estudos contendo a diversidade e abundancia de bactérias
associadas ao muco de peixes ornamentais seja interessante, o papel dessas
bactérias e até mesmo o préprio muco também merecede destaque. No entanto, as

informacdes geralmente sdo irregulares, sendo relevante investigar se as bactérias
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associadas aos peixes ou ao muco dos animais sdo ativos metabolicamente
(ESTEBAN, 2012).

Ao reunir os dados, torna-se aparente (Tabela 4) que os componentes do
muco dos peixes da terceira coleta foram associados ao processo de inibicdo do
crescimento bacteriano das cepas testadas. Os mucos dos Peixes 7 e 9 conseguiram
apresentar resultado positvo (inibicdo do crescimento) em quatro das sete cepas
testadas, mesmo resultado da cepa padrdao (CP) de Pseudomonas spp. testada.
Numericamente, o melhor resultrado foi oriundo do muco do Peixe 8 (animal da
espécie Pomacanthus paru), obtendo inibicdo do crescimento frente a cinco das sete
cepas testadas.

A secrecdo externa de muco ndo pode ser estudada isoladamente do
estado geral de saude dos peixes, igualmente, seja importante citar para enfatizar os
dados, que o mesmo animal, obteve dados de contagem microbidlgica para BHC no
muco em menor proporcao frente aos dos outros animais na coleta como mostra a
Tabela 3 deste trabalho.

Tabela 3: Zonas de Inibicdo em crescimento de Cepas testadas frente a Amostras de

muco de peixes ornamentais da terceira coleta oriundos a cidade de Icapui/CE.

Zona de Inibic&o por Bacteriocinas/Metabolitos do Muco

Cepa Muco Peixe 7 |Muco Peixe 8 | Muco Peixe 9 CP
Escherichia coli N S N N
Aeromonas cavie S S S S
Staphylococcus aureus S S S S
1P2A2 S S S S

Vibrio parahemolyticus (C) S S S S
1P2T5 N N N N

Vibrio fischeri N N N N

*N=sem inibi¢cdo no crescimento; S=com inibi¢cdo no crescimento; CP= Cepa Padrao de Pseudomonas; 1P2T5=
Cepa gram positivo oriunda do préprio experimento; 1P2A2= Cepa gram negativa oriunda do préprio

experimento; C= sorotipo K 15 - FIOCRUZ, Rio de Janeiro.

Fonte: dados da pesquisa.

Sabe-se que o muco de peixes estd envolvido nas fun¢bes do sistema

imune dos animais, além de seu papel como barreira biolégica (SALINAS; ZHANG;
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SUNYER, 2011). Influenciado pelo ambiente aquético, as propriedades fisicas,
guimicas e biolégicas do meio, refletem em adaptacées no muco de peixes, como
estrutura e funcdo. De fato, 0 muco € composto essencialmente, de glicoproteinas
fortemente adesivas, de alto peso molecular, filamentosas e altamente glicosiladas -,
ligacdo covalente irreversivel entre moléculas de glicose e aminoacidos de uma
proteina, denominada mucinas. Além disso, 0 muco contém muitas outras substancias
gue poderiam evitar a adeséo, colonizacdo ou invasdo de bactérias patogénicas,
papel importante nas defesas imunoldgicas. Dentre essas substancias estdo:
proteinas C reativas, proteases, lectinas, lisozima, hemolisinas, aglutinina, enzimas
proteoliticas, peptideos antimicrobianos e imunoglobulinas (ESTEBAN, 2012).

Por outro lado, algumas bactérias produzem compostos inibidores,
particularmente no trato digestivo, mas podendo também acontecer no muco de
peixes. Estas bactérias podem ser responsaveis pelo controle da colonizagdo de
possiveis patogenos em peixes (RING@ et al., 2000, 2010), a exemplo de Sugita et
al. (1997), que ao analisar bacrérias do género Vibrio sp. recuperado do intestino de
um peixe rabo-de-cavalo (Leiognathus nuchalis) na costa do Japao, identificou um
composto inibitério considerado pelos autores como uma provavel bacteriocina ou
uma substancia semelhante que propiciava a bactéria ser um agente causal de
pasteurelose, Photobacterium damselae subsp. piscicida.

Usando o mesmo método de dupla camada de agar, 940 isolados
aerdbicos e anaerdébicos obtidos do trato digestivo de peixes de rio, dgua e sedimentos
no Japao foram examinados quanto a antagonismo (SUGITA et al., 1997a). Alguns
dos isolados do trato digestivo dos animais inibiram os organismos alvo, que incluiam
Aeromonas hydrophila, Aeromonas salmonicida, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus. A implicacdo dos dados dessa pesquisa foi que determinadas bactérias
antagonistas podem muito bem influenciar a composicdo da microbiota da superficie
de peixes ocasionando a producdo de compostos inibitérios, como aconteceu no
estudo de Sugita et al. (1997b), no trato digestivo.

De fato, foi demostrado que a saude dos peixes depende fortemente da
microbiota de seu muco a fim de proteger os peixes de invasao patogénica.
Dependendo de vérios fatores como espécies de peixes, forma de pesca e contengéo
em sistemas de recirculacdo de agua, saude, ambiente, origem da microbiota que
coloniza o muco, muitos tipos de interagcdo podem estar implicados para prevenir a
infeccdo por patogenos (BENHAMED et al., 2014).
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E importante levar em consideracéo que, além do sistema imunoldgico, os
peixes tém uma comunidade bacteriana que pode inibir a adesdo ou o
desenvolvimento de patdégenos, mas esta € altamente afetada por fatores externos
(HAMED et al., 2018; SUGITA et al., 1997b). No ambiente de recirculacdo de agua
marinha a viruléncia de bactérias pode ser produzida depois do contato direto com a
pele ou muco dos peixes de agentes quimicos e antimicrobianos, bem como através
de algumas exoenzimas sollveis em agua que sdo secretadas e liberadas por
bactérias no ambiente marinho ja virulentas (ESTEBAN, 2012; MOFFITT; MOBIN,
2006; PETERSEN; DALSGAARD, 2003; YANONG, 2003).
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6 CONCLUSAO

A diminuicdo gradual de BHC no decorrer dos periodos de amostragem
destacam a importancia em sua quantificacdo e fundamentam as falhas técnicas
guanto a gestdo do sistema de recirculacdo de agua marinha para manutencao dos
animais capturados. Deste modo, destaca-se a utilizacdo incorreta e armazenamento
inadequado de substancias quimicas e agentes antimicrobianos no sistema.

O presente estudo confirmou a presenca de bactérias patégenas (Vibrio,
Aeromonas e Pseudomonas) em organismos marinhos de uso comercial tanto na
agua de sistemas de recirculacdo como no muco de peixes ornamentais, destacando
a importancia do controle microbiolégico na estimacédo de risco por doencas em
organismos aquaticos.

A presenca de bactérias em peixes ornamentais com resisténcia
intermediaria e multirresistentes (Ex. Aeromonas) a antibiéticos de interesse no uso
veterinario e clinico unido a deteccdo de falhas técnicas na gestdo do sistema de
recirculacdo de agua marinha para manutencdo dos animais capturados e 0 uso
incorreta e armazenamento inadequado de substancias quimicas e agentes
microbianos ratificam a necessidade de um manejo sustentavel na preservacao desta

importante atividade de aquarismo.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos com esse trabalho poder&o contribuir para a melhoria
da atividade do aquarismo ndo so6 no local de estudo bem como, em outras locais
onde se aplica a atividade de captura e comercio de peixes ornamentais.

A pesca de ornamentais na regiao de Icapui/CE, requer cuidados, diante,
dos dados demonstrados, caso positivo, havera na regido um aumento da capacidade
de desenvolvimento dos pescadores, crescente valorizagcdo do mercado ornamental
e preocupagao no ambito ambiental, estimulador do interesse e esforcos na
preservacao.

A vinculacdo das avaliacdes microbiolégicas com a atividade pesqueira no
setor de peixes ornamentais, enriquece o processo de preservacao da pesca e motiva
a conservacao e manejo sustentavel deste recurso, tornando esta atividade altamente
significativa desde o ponto de vista econémico e ambiental.

Dada a importancia do tema, torna-se necessario o desenvolvimento de
projetos que visem a inibicdo da adesdo e desenvolvimento de patdgenos no muco
dos peixes ornamentais, que possam desencadear o desenvolvimento de farmacos e,
assim, efetivar uma finalidade diferenciada na preservacdo desses animais,
motivando a conservacao do recurso e contribuindo para o desenvolvimento de uma

atividade econémica realmente significativa.
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