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RESUMO

O desenvolvimento de cultivos eficientes utilizando sistemas fechados de cultivo com
recirculacdo de agua ¢ necessario para uma aqiiicultura sustentavel. Esta pesquisa visou
quantificar, identificar grupos bacterianos e realizar antibiograma das espécies do género
Vibrio presentes na agua de recirculagdo usada para cultivo em uma estagao de piscicultura
marinha experimental. As amostras de d4gua foram coletadas do sistema de cultivo no periodo
entre setembro de 2007 e maio de 2008, perfazendo um total de 8 coletas envolvendo o
periodo de chuva e estiagem. Os pardmetros ambientais ficaram dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislacdo brasileira. Os niimeros mais provaveis (NMP) de coliformes
totais e termotolerantes variaram em P1 e P6, respectivamente: (P1) de <1,8 a 3,4 x 10% ¢ de
<1,8 a 2,2X102; e (P6) de <1,8 a 6,8x10 e de <1,8 a 2,2x102. Os resultados das Contagens
Padrao em Placa (CPP) das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) por mililitro das
bactérias heterotroficas entre os pontos oscilaram de <10 a 1,31 x10°. As contagens das
bactérias nitrificantes nos pontos variaram de <10 a 2,5x10’ UFC/mL. O niimero de colonias
de Vibrio em P1, P2 e P6 oscilou de <10 a 2,37 x10* UFC/mL. Foram identificadas 40 cepas
das 51 isoladas de amostras de agua entre as bactérias heterotroficas. Estas se mostraram
pertencentes a 13 géneros distintos, sendo Aeromonas, Leuconostoc e Vibrio as mais
freqiientes. As culturas com capacidade de nitrificacdo provindas de amostras de agua se
distribuiram em 8 géneros diferentes, sendo encontrados com maior freqiiéncia Arthrobacter,
Alcaligenes, Paracoccus e Vibrio. Em Agar Tiossulfato Citrato Bile-Sacarose (TCBS) foram
isoladas e identificadas espécies da familia Vibrionaceae. Dos 28 isolados das amostras de
agua foram identificadas 20 estirpes. As estirpes identificadas pertenciam a 10 diferentes
espécies, V. coralliilyticus, V. metschnikovii e V. orientalis, tiveram maior freqiiéncia. Os
isolados identificados foram submetidos a antibiograma. Todas as cepas foram sensiveis ao
sulfazotrim, ao cloranfenicol, a estreptomicina, oxitetraciclina, e a nitrofurantoina. Entre a
microbiota de vibrios da 4gua no sistema foram encontrados 40% das estirpes sendo
resistentes ao acido nalidixico, 30% a cefotaxima e a ampicilina, 5% ao florfenicol, a
tetraciclina, a cefalotina e a gentamicina. O perfil mais freqliente de resisténcia dos isolados
foi o CTX-NAL (44,5%) (4/9). Do total de estirpes isoladas, nove (45%) (9/20) se mostraram
com um perfil de resisténcia multipla a seis classes diferentes de antimicrobianos. Foi
observada nessa pesquisa a resisténcia aos antimicrobianos: cefotaxima, acido nalidixico,
gentamicina, cefalotina, ciprofloxacino, ampicilina, tetraciclina e florfenicol, podendo estar
relacionada a caracteristica plasmidial. Estudos sobre a diversidade da microbiota com
particular ateng@o as populacdes de Vibrio nesses ambientes sdo de extrema importancia para
a avaliacdo da extensdao da gravidade em eventos de doencas bacterianas. Pesquisas sobre
bactérias nitrificantes entre a populacdo de bactérias heterotroficas dentro do sistema de
cultivo de organismos marinhos sdo importantes para estabelecer os parametros bioldgicos e
garantir a sustentabilidade do cultivo.

Palavras — Chave: Efluente, bactérias, antimicrobianos, biofiltro, peixes.



ABSTRACT

Sustainable aquiculture requires a closed-loop water circulation system. The objective of this
study was to identify and quantify vibrio species in water samples from an experimental
marine fish farm and submit them to antibiogram testing. Eight samples were collected
monthly at 6 locations (P1 through P6) between September 2007 and May 2008, covering
both the rainy and the dry season. The environmental parameters were within the ranges
established by Brazilian legislation. Variation in the most probable number (MPN) of total
and thermotolerant coliforms was greatest at P1 and P6: <1.8-3.4 x 10? and <1.8-2.2 x 10> for
P1, and <1.8-6.8 x 10 and <1.8-2.2 x 107 for P6, respectively. Standard plate counts ranged
from <10 to 1.31 x 10° CFU/mL for heterotrophic bacteria, and from <10 to 2.5 x 10’
UFC/mL for nitrifying bacteria. The number of vibrio colonies was <10-2.37 x 10* UFC/mL
at P1, P2 and P6. The heterotrophic strains identified (41/50) belonged to 13 genera, the most
frequent of which were Aderomonas, Leuconostoc and Vibrio. The nitrifying bacteria identified
belonged to 8 genera, the most frequent of which were Arthrobacter, Alcaligenes, Paracoccus
and Vibrio. Vibrio species were isolated in thiosulfate citrate bile sucrose (TCBS) agar and
identified. In 28 isolates, 20 lineages were found belonging to 10 different species, the most
frequent of which were V. coralliilyticus, V. metschnikovii and V. orientalis. All vibrio strains
were susceptible to  sulfametoxazol-trimetoprim, chloramphenicol, streptomycin,
oxytetracycline and nitrofurantoin, but 40% were resistant to nalidixic acid, 30% to
cefotaxime and ampicillin, and 5% to florfenicol, tetracycline, cefalotin and gentamycin. The
most frequently observed resistance profile was cefotaxime-nalidixic acid (4/9; 44.5%).
Resistance to multiple antibiotics (6 classes) was observed in 9/20 (45%) vibrio strains. The
observed resistance to antibiotics (cefotaxime, nalidixic acid, gentamycin, cefalotin,
ciprofloxacin, ampicillin, tetracycline and florfenicol) may be related to plasmid DNA.
Studies on bacterial diversity in aquaculture environments, especially with regard to vibrios,
play an important role in the assessment of the severity of bacterial infections in livestock.
Studies on nitrifying bacteria among heterotrophic populations can help establish biological
parameters and ensure sustainability in marine fish farming.

Key words: effluents; bacteria; antibiotics; biofilter; fish.
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1- INTRODUCAO

O pescado ¢ uma importante parte da dieta diaria de muitos paises, contribuindo com
um quarto da oferta mundial de proteina de origem animal. Na maioria dos paises, o pescado
¢ uma fonte relevante de emprego, lucro e divisas (JOSUPEIT, 2004), tendo apresentado um
crescimento mundial no consumo per capita de 11,6 kg em 1971 para 15,7 kg em 1997,
principalmente devido aos paises em desenvolvimento (DELGADO et al., 2003). No ano de
2006, esse consumo de peixes chegou a uma média de 16,7kg (FAO, 2008).

Por outro lado, o crescimento da oferta dessa fonte de proteina resulta em uma
condicdo de super exploragdo dos estoques pesqueiros naturais. Essa situacdo de exploracao
indiscriminada dos estoques juntamente com a crescente diferenga entre a quantidade de
pescado capturado e a demanda de consumo fez com que a aqiiicultura se tornasse uma das
alternativas mais vidveis no mundo para producdo de alimento de alto valor protéico para
consumo humano (CAMARGO; POUEY, 2005).

A Organizagdo Mundial para a Agricultura e Alimentagdo (FAO, 1990) definiu
aquicultura como “o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes, crustaceos, moluscos
e plantas”. A aqiiicultura se firmou como atividade econdmica no cenério nacional da
produgdo de alimentos a partir de 1990, época em que a producdo anual de pescado cultivado
girava em torno de 25.000 toneladas. Desde entdo, os diversos segmentos do setor tém se
desenvolvido progressivamente, de tal forma que, em 2000 foram produzidas cerca de 150 mil
toneladas de pescado (IBGE, 2001), j& em 2002 a producdao foi de 251 mil toneladas
(IBAMA, 2004). A produgdo aquicola mundial continuou crescendo, chegando a 110 milhdes
de toneladas em 2006 (FAO, 2008).

A producao total de pescado no Brasil em 2002 foi de 1.006.869,0 toneladas, sendo
419.588.,5 (42%) toneladas em aguas continentais e 587.280,5 (58%) toneladas em aguas
marinhas, apresentando um incremento de 7,1% em relagdo a 2001, determinado
principalmente pelo desempenho da aqiiicultura. O cultivo continental apresentou no ano de
2001 uma producao de 156.532,0 toneladas (IBAMA, 2003) e¢ 180.173,0 toneladas em 2002
(IBAMA, 2004), correspondendo a um incremento de 15,1%, sendo que essa produgdo
responde por 17,9% do total.

A necessidade mundial de expansao das atividades da aqiiicultura tem como um dos
principais obstaculos a qualidade das dguas costeiras e estuarinas. A contaminacao dos corpos

d'agua pela presenga de descargas de esgoto doméstico apds tratamento ineficaz ou até
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mesmo na auséncia deste, compromete a qualidade da agua e do pescado produzido (SMITH,
1996).

A qualidade microbiologica da 4&gua na aquicultura influencia na qualidade
microbiologica do peixe e de seus produtos. Esses alimentos t€ém sido associados a doencas
humanas e sdo veiculo de transmissdo de microrganismos patogénicos e intoxicacdes,
constituindo-se em problema de satde publica. Por exemplo, os coliformes apontam a
possibilidade da presenga de poluigdo fecal uma vez que sdo microrganismos que ocorrem em
grande nimero na microbiota intestinal humana ou de animais homeotérmicos. Os coliformes
ndo sdo habitantes normais da microbiota intestinal dos peixes, no entanto, eles tém sido
isolados do trato gastrintestinal desses animais. Esse fato indica que a microbiota bacteriana
dos organismos aquaticos pode revelar as condigdes microbiologicas da dgua onde estes se
encontram (PAL; DASGUPTA, 1992).

O descarte de efluentes industriais sem tratamento, incluindo os das proprias fazendas
aquicolas, também afeta a qualidade do ecossistema receptor causando principalmente a
eutrofizagdo dessas aguas. Os parametros fisico-quimicos e biologicos da agua que estdo
diretamente relacionados com a sua qualidade afetam a sobrevivéncia, reproducdo,
crescimento, produ¢do ou manejo de peixes, quando ndo encontrados em niveis ideais
(MELO, 1999).

O modelo atual de cultivo de organismos aquaticos marinhos resulta em degradagao de
areas alagadas, poluicdo pontual da 4gua e problemas de salinizagdo (PHILLIPS;
MACINTOSH, 1997). Areas com elevada densidade de viveiros onde acontece recirculago
de poluentes quimicos e biolodgicos entre as fazendas, também apresentam problemas de
autopoluicdo e transmissdo de doengas (SMITH, 1996). Xuea, Honga e Charlesb (2004)
chamaram a atencdo para o fato da qualidade da agua e o controle de doengas serem
interdependentes e estarem ligados a atividade microbiana nos sistemas de aqiiicultura.

Com o intuito de minimizar os impactos gerados pelos efluentes da aqiiicultura e
garantir a sustentabilidade da atividade, modelos alternativos de cultivo de organismos
marinhos tem sido propostos. O desenvolvimento de sistemas de cultivos eficientes que
melhorem o aproveitamento da 4gua e mitiguem possiveis impactos ¢ necessario. Com isso a
utilizacdo de sistemas fechados com recirculagdo de dgua vem se tornando uma das
alternativas para a aqiiicultura sustentavel (COLT et al., 2006; GUTIERREZ-WING;
MALONE, 2006).

No sistema fechado de tratamento de dgua, embora periodicamente possa haver uma

troca parcial ou mesmo total da 4gua do sistema, ¢ inevitavel o acimulo de residuos organicos
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e metabdlicos. Unidades de filtragdo mecanica, bioldgica e aeradores sdo instalados em série
para remover os solidos da dgua, promover a redu¢do microbioldgica da amdnia e do nitrito
(substancias toxicas aos peixes) em nitratos, repor o oxigénio consumido e eliminar o excesso
de gas carbonico acumulado na 4dgua do sistema. Consequentemente, uma menor quantidade
dos efluentes descartados para o ambiente, sendo primeiramente tratados, diminuindo assim
impactos sobre o ambiente provenientes do cultivo destes organismos (PIEDRAHITA, 2003).

Dentro desse tipo de sistema, os biofiltros sdo empregados com o intuito de minimizar
a eutrofizacdo da agua de cultivo, removendo a matéria organica e inorganica com grande
concentracdo de compostos nitrogenados. Isto resulta na manutencdo da qualidade quimica da
agua proporcionando um cultivo mais saudavel, uma agua com qualidade e tendo um menor
impacto ambiental (AVNIMELECH, 1998).

Um componente fundamental de um biofiltro ¢ a formagao do biofilme composto por
microrganismos que se fixam e se estabelecem sobre a surpeficie submersa. Em pesquisa
realizada por Thompson, Abreu e Wasielesky (2002) foi analisada a eficiéncia do biofilme na
manutengdo da qualidade da agua em tanques para o cultivo de organismos aquaticos. Os
autores correlacionaram a taxa de concentracdo da amonia, com a eficiéncia do sistema
principalmente a absor¢do deste elemento pelas microalgas e cianobactérias presentes no
biofilme. Foi verificada a presenca de nitrato, composto nitrogenado menos tdxico, nos
tanques de cultivo, apds a reducdo da amoénia confirmando que as bactérias nitrificantes
presentes no sistema desempenham um papel importante na manutencao da qualidade dessa
agua de cultivo.

Os microrganismos presentes no biofilme além de influenciarem positivamente na
qualidade da 4gua podem ser muito importantes como fonte de alimento para os organismos
cultivados e no controle de doengas (ABREU, 1994). Pouco se sabe sobre a estrutura da
comunidade de bactérias que compdem o biofilme. O grande entrave para essa compreensao
tem sido a dificuldade na identificacdo das bactérias, devido as técnicas convencionais

utilizadas.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Aqiiicultura

A producdo de pescado no periodo de 1998 a 2007 (Figura 1) apresentou um
comportamento de declinio; em 1998 de 85,4% contra 73% em 2007. Em contrapartida, a
aqiiicultura apresentou um comportamento de crescimento ao longo de todo o periodo,

registrando uma participacao de 14,6% em 1998, contra 27% em 2007 (IBAMA, 2007).

OProdugdo Total (t) BEPesca Marinha DPescaContinental BAqiicultura
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Figura 1 - Producdo brasileira proveniente da pesca e da aqiiicultura de 1998 a 2007 (IBAMA, 2007).

A partir de 1950, trés fatores modificaram intensamente a fisionomia da aqiiicultura:
modernizacdo dos meios de comunicagdo e de transporte, aperfeigoamento da reprodugao
artificial e progresso no campo da nutricdo, com o desenvolvimento dos alimentos
balanceados. Os atuais avangos que estdo sendo conquistados na area da genética poderdo em
pouco tempo, possibilitar o aumento do numero de espécies aqudticas cultivadas
(CAMARGO; POUEY, 2005).

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentagdo (FAO), a
producdo mundial de pescados em 2007, envolvendo a produgdo extrativa (91,1 milhdes de
toneladas) e da aqiiicultura (61,1 milhdes de toneladas), foi de 152,2 milhdes de toneladas.
Desse total, estima-se que cerca de 85% (129,4 milhdes de toneladas) se destinaram ao

consumo humano, enquanto 15% (22,8 milhdes de toneladas) foram utilizadas para a
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fabricacdo de farinhas, 6leos e outros subprodutos (FAO, 2008). Comparando o crescimento
médio anual da aqiiicultura (6,5%) de 1997 a 2007 com o incremento registrado da producao
extrativista (27%) no mesmo periodo, tem-se uma grande probabilidade da producdo
proveniente da aqiiicultura ultrapassar a produc¢ao advinda da pesca extrativa até 2013
(ROCHA; ROCHA, 2010).

A origem da producdo oriunda da aqiiicultura em 2007 evidencia a destacada
hegemonia do Continente Asidtico, cuja participacdo correspondeu a 91,11 % da producdo
mundial dessa atividade. Na seqiliéncia, com bem menos representatividade, aparecem a
Europa, com 3,59%, América do Sul, com 1,96%, América do Norte e Central, com 1,80%,
Africa, com 1,27% e a Oceania, com 0,26%. A composi¢io da produ¢io mundial desse setor
mostra quatro grandes grupos de espécies, das quais, a piscicultura se destaca de forma
preponderante (48,98%), tendo em segundo e terceiro lugar, praticamente com a mesma
participagdo relativa, as plantas aquaticas (22,79%) e os moluscos (20,05%), seguidos pelos
crustaceos (7,50%) e outros organismos aquaticos (0,68%) (FAO, 2008).

A produgdo de pescados do Brasil encontra-se praticamente estagnada, especialmente
quando se considera que o crescimento apresentado por esse setor entre 2003 (990.272
toneladas) e 2007 (1.072.226 toneladas), correspondeu a um incremento médio anual de
apenas 20.488 toneladas, ou seja, apresentou um crescimento ndo condizente com o seu
elevado potencial de exploracio (ROCHA; ROCHA, 2010).

O Brasil vem se destacando como um dos paises de maior potencial para a expansao
da aqiiicultura, devido a demanda mundial por alimentos de origem aquatica, ndo apenas em
fun¢do da expansdo populacional, mas também pela preferéncia por alimentos mais saudaveis
(VALENTI et al., 2000). Vale ressaltar que o Brasil possui 8.500 km de costa, um clima
extremamente favoravel para o crescimento dos organismos cultivados, terras disponiveis,
mao-de-obra abundante e crescente demanda por pescado no mercado interno (DIEGUES,
2006).

A aqiiicultura no Brasil tem se caracterizado como atividade promissora, sendo a
principal responsavel pelo superavit na balanca comercial de pescado brasileiro. No periodo
de 1990-2001 este setor cresceu aproximadamente 925%, enquanto a aqiiicultura mundial
teve um crescimento de 187% no mesmo periodo (BORGHETTI; OSTRENSKY;
BORGHETTI, 2003). O Brasil ocupa a décima oitava posicdo mundial entre os produtores de
pescado cultivado (FAO, 2008).

A composicdo da producdo da aqiiicultura brasileira em 2007, a exemplo da

aqiiicultura mundial, foi majoritariamente formada por: peixes (72,59%), exclusivamente
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representados pela piscicultura de agua doce (209.812 t); pelos crustaceos (22,57%), cuja
carcinicultura marinha, dominada totalmente pelo camardo Litopenaeus vannamei participou
com 65.000 t, enquanto que o camarao de agua doce (Macrobrachium rosenbergii) contribuiu
com apenas 230 t; por moluscos (4,64%) representados por mexilhdes e ostras e, por répteis e
anfibios (0,21%), representados basicamente por jacarés e ras (ROCHA; ROCHA, 2010).

A aquicultura interage com o meio ambiente, utilizando seus recursos e provocando
mudangas ambientais. Grande parte destas interagdes ambientais tem efeitos positivos
fundamentalmente socio-econdOmicos € sdo numerosos os interesses derivados de sua
expansdo. Existe o reconhecimento de que os procedimentos ‘“artesanais” realizados até
poucos anos atrds, resultaram em um efeito minimo sobre os ecossistemas, quando
comparados a outras atividades extrativistas ou industriais. No entanto, o crescimento
desordenado da aqiiicultura, nos ultimos anos, tem provocado numerosas criticas. Alguns
exemplos de degradagdo ambiental nas zonas costeiras foram associados as operagdes de
cultivo intensivo de salmdo em gaiolas no Norte da Europa e Chile, e outros referentes as
praticas de cultivo de crustaceos no sudeste asiatico e na América Latina, vinculadas ao
ecossistema de manguezal (BARG, 1994).

Atualmente a aquicultura nacional se encontra em uma situacdo de crescimento com
caracteristicas industriais, porém com poucos investimentos em inovagdes tecnoldgicas que
proporcionem a melhoria na qualidade da dgua descartada. Segundo Pillary (1992), ¢
necessario o desenvolvimento e implatagdo de técnicas para o tratamento dos efluentes
gerados pela aquicultura, de forma a minimizar os impactos sobre o meio ambiente e prevenir

as doengas nos cultivos, o que resulta em perdas economicas e de qualidade.

2.2 — Piscicultura marinha

Em alguns paises, tais como Portugal, o cultivo de peixes marinhos ja ¢ desenvolvido
em viveiros semelhantes aos utilizados na carcinicultura. Este tipo de cultivo pode tornar-se
uma realidade futura para a maioria dos paises devido aos elevados custos do cultivo em alto
mar e a sobrepesca de algumas espécies importantes comercialmente. Baseado nessa realidade
¢ de extrema importancia desenvolver e implantar técnicas de cultivo que minimizem o
impacto sobre o ambiente tornando os investimentos sustentaveis, podendo gerar empregos,
renda e desenvolvimento para as regides onde forem implantados (OLIVEIRA et al., 2003).

O cultivo de peixes marinhos esta bem desenvolvido no sudeste asiatico, na costa do

Mediterraneo e nos Estados Unidos, porém no Brasil encontra-se em fase de pesquisa. Nao
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existe ainda registro comercial de peixes marinhos cultivados, porém a regido sul/sudeste
brasileira destaca-se por possuir trabalhos experimentais sobre o cultivo de tainha (Mugil
platanus). No Instituto de Pesca de Sao Paulo sdo desenvolvidos trabalhos relacionados a
producao dos alevinos de robalo (Centropomus parallelus) e na Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) de linguado (Paralichthys orbignianus). Outra Universidade com
trabalho pioneiro nessa area ¢ a Fundagdo Universidade do Rio Grande (FURG) que estuda
varias espécies, dentre elas: o linguado, a tainha, a corvina (Micropogonias furnieri), o0 pampo
(Trachinotus marginatus) e o peixe-rei (Odontesthes argentinensis) (SAMPAIO, 2000). Estao
sendo realizados pelo Centro de Estudos Ambientais Costeiros (CEAC), pertencente ao
Instituto de Ciéncias do Mar da Universidade Federal do Ceara, estudos na area de
piscicultura marinha das seguintes espécies: cioba (Lutjanus analis), ariaco (Lutjanus singris),
dentdo (Lutjanus jocu), guaiaba (Ocyurus chrysurus) e o robalo (Centropomus spp).

A piscicultura marinha no Brasil contribui com uma por¢ao insignificante na produgao
mundial, sendo ainda pontuais e improvisadas as tentativas de criagdo em escala comercial.
Apesar das excelentes condi¢des naturais, abundancia de recursos hidricos e presenga de
peixes marinhos com extraordinario potencial para a aqiiicultura, essa atividade no Brasil
ainda ndo foi disseminada (MILLER, 2003).

Mesmo nessa etapa experimental de implantacdo, a qualidade da 4gua figura como
uma das principais preocupagdes para a piscicultura marinha. A 4gua ¢ um recurso natural
renovavel, mas com reservas limitadas. E imprescindivel a civilizagdo humana, mas tem sido
utilizada de forma inadequada e sua demanda crescente pode fazer com que se torne, em
breve, um recurso extremamente limitado em quantidade e qualidade. Em analise da evolugao
do uso nos ultimos 100 anos, Telles (2002) afirma que “na média mundial, cerca de 70% da
agua hoje disponivel sdo destinados ao aproveitamento agricola”. Segundo este autor,
aproximadamente 20% da dgua ¢ destinado a industria, e menos de 10% ao abastecimento da

populacgao.

2.3 - Caracteristicas dos efluentes da aquacultura marinha e impacto sobre os ambientes

aquaticos receptores

Nos efluentes provenientes da aqiiicultura sdo encontrados uma grande quantidade de
solidos organicos suspensos, carbono, nitrogénio e fosforo, podendo levar a um aumento

significativo na descarga de nutrientes em ambientes costeiros (PAEZ-OSUNA et al., 1997).
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Em cada local os efeitos do aporte de nutrientes sdo distintos, dependendo das caracteristicas
biologicas e fisico-quimicas do ambiente receptor (HUANG, 1997).

No ambiente aquatico natural os impactos estdo associados ao aumento da biomassa
de fitoplancton, ou seja, a eutrofizagdao. Nos cultivos a quantidade de compostos organicos €
maior, em relagdo ao ambiente natural, pois existe uma grande quantidade de residuos de
racdo, fezes e o uso de fertilizantes entre outros. Os microrganismos decompdem estes
residuos e os reduzem para a forma inorganica (NHs, H,S, CO,, etc) utilizando o processo de
mineralizagdo (MORIARTY, 1997).

Os microrganismos no ambiente aquatico ndo apenas ajudam na producdo e
degradacdo da matéria organica, como também reciclam os nutrientes. O ciclo do nitrogénio
desempenha um importante papel na reciclagem do material organico através dos processos
de: fixagdo, amonificacao, nitrificacdo e desnitrificacdo do nitrogénio, sendo realizado por
diferentes microrganismos (ABRAHAM et al., 2004).

Os impactos causados pela aqiiicultura podem ser classificados como interno, local ou
regional. Os internos sdo impactos que interferem no sistema de criacdo, como por exemplo, a
redu¢do de oxigénio dissolvido nos viveiros. Ja os impactos locais se estendem a um
quilometro a jusante da descarga dos efluentes. Os efeitos nos ambientes aquaticos, num raio
de varios quilometros, sdo considerados impactos regionais (SILVERT, 1992).

Os impactos principais causados pelos efluentes das atividades de aqiiicultura sobre os
ecossistemas aquaticos sdo: o aumento das concentracdes de nitrogénio e fosforo na coluna
d’4gua e o acumulo de matéria organica nos sedimentos. Essa disponibilidade de nutrientes
nos ambientes tende a favorecer o aumento da comunidade fitoplanctonica, alterando a
dindamica do oxigénio dissolvido. Durante o dia, a atividade fotossintética proporciona o
acréscimo de oxigé€nio, que ao ultrapassar o equilibrio de saturacdo pode ocasionar embolia
gasosa nos organismos aquaticos. Por outro lado, durante a noite € no inicio da manha o
elevado consumo de oxigénio pelo fitoplancton pode ocasionar a morte da maioria dos

organismos pela auséncia desse gas (MIDLEN; REDDING, 1998).

Nos efluentes, o nitrogénio das atividades de aqiiicultura provém, principalmente, da
proteina das ragdes, sendo que parte ¢ excretada pelos organismos na forma de amonia,
enquanto o restante ¢ eliminado pelas fezes na forma de nitrogénio organico (COCHAVA et

al., 1990).

E de fundamental importancia que na implantagdo de qualquer sistema de cultivo, seja

realizada, previamente uma avaliacdo quantitativa e qualitativa dos recursos hidricos
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disponiveis. O fator quantitativo esta relacionado ao volume de 4gua necessario para suprir 0s
viveiros durante todas as épocas do ano, e o qualitativo refere-se aos aspectos fisico-quimicos
e bacterioldgicos da 4gua (PROENCA; BITTENCOURT, 1994).

Existem diversas praticas de manejo em aqiiicultura no Brasil que dependem da regido
e das condigdes climaticas locais. Na regido sudeste ¢ comum o uso de fluxo continuo de dgua
onde, a agua de um viveiro ¢ recirculada para o outro sem nenhum tratamento prévio,
desaguando diretamente nos mananciais naturais (DELBIN; PATERNIANI, 1998). Essa
pratica pode acarretar, ao longo do tempo, em problemas como a eutrofizacdio ¢ a
dissemina¢do de doengas nos peixes cultivados, com conseqiiente perda na produgao.

Dados comparativos de uso e/ou consumo de agua pela aqiiicultura demonstram os
grandes volumes necessarios as praticas aquicolas (Quadro 1), e remetem a proposicao de
uma maior ¢ melhor discussdo dos tipos de agcdes de comando e controle necessarios a gestao

ambiental da aqiiicultura.

Quadro 1 — Consumo de agua em sistemas de produgdo aquicola e sistemas de producdo industrial e
agropecuaria com os respectivos valores do produto e de agua.

AGUA USADA VALOR DA AGUA
PRODUTO VALOR NOMINAL DO PRODUTO (USS$)
(m*/TM e m*/ m®) (US$/m’)

Alcool 125-170 2.000/m’ 12-16
Papel 9-450 300/TM 0,7-33
Petréleo 21,6-810 500/m’ 0,6-23
Ago 8-250 200/TM 0,8-25
Algodio 90-450 1.000/TM 2,2-11
Criagao de gado 42 2.000/T™M 48
Criacéio de porco 54 2.000/T™M 37
Agqiiicultura
Viveiros com camardes 11.000-55.000 6.000-12.000/TM 0,1-1,1
Salmonideos 252.000 1.650-4.000/TM 0,006-0,018
Tanques com bagres (Channel
Carfish) 6.470 1650/TM 0,25

m*: metro cubico e TM: tonelada métrica

Fonte: Phillips, Beveridge e Clark (1991)

Segundo a Organizagao das Nagdes Unidas (ONU) esta previsto para o ano de 2025 a
“Crise das Aguas”, quando aproximadamente cinco bilhdes de pessoas terdo dificuldades para
satisfazer suas necessidades de agua e a metade enfrentard uma extrema escassez, caso nao
haja uma mudanca nos padrdes de consumo, uso e conservagcdo dos mananciais. Por isso ¢

imprescindivel para diferentes atividades na aqiiicultura reconhecer a devida importancia da
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principal fonte de recurso para o cultivo dos organismos aquaticos e encontrar alternativas
para tornar essa atividade ecologicamente sustentavel (FERREIRA, 2003).

A fim de racionalizar o uso da 4gua assegurando a atual e as futuras geragdes a
necessaria disponibilidade com a devida qualidade, foi editada a Lei n.° 9.433 de 08 de janeiro
de 1997, que ficou conhecida como Lei das Aguas (ANA, 1997). Dentre os instrumentos de
gestao criados por essa lei, estd a cobranga pelo uso da dgua, sendo este um dos instrumentos
de gestdao da Politica Nacional de Recursos Hidricos mais discutidos. Devido as
peculiaridades juridicas relativas aos recursos hidricos no Brasil, a cobranca estd apenas

iniciando.

2.4 - Tecnologias alternativas de cultivo

Atualmente existem muitos sistemas de cultivo intensivo de organismos aquaticos,
dentre os quais: os sistemas em tanques de concreto, em tanques-rede e em viveiros (POLI et
al., 2004).

Sistemas artificialmente projetados para utilizar plantas aquaticas (macrofitas)
conhecidos como Wetland em substratos como areia, cascalhos ou outro material inerte, onde
ocorre a proliferacdo de biofilmes que agregam populagdes variadas de microrganismos os
quais, por meio de processos bioldgicos, quimicos e fisicos, tratam aguas residuarias e podem
ser utilizados também em tratamento de efluentes na aqiiicultura usando a ecotecnologia.
(LIMA; TAVARES, 2008).

Os cultivos intensivos de organismos aquaticos, sem renovagdo de dgua e com biota
predominantemente aerobica e heterotrofica (ou em inglés, Zero Exchange, Aerobic,
Heterotrophic Culture Systems - ZEAH) vém surgindo como um novo paradigma na
aquicultura mundial (EMERENCIANO et al., 2007). Sistemas com baixa troca de dgua nao
s irdo reduzir os custos com utilizacdo de 4gua e de bombeamento, como também reduzirdo
os custos com alimentagio ja que a produtividade natural é alta (GONZALEZ-FELIX et al.,
2007).

Uma tecnologia que pode representar um diferencial no impacto da atividade sobre o
meio ambiente devido ao descarte das aguas ndo tratadas ¢ o sistema fechado de cultivo, com
tratamento de 4gua, que reduz a emissao de efluentes (PILLARY, 1992).

Os chamados “‘sistemas fechados” de tratamento de dgua direcionados para aqiiicultura
se baseiam na recirculagdo da agua dentro do cultivo, depois de passar por varias etapas de

tratamento. Nesse sistema, a qualidade da dgua ¢ monitorada utilizando parametros fisico-
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quimicos e microbiologicos. Sdo utilizados geralmente biofiltros colonizados por bactérias
com capacidade de reduzir a quantidade de amodnia na agua, as chamadas “nitrificantes”
(BRAZ FILHO, 2000).

Algumas etapas que podem ser aplicadas em um sistema fechado de tratamento de
agua sdo: bacia de sedimentacdo, tanque de desinfeccdo, filtro de areia, filtro de carvao
ativado, filtro de tela/mecanico, filtragdo bioldgica, skimmer (fracionamento de proteinas) e
ozonio /ultravioleta. O monitoramento dos sistemas de tratamento de dgua na aqiiicultura ¢
imprescindivel para avaliar a eficiéncia dos processos e permitir tomadas de decisdo sobre
melhoria ou alteragdes nos métodos empregados (BRAZ FILHO, 2000; NEDER et al., 2000).

Um dos principais problemas em um sistema de producdo de pescado com
recirculacao de agua ¢ a remoc¢ao dos residuos solidos. Este processo ¢ necessario para evitar
a obstrucdao do biofiltro, que podera eliminar as bactérias nitrificantes e reduzir o fluxo de
agua. Os so6lidos podem ser removidos por sedimentacdo ou por filtragdo mecanica. A origem
das particulas em solucdo sdo os dejetos dos organismos cultivados e o alimento nao
consumido. A ma digestdao da racdo pode estar relacionada com um alimento de baixa
qualidade com alta percentagem de farelo, técnica de alimentacdo inadequada,
superalimentacdo, alimento ndo apropriado para a fase ou espécie de organismo cultivado e
dieta desbalanceada (BRAZ FILHO, 2000).

Dentre as vantagens proporcionadas por um sistema fechado de tratamento de dgua na
aquicultura, pode-se enfatizar: o controle dos parametros fisico-quimicos, diminuindo assim o
estresse dos organismos cultivados; menor vulnerabilidade dos organismos a doengas; altas
densidades de estocagem, evitando uma maior exploragdo de éareas para cultivo; maior
controle dos niveis de fosforo e nitrogénio na agua; menor quantidade de dgua gasta num
ciclo de cultivo, diminuindo assim os gastos com as taxas em relacdo ao uso da agua e
diminui¢do da descarga dos efluentes provenientes da aqiiicultura, consequentemente tendo-se
um menor impacto ambiental (GONZALEZ-FELIX et al., 2007).

Os impactos ambientais causados pela aqiiicultura de um pais ou de uma regido estao
intimamente relacionados com o modelo de manejo e sistemas de producdo adotados. O
cultivo de peixes em um sistema fechado de tratamento de agua ¢ de vital importancia para o

sucesso ¢ a conservagao do meio ambiente (NEDER et al., 2000).
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2.5 - Principais grupos bacterianos da microbiota em ambientes aquaticos marinhos de

cultivo de peixe

Segundo Magarinos et al. (2001), em &aguas temperadas uma carga maxima de
bactérias ¢ encontrada no ambiente aquatico no verdo e em ambientes altamente eutrofizados.
Conseqiientemente, no inverno, com a deficiéncia de nutrientes na agua ocorre o inverso. Nos
viveiros de piscicultura essa condi¢do ¢ exacerbada nos meses de verao, onde os peixes
continuamente vivem livremente em um "caldo bacteriano". Sao comumente encontradas na
agua de cultivo de peixes bactérias do género: Aeromonas, Citrobacter, Edwardsiella,

Flavobacterium, Pseudomonas e Vibrio (ROBERTS; PALMEIRO; WEBER, 2009).

2.5.1 - Bactérias heterotroficas

As bactérias heterotroficas pertencem ao grupo das bactérias quimioorganotroficas,
podem apresentar metabolismo tanto anaerdbio como aerdbio, realizando a decomposicao de
carboidratos, proteinas, acidos organicos e alcoois, produzindo, sobretudo, NO;™ e SO4". Entre
as aerdbias sdo encontradas algumas bactérias especializadas na decomposi¢do de substratos
complexos, como celulose, lignina, quitina e até petréleo. Dentro desse grupo encontramos
alguns géneros de bactérias conhecidos tais como: as Pseudomonas, Clostridium, Serratia e
Mycobacterium (SILVA; SOUZA, 1998). Segundo Michaud et al. (2006), a populagdo
bacteriana heterotréfica € suspeita de ter um efeito positivo contra bactérias patogénicas.

As bactérias redutoras de matéria organica sdo eficientes decompositoras em niveis
baixos de pH, sendo 6timo entre 7,0 e 8,0, entretanto ndo sdo eficientes em niveis maiores. A
desnitrificacdo heterotrofica influencia positivamente o pH da agua (SOUSA; FORESTI,
1999).

2.5.2 — Vibrio

O género Vibrio ¢ o maior dentro da familia Vibrionaceae. Muitas espécies podem
causar doengas em humanos, incluindo infecgdes cutineas, septicemia e gastroenterite. As
diferentes espécies encontradas dentro do género Vibrio podem ter diferentes nichos
ecologicos, mas, em geral, sdo tipicamente de ambientes estuarinos ou/e marinhos, sendo
necessaria a compreensao profunda desses sistemas ecoldgicos para se entender sua ecologia

global (THOMPSON et al.,, 2007). A maioria das espécies necessita de NaCl (2-3%) para
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crescer. Devido ao fato do ambiente aquatico marinho ser seu nicho natural, esses
microrganismos sdo comumente isolados de peixes e crustaceos. A maioria das espécies ¢
mesofila e seus nameros aumentam durante o verdo (COLWELL, 2006). Atualmente esse
género compreende 91 espécies (DSMZ, 2010).

Membros do género Vibrio sdo capazes de proliferar com sucesso em areas com
grande disponibilidade de substrato e densidade celular (por exemplo, biofilmes), assim como
persistir na forma de células pelagicas de vida livre. Os vibrios tém sido encontrados
associados com organismos superiores ¢ com superficies inanimadas (MCDOUGALD;
KJELLEBERG, 2006).

Segundo Diggles et al. (2000), as bactérias do género Vibrio sdo encontradas em
ambientes marinhos estuarinos e algumas espécies podem causar doencas em peixes
marinhos. De acordo com algumas pesquisas ja foram identificados mais de 129 casos de
doencas em espécies de peixes marinhos tropicais, quase 50% destas foram causadas pelos
géneros Aeromonas ou Vibrio. Espécies de Vibrio que tem sido correlacionadas com doencas
de peixes incluem: o Vibrio anguillarum, V. salmonicida, V. ordalii, V. alginolyticus, V.
parahaemolyticus, V. vulnificus e Photobacterium damselae.

A maioria dos peixes infectados pelas espécies de Vibrio tende a ter um escurecimento
do corpo, diminui¢do do apetite, natacdo letargica e procura a superficie da dgua devido a
dificuldade respiratoria. Os peixes gravemente infectados apresentam sérios sintomas de
vibrioses como ulceragao na pele, hemorragia na base da barbatana e na superficie do corpo
necrosando aos poucos a barbatana e a cauda, com conseqiiente distensdo abdominal. Os rins
e o figado ficam claros e comegam a deixar de funcionar (DIGGLES et a/., 2000).

Essas bactérias desempenham papéis importantes nas adguas de superficie e habitam
diversos nichos ecoldgicos, incluindo o trato intestinal dos peixes e lulas, sendo encontradas
também como ectosimbiontes de crustaceos (SIMIDU; KANEKO; TAGA, 1977). Devido a
sua ampla distribuicdo ecologica e importadncia na estrutura da comunidade marinha, sua
identificacdo taxonOmica tem sido extensivamente estudada. No ambiente marinho, as
espécies podem ser encontradas em fontes hidrotermais, mar profundo, mar aberto, estuarios e
sedimentos marinhos (NISHIGUCHI; JONES, 2004).

A composicdo da biota bacteriana no trato digestivo de animais marinhos claramente
difere da dgua do mar circundante, pois a disponibilidade de matéria organica para os vibrios
no intestino desses animais ¢ maior do que na adgua. Entretanto, este ambiente ¢ representado
por baixo pH, secrecdo de acidos biliares e condi¢des microaerobias ou anaerobias, restritivas

aos componentes da microbiota (URAKAWA; RIVERA, 2006).
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Espécies de Vibrio mostram uma forte correlagdo com plancton marinho,
principalmente o zooplancton. Em geral, o zooplancton abriga mais vibrios que o
fitoplancton. Interagdes mutualisticas com vibrios também tém sido amplamente estudadas.
Um dos habitats mais comuns dos vibrios ¢ o intestino de animais marinhos. Como muitas
espécies de Vibrio produzem quitinase (RAMAIAH et al., 2000), a maioria desses animais
precisa dessa relagdo mutualistica no seu processo de digestao (NISHIGUCHI; JONES,
2004).

2.5.3 — Coliformes

As bactérias do grupo coliformes sdo consideradas indicadores de polui¢ao fecal nos
corpos d’agua de acordo com a Resolucdao 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(BRASIL, 2005). Segundo Silva, Junqueira e Silveira (1997), esse grupo divide-se em
coliformes totais e termotolerante. Os coliformes totais incluem as bactérias na forma de
bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos, aerobios ou aerdbios facultativos, capazes de
fermentar a lactose com producdao de gas, em 48 horas a 35°C. Apresentam mais de 20
espécies, dentre as quais se encontram tanto bactérias origindrias do trato intestinal de
humanos quanto de outros animais homeotérmicos.

Quanto aos coliformes totais, a legislacio ndo indica limites em pescado, mas ¢
importante analisar a presenca desse grupo em alimentos, por estarem relacionados a sua
qualidade higiénica. Segundo Agnese et al. (2001), valores de coliformes totais acima de 50
Numero Mais Provavel (NMP) por grama de carne de pescado ¢ motivo suficiente para um
controle mais rigido relacionado a higiene de elaboragdo e comercializacdo do produto nos
estabelecimentos comerciais.

Os coliformes termotolerantes sdo capazes de fermentar a lactose com produgado de gas
e aldeidos acidos, em 24h a 44,5 + 0,5°C. Esse grupo atua como indicador de poluicao fecal,
devido a sua ocorréncia restrita as fezes do ser humano e dos animais homeotérmicos. Sua
presenca evidencia o risco da presenca de organismos patogénicos de origem fecal. Fazem
parte do grupo trés géneros: Escherichia, Enterobacter e Klebsiella (SILVA; JUNQUEIRA;
SILVEIRA, 1997).

A incidéncia de infec¢des por esse grupo ¢ mais frequente nas regides tropicais, onde
predominam aglomeracdes populacionais, condigdes sanitarias precarias € a contaminacao

dos suprimentos aquiferos por material de origem fecal (KONEMAN et al., 2001).
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Por ndo fazer parte da microbiota do pescado, a presenca dos coliformes esta sempre
associada a contaminacdo fecal da 4agua do local de captura ou manuseio inadequado do

pescado fresco pelo manipulador (FRAZIER; WESTHOFF, 1988).

2.6 — Uso de antimicrobianos na aquacultura

A utilizagao de antimicrobianos gerou grande otimismo em relacdo a prevencao e ao
tratamento dos processos infecciosos. Entretanto, o uso exagerado € nem sempre criterioso ou
racional dos antimicrobianos e quimioterapicos trouxe dificuldades, sendo a maior delas
representada pela progressiva resisténcia bacteriana aos farmacos. As bactérias podem ser
classificadas em sensiveis e resistentes aos antimicrobianos. Em geral, classificam-se como
resistentes, as bactérias que crescem in vitro, nas concentragdes médias que o0s
antimicrobianos atingem no sangue, quando administrados por via oral. S3o sensiveis as que
ndo crescem nessas concentragdes. A resisténcia bacteriana pode ser natural ou adquirida. A
natural corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana, ¢ a adquirida, a caracteristica
de uma ou mais amostras da espécie. A aquisicao de resisténcia por uma célula bacteriana
sensivel é sempre decorrente de uma alteragdo genética (MANTILLA et al., 2008).

O aumento da ocorréncia de resisténcia antimicrobiana em bactérias provenientes de
ambientes de produ¢do animal e as possiveis implicagdes para satide publica tém levado a
uma intensiva fiscalizacao do uso de antimicrobianos. O ambiente aquicola ¢ um importante
meio para a selecdo de espécies bacterianas resistentes a varios antimicrobianos, em virtude
da utilizagdo de tais substincias no tratamento e profilaxia de doencas bacterianas em
organismos aquaticos, muitas vezes de forma indiscriminada (SCHMIDT; MORTEN;
DALSGAARD, 2000). Ainda, o contato fisico entre as bactérias no meio aquatico possibilita
uma alta freqiiéncia de troca de elementos genéticos mdveis, como plasmidios e transposons,
codificadores de resisténcia aos antibidticos. Eventos como esses sdo particularmente
importantes para difusdo de resisténcia a drogas como a tetraciclina (RHODES et al., 2000).

E considerado também emergente o problema da resisténcia a multiplas drogas por um
mesmo microrganismo, o que leva a dificuldade de tratamento de doengas bacterianas, tanto
em animais quanto em seres humanos (ALDERMAN; HASTINGS, 1998). Considera-se que
a selecdo de clones bacterianos multi-resistentes ocorra principalmente em ambientes
hospitalares e de producdo animal (TEUBER, 2001). Os alimentos de origem animal
contaminados durante o abate e processamento sao considerados a principal via para o

carreamento de bactérias resistentes aos antibidticos para os seres humanos. Poucos estudos
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tém caracterizado a ocorréncia de resisténcia a bactérias em ambientes aquicolas,
particularmente em climas tropicais (HOWGATE, 1998).

O aparecimento de bactérias patogénicas resistentes a antimicrobianos em organismos
aquaticos cultivados estd relacionado ao uso continuo dessas drogas na aqiiicultura. Em
cultivos tratados com esses farmacos € possivel encontrar residuos das substancias no
sedimento, no musculo do pescado e nas fezes (SORUM, 2006).

Segundo a Comissao da Comunidade Européia (2002), o uso dos antimicrobianos na
aquicultura européia sofreu uma nitida redugao nas ultimas décadas, principalmente devido ao
desenvolvimento de vacinas. A elaboracdo de novas vacinas ¢ um dos objetivos primordiais
desta comissao no intuito de minimizar a utilizagdo dessas drogas como medidas profilaticas.
Nos alimentos, os residuos de antibioticos sdo controlados de acordo com a legislacao
vigente. Os paises que exportam produtos alimentares para a Unido Européia devem também
aplicar planos de controle dos residuos, para cumprir os requisitos exigidos pelos paises
europeus.

No ano de 2008 foi publicada a primeira edi¢ao especial sobre Producdo de Alimentos
de Origem Animal langada pelo Codex Alimentarius. E uma colegdo com codigos e diretrizes
de praticas publicadas numa forma resumida, no intuito de ser melhor visualizado pelos
governos, autoridades regulatorias, industrias de alimentos, comerciantes e consumidores. O
Cddigo de Praticas para Minimizar e Conter a Resisténcia aos Antimicrobianos (CAC RCP
61-2005) foi escrito nessa edicao. Este documento possui informagdes relevantes sobre o uso
consciente dos antimicrobianos nos cultivos de animais para a producao, tendo como objetivo
diminuir os impactos provenientes dessas drogas e evitando assim, a resisténcia das bactérias
aos antimicrobianos. No documento sdo citadas as responsabilidades dos 6rgaos envolvidos
na fabricacdo e disseminacao dessas susbstincias. Por fim, este documento descreve a
importancia mundial dessas drogas no controle de enfermidades, mas ressalta que sejam

usadas de maneira responsavel e sejam fiscalizadas eficientemente (ANVISA, 2009).

2.7 - Microrganismos com potencial para uso na melhoria das condi¢oes ambientais da

agua de cultivo

A aqiiicultura gera uma considerdvel quantidade de residuos, consistindo de
subprodutos metabolicos como residuos de racdo, de fezes, de insumos terapéuticos e
profilaticos, levando a deterioracdo da qualidade da agua e focos de doenca. A

biorremediacdo ¢ a aplicacdo de microrganismos nos sistemas de cultivo e, ¢ o método
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atualmente em uso para melhorar a qualidade da dgua, a manutengdo da satde e estabilidade
dos sistemas de aqiiicultura. A biorremediacdo envolve a mineralizacdo da matéria organica,
do dioxido de carbono, maximizando a produtividade primaria que estimula a produgao dos
organismos aquaticos, a nitrificacdo e desnitrificagdo que eliminam o excesso de nitrogénio
nesses cultivos. Sao geralmente empregados na biorremediagdo para a degradagdo da matéria
organica (decompositores) bactérias heterotréficas, nitrificantes e bactérias desnitrificantes

(RAVICHANDRAN; SHAICK; JALALUDDIN, 2001).

2.7.1 - Bactérias nitrificantes

Segundo Sedlak (1991), Rusten, Lars e Odegaard (1995), a remoc¢do bioldgica do
nitrogénio da dgua envolve trés processos basicos: assimilagdo, nitrificacdo e desnitrificacao.
Nitrificacdo ¢ a conversao da amoénia a nitrato por meio de agao bacteriana, na presenca de
oxigénio dissolvido, sendo realizada em duas etapas: nitritagdo (oxidagdo da amdnia a nitrito)
seguido pela nitratagdo (oxidacdo do nitrito a nitrato). As bactérias nitrificantes sdo, na
maioria, autotroficas utilizando CO, como fonte de carbono e a oxidacdo de compostos
nitrogenados como fonte de energia.

Os processos bioldgicos de transformacao de amonia em nitrato melhor estudados sao
os realizados pelas bactérias autotréficas. A nitrificacdo autotrofica ¢ efetuada por dois grupos
de bactérias: o primeiro responsavel pela oxidag¢do a nitrito e o segundo pela oxidacdo do
nitrito a nitrato. Nao ha descrigdo na literatura de uma bactéria capaz de oxidar
completamente a amdnia a nitrato (ABREU, 1994).

As subclasses B, e y da classe Proteobacteria, contém a maior parte das espécies de
bactérias nitrificantes, isto ¢, aquelas responsaveis pela oxidagdo da amodnia. Entre estas se
destacam os géneros Nitrosomonas, Nitrosococcus ¢ Nitrospira (BOTHE; JOST,;
SCHLOTER, 2000).

As bactérias do género Nitrosomonas sdo as mais conhecidas no processo de
nitrificagdo, porém Abreu (1994) apresenta outros géneros como as Nitrosocystis,
Nitrosospira, Nitrosogloea, Nitrosovibrio, Nitrosococcus € Nitrosolobus. As bactérias mais
conhecidas envolvidas na nitratagdao pertecem ao género Nitrobacter.

Surmacz-Gorska, Cichon e Miksch (1997) comentam que a baixa taxa de nitrificagdo
ocorre pela inibicdo da atividade e crescimento da bactéria Nitrobacter. Por isso alguns
pesquisadores tém eliminado a segunda etapa da nitrificagdo (oxidagdo do nitrito a nitrato),

proporcionando desnitrificacdo diretamente a partir do nitrito.
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Em sua maioria, as bactérias nitrificantes autotroficas apresentam baixa velocidade de
crescimento e baixo rendimento celular. Existe ainda diferenga no tempo de crescimento entre
os géneros Nitrosomonas e Nitrobacter, por exemplo. As Nitrobacter t€ém crescimento mais
lento que a outra. Sob condi¢des ideais, o tempo de geragdo das bactérias do género
Nitrosomonas sao oito horas enquanto que o das bactérias do género Nitrobacter sdo dez
horas (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2000).

Jetten (1997) comenta que, embora as bactérias nitrificantes autotroficas sejam
predominantes na natureza, a nitrificacdo pode também ocorrer pela acdo de bactérias
nitrificantes heterotroficas, como, por exemplo, Arthrobacter € Thiosphaera pantotropha.
Estes microrganismos utilizam o carbono organico e oxidam a amoénia a nitrato.

Bitton (1994) cita que a nitrificagdo heterotrofica ¢ muito menor que a autotrdfica e
que provavelmente nao possui contribuicdo significativa. Entretanto, Jetten (1997) comenta
que isto pode ser porque a nitrificagdo ¢ medida por meio da determinagdo dos produtos da
oxidacdo (nitrito e nitrato) e as bactérias nitrificantes heterotréficas ndo acumulam grande
quantidade desses produtos. Os autores observaram que a Thiosphaera pantotropha nao era
apenas uma bactéria nitrificante heterotrofica, mas também uma desnitrificante aerébia, ou
seja, 0 organismo convertia a maior parte do nitrito diretamente em nitrogénio gasoso.

A desnitrificagdo ¢ o processo de remocao de nitrogénio por meio da redugdo do
nitrato a nitrogénio gasoso realizada biologicamente sob condi¢des andxicas. Este ambiente é
caracterizado tradicionalmente pela auséncia de oxigénio dissolvido na forma molecular,
associada com a presenga de nitratos. Como ¢ realizado por organismos heterotroficos, o
processo da desnitrificacdo necessita de matéria organica, como fonte de carbono, para a sua
sintese celular (METCALF; EDDY, 1991).

Ocorre a desnitrificagdo a partir do nitrato ou nitrito, ¢ nao da amonia, por isso este
processo deve ser precedido da nitrificagdo. Os microrganismos envolvidos na desnitrificacao
sdo heterotréficos do tipo facultativo (ARCEIVALA, 1981).

Tiedje (1984) comenta que os microrganismos desnitrificantes mais frequentemente
encontrados na natureza sdo dos géneros Pseudomonas e Alcaligenes. Entretanto Metcalf e
Eddy (1991) citam ainda Achromobacter, Aerobacter, Bacillus, Brevibacterium, Mirococcus,
Flavobacterium, Lactobacillus, Proteus e Spirillum, entre outros géneros dessas bactérias. A
nitrificagdo e a desnitrificagdo sdo processos fundamentais, pois diminuem a quantidade de
amonia e nitrito que sao toxicos aos organismos aquaticos € diminuem também a quantidade

de nitrato, evitando assim a eutrofizacao.
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3-OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Quantificar e identificar grupos bacterianos presentes na dgua de recirculagdo usada

para cultivo, em uma esta¢ao de piscicultura marinha experimental.

3.2 - Objetivos especificos

Para gerar dados que ajudassem a alcancar o objetivo principal foram tracados os

seguintes objetivos especificos:

Analisar os parametros fisico-quimicos da agua: salinidade, temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e amonia;

Monitorar a presenca de coliformes termotolerantes dentro do sistema de
cultivo;

Acompanhar a carga bacteriana da dgua de cultivo através da quantificacao de
bactérias heterotroficas totais, grupos de bactérias nitrificantes e do género
Vibrio;

Isolar e identificar fenotipicamente as bactérias a partir das amostras de agua;
Testar a sensibilidade dos isolados de Vibrio frente a antimicrobianos
frequentemente usados na terapéutica humana e de organismos aquaticos
cultivados;

Identificar perfis de multi-resisténcia entre os isolados de Vibrio;

Detectar a possivel origem gendmica das resisténcias a antimicrobianos entre

os isolados de Vibrio através da técnica de “cura” plasmidial.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Descricao dos pontos de coleta

As coletas foram realizadas no Centro de Estudos Ambientais Costeiros — CEAC, do
Instituto de Ciéncias do Mar/LABOMAR da Universidade Federal do Ceard — UFC,
localizado no Estudrio do Rio Pacoti (Eusébio, Ceard; 3°53°15” S; 38°22°30” O).

A agua utilizada no cultivo de peixes ¢ proveniente do Rio Pacoti, em ponto distante
cerca de 1,5 Km do afluente. Apos a captacdo (Ponto 1), a 4gua passa pelo sistema de
tratamento obedecendo as seguintes etapas: tanque de desinfec¢dao (Ponto 2), filtro de areia,
filtro mecanico, tanque de decomposic¢ao aerobia (Ponto 3), filtro biologico (Ponto 4), tanque
de recirculagdo (Ponto 5), skimmer onde sao retirados os compostos quimicos indesejaveis € o
sistema ultravioleta até chegar ao tanque de cultivo (Ponto 6) onde sdo cultivados peixes da

espécie Lutjanus analis, a Cioba (Figura 2).
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Figura 2 — Sistema Fechado de Tratamento de Agua da Estagdo de Piscicultura Marinha do
CEAC-LABOMAR.
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4.1.1 — Descricao do Sistema

Etapas do sistema fechado de tratamento de dgua da Estacdo de Piscicultura Marinha
do CEAC/LABOMAR e seu funcionamento (Figura 2):

1 - Tanque de desinfec¢ao: contém cloro numa concentragdo de 10 ppm, a agua
proveniente do Rio Pacoti ¢ desinfetada no intuito de eliminar parasitas, bactérias patogénicas
€ outros organismos que possam transmitir doencgas para os peixes do cultivo;

2 - Filtro de areia: usado para retirar sélidos em suspensao e impurezas mais
grosseiras, como: barro, ragao, dejetos, etc;

3 — Filtro mecanico: remove os residuos sélidos da dgua, impedindo a obstrucdo do
biofiltro;

4 — Decomposicao aerdbia: deterioracdo da matéria organica por bactérias aerdbias;

5 — Filtro bioldgico: conversdao da amonia em nitrato por bactérias nitrificantes;

6 — Tanque de recirculacido: a agua nesse tanque ¢ proveniente do tratamento
bioldgico, uma parte fica circulando pelo sistema e a outra parte continua a ser tratada até
chegar aos tanques de cultivo;

7 — Skimmer: reduz a quantidade de compostos quimicos indesejaveis na dgua do
cultivo, através da fragmentagdo de bolhas;

8 — Radiacao ultravioleta (U.V.): utilizada para eliminar bactérias patogénicas,

parasitas e outros organismos que possam colocar em risco a continuidade do cultivo.

4.1.2 — Coleta das amostras

Foram coletadas amostras de 4gua nos seguintes pontos da estacao de piscicultura: no
afluente (Rio Pacoti) (Ponto 01), no tanque de desinfeccdo (Ponto 02), no tanque de
decomposi¢do aerobia (Ponto 03), no filtro bioldgico (Ponto 04), no tanque de recirculacao
(Ponto 05) e no tanque de cultivo (Ponto 06); perfazendo um total de seis pontos (Figura 3).
As coletas foram realizadas no periodo compreendido entre setembro de 2007 e maio de 2008,
perfazendo um total de 8 coletas envolvendo o periodo de chuva e estiagem.

As amostras de agua foram coletadas em recipientes de vidro ambar com capacidade
para 1 litro, previamente esterilizados e transportadas, sob refrigeracdo, até o Laboratorio de
Microbiologia Ambiental e do Pescado — LMAP/LABOMAR onde foram realizadas as

analises microbioldgicas.
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Figura 3 — 1. Afluente (Rio Pacoti), 2. Tanque de desinfec¢do, 3. Tanque de
decomposicgdo aerobia, 4. Filtro bioldgico, 5. Tanque de recirculagéo,
6. Tanque de cultivo.

4.1.3 — Analises fisico-quimicas

No momento das coletas foram verificadas as varidveis ambientais: salinidade
(refratometro: Bernauer Aquacultura modelo: F-300), pH (pHmetro: Bernauer Aquacultura
modelo: F-1002), temperatura e oxigénio dissolvido da agua (Termdmetro e oximetro:
Bernauer Aquacultura modelo: F-1055). O teor de amoénia foi verificado com o uso de teste
comercial (Tetratest). No Ponto 2, apenas o teor de amdnia foi monitorado por causa da

elevada concentragdo de cloro que poderia danificar os equipamentos.
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4.2 - Analises Microbioldgicas

4.2.1 — Processamento das amostras de agua

Em laboratério foram feitas dilui¢des seriadas das amostras de 4gua em solucao salina

com 0,85 ¢ 1% de NaCl (10" a 10™).

4.2.2 — Avaliacao da qualidade bacteriologica das aguas da estacdo de cultivo

A colimetria das amostras de agua seguiu a técnica de Fermentacdo em Tubos
Multiplos (FTM) em séries de cinco tubos (APHA, 2000). Foi realizada a prova presuntiva
para a determinagdao do Numero Mais Provavel (NMP), semeando 1mL das amostras em
diluicdes seriadas (10'a 107) de tubos contendo caldo lauril-sulfato-triptose (LST) e
incubadas a 35°C durante 48 horas. A partir dos tubos positivos na prova presuntiva, foram
inoculadas algadas em tubos com caldo Bile Verde Brilhante (BVB) e caldo EC, que foram

incubados a 35°C por 48 horas e a 44,5°C por 24 horas, respectivamente (Figura 4).
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Figura 4 - Esquema de analise para contagem de coliformes totais/termotolerantes das
amostras de agua de um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.
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4.2.3 — Quantificacao de grupos bacterianos

O ntimero das bactérias heterotroficas totais foi determinado seguindo a metodologia
descrita por Silva, Junqueira e Silveira (1997). O método utilizado foi a Contagem Padrdao em
Placas usando Plate Count Agar com 1% NaCl, em placas contendo o meio de cultura.
Aliquotas de 1mL das dilui¢des seriadas (10" a 10™) foram inoculados em duplicata sobre a
superficie das placas de Petri, onde em seguida foi vertido o meio de cultura (técnica de Pour
Plate) sendo estas imediatamente homogeneizadas com movimentos circulares. Apds este
procedimento as placas foram incubadas por 48 horas a uma temperatura de 35°C.
Posteriormente as placas contendo entre 25 a 250 colonias crescidas sobre o meio foram
contadas usando um contador da marca Phoenix (modelo: EC 550 A) (Figura 5).

Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de

amostra (UFC/mL) (DOWNES; ITO, 2001).
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Figura S - Esquema de andlise para contagem das bactérias do grupo das heterotréficas totais das amostras de
dgua de um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

4.2.4 — Contagem de Bactérias Nitrificantes Totais

A estimativa dessas bactérias foi realizada seguindo a metodologia descrita por
Schmidt e Belser (1984), através de Contagem Padrao em Placas (CPP). Foi utilizado o meio
de cultura seletivo, com a seguinte composi¢ao: cloreto de sédio (NaCl), extrato de carne,
peptona, nitrato de potassio (KNO;) e agar-agar. Este meio de cultura foi esterilizado em
autoclave por 15 minutos a uma temperatura de 121°C. Foram feitas dilui¢cdes seriadas das

amostras em salina a 1% de NaCl. Aliquotas de 0,1mL das dilui¢des seriadas (107 a 107),
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com auxilio de uma pipeta, foram inoculadas sobre a superficie do meio ja solidificado. O
indculo foi feito em duplicata e espalhado com o auxilio de uma alg¢a de Drigalski (técnica
Spread Plate).

Apos este procedimento as placas foram incubadas por 24 horas a uma temperatura de
35°C. Posteriormente as placas contendo entre 25 a 250 colonias crescidas sobre o meio,
foram quantificadas usando um contador de colonias da marca Phoenix (modelo: EC 550 A)
(Figura 6). Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

de amostra (UFC/mL) (DOWNES; ITO, 2001).
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Figura 6 - Esquema de analise para contagem das bactérias do grupo das nitrificantes das amostras de dgua de
um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

4.2.5 — Contagem de Vibrio spp

Para a quantificagdo de bactérias do género Vibrio foi utilizada a técnica de Contagem
Padrio em Placas (CPP). Aliquotas de 0,1mL das diluicdes seriadas (10" a 10™) foram
inoculadas sobre a superficie do meio seletivo Agar Tiossulfato Citrato Bile-Sacarose (TCBS)

(Técnica Spread Plate). Os indculos foram feitos em duplicata e as placas incubadas a 30°C
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por 24h, seguindo metodologia descrita por Elliot ef al. (2001). Apds o periodo de incubagdo,
as placas contendo entre 25 a 250 coldnias foram contadas usando um contador da marca
Phoenix (modelo: EC550A) (Figura 7).

Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro de

amostra (UFC/mL) (DOWNES; ITO, 2001).
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Figura 7 - Esquema de andlise para contagem dos vibrios das amostras de d4gua de um sistema fechado de
cultivo de peixes marinhos.
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4.2.6 — Isolamento e Identificacdo das estirpes bacterianas

A partir do crescimento sobre a superficie dos meios (TCBS, PCA e o meio para
nitrificantes) foram realizados isolamentos de coldnias para posterior purificagdo e

identificacdo fenotipica através de testes morfoldgicos e bioquimicos.

4.2.6.1 — Bactérias Heterotroéficas Totais

Colonias crescidas sobre o meio Agar PCA foram isoladas em Agar triptona soja
(TSA) contendo 1% de NaCl, com incubacdo em estufa a 35°C por 24 horas. As culturas
foram submetidas a coloragao de Gram.

Na identificagcdo das culturas puras foram realizadas as seguintes provas bioquimicas
propostas por Koneman et al.(2006), Murray et al.(2005), Mahon e Manuselis (1995),
Menezes e Neufeld (2006), Oplustil et al.(2004), Lelliott e Stead (1987), Shivagi et al.(1988),
Bernardes et al. (2003) e pelo manual de Bergey’s (STALEY et al., 2005): descarboxilagao
dos aminoécidos (lisina, ornitina e arginina), reducdo de nitrato, crescimento em 0% de NaCl
a 35°C, crescimento em meio Mac Conkey, em meio TCBS, oxida¢do da glicose, fermentacao
da glicose, oxidase, motilidade, gelatinase, novobiocina, pigmento violeta e amarelo, gas em
glicose, fermentacdo de carboidratos (manitol, xilose, inositol, sorbitol e arabinose), catalase,
urease, tolerancia ao NaCl 0%, 3%, 5%, 6% ¢ 6,5%, crescimento a 40°C, hemolise, citrato,
coagulase, indol, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), DNAse, sulfeto de

hidrogénio (H,S) e hidrélise da esculina.

4.2.6.2 — Bactérias Nitrificantes Totais

Colonias crescidas sobre o meio Agar seletivo para bactérias nitrificantes foram
isoladas em Agar triptona soja (TSA) contendo 1% de NaCl, com incubagio em estufa a 35°C
por 24 horas. As colonias puras foram submetidas a coloracao de Gram.

Na identificacdo das culturas puras foram seguidas as recomendacgdes de Koneman et
al.(2006), Murray et al.(2005), Menezes e Neufeld (2006), Dworkin et al.(2006), Ludwing,
Mittenhuber e Friedrich (1993), Rasoamananjara, Korosec e Monteil (1987), Funkel e Carlotil
(1994) e do manual de Bergey’s (STALEY et al., 2005). Foram realizados os seguintes testes
e provas bioquimicas: descarboxilacdo dos aminoacidos (lisina, ornitina e arginina), reducgao

de nitrato, crescimento em meio Mac Conkey, em meio TCBS, oxida¢do da glicose,
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fermentagdo da glicose, oxidase, motilidade, gelatinase, pigmento amarelo, gas em glicose,
fermentagao de carboidratos (manitol, xilose, inositol, sorbitol, arabinose, sacarose, maltose ¢
lactose), catalase, uréase, tolerancia ao NaCl 0%, 3%, 4%, 5% e 6%, crescimento a 40°C,
citrato, indol, vermelho de metila (VM), Voges-Proskauer (VP), DNAse, sulfeto de

hidrogénio (H,S) e hidrélise da esculina.
4.2.6.3 - Vibrio spp

Colonias crescidas sobre o meio Agar TCBS foram isoladas em Agar triptona soja
(TSA) contendo 1% de NaCl, com incubagdo em estufa a 35°C por 24 horas. As colonias
puras foram submetidas a coloragdo de Gram. Foram realizados os testes de motilidade, e as
provas bioquimicas de descarboxilagdo dos aminodcidos (lisina, ornitina e arginina),
fermentagdo de carboidratos (sacarose e manitol), producdo de indol, oxidase, gelatinase,
crescimento em 0% de NaCl a 35°C, crescimento a 40°C, citrato, ONPG e reducao de nitrato,

conforme as chaves de identificagdo de Alsina e Blanch (1993) e Noguerola e Blanch (2008).
4.2.7 — Teste de Antibiograma das estirpes isoladas da familia Vibrionaceae

As estirpes identificadas foram submetidas a testes para se estabelecer o perfil de
resisténcia frente a 13 antimicrobianos das seguintes familias: Aminopenicilina: ampicilina
(AMP) (10pg); Nitrofurano: nitrofurantoina (NIT) (300ug); Aminoglicosideo: estreptomicina
(EST) (10pg) e gentamicina (GEN) (10pg); Cefalosporina: cefalotina (CFL) (30ug),
cefotaxima (CTX) (30ng); Tetraciclina: tetraciclina (TET) (30pg) e oxitetraciclina (OXI)
(30ug); Clorofenicol: cloranfenicol (CLO) (30ug) e florfenicol (FLF) (30mg); Quilonona:
acido nalidixico (NAL) (30png); Fluorquinolona: ciprofloxacino (CIP) (5ug) e a Sulfonamida:
sulfazotrim (SUT) (25mg). O teste de antibiograma seguiu protocolos estabelecidos por CLSI
(2009).

Foi preparado um indculo a partir do crescimento bacteriano em meio agar TSA 1% e
transferido com o auxilio de uma al¢a de niquel-cromo para salina a 1% até que se
conseguisse uma suspensdo comparavel a turbidez padrdo correspondente a 0,5 da escala de
McFarland (1,5 x 10® UFC/mL). Para essa comparagdo foi utilizado um aparelho fotométrico
(Micronal B542), em absorbancia de 625 nm. O limite de leitura aceitavel variou entre 0,08 e

0,10. Em placa de Petri contendo Agar Mueller-Hinton numa espessura de 4 mm, o indculo
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foi espalhado uniformemente com o auxilio de um swab estéril, de modo a cobrir
homogeneamente toda a superficie da placa.

Foram utilizados discos de antimicrobianos comerciais da marca Laborclin. Os discos
foram aplicados no meio, inoculado com o auxilio de uma pinga estéril, e pressionados,
levemente, sobre a superficie do meio. Apds a secagem, por um periodo méximo de 15
minutos, as placas foram incubadas invertidas, em estufa a 35°C por 24h. A leitura do
antibiograma foi realizada com auxilio de um paquimetro digital (Digit), a partir da medigao
em milimetros, do didmetro dos halos de inibicdo do crescimento das colonias, frente ao
antimicrobiano testado. Os resultados obtidos foram comparados com os protocolos
estabelecidos por CLSI (2009). As cepas foram classificadas em sensiveis, intermedidrias ou

resistentes para cada antimicrobiano testado (Figura 8).
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Figura 8 - Esquema de antibiograma das espécies bacterianas isoladas da familia Vibrionaceae das amostras de
agua de um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

4.2.77.1 — Cura Plamidial

As cepas submetidas ao teste de antibiograma que apresentaram perfil de resisténcia a
determinados antimicrobianos foram submetidas a cura plasmidial, realizada de acordo com
Molina-Aja et al. (2002).

O procedimento da cura plasmidial seguiu as seguintes etapas: apos o crescimento
bacteriano em meio agar TSA, uma aliquota foi inoculada com o auxilio de uma alga de
niquel-cromo em meio TSB (Caldo Triptona de Soja) a 1% de NaCl e incubados a 35°C por

24 horas. Aliquotas das culturas renovadas foram adicionadas a tubos com o meio caldo Luria
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Bertani (LB) a 1% de NaCl e suplementado com 100 pg/mL de acridine-orange. O controle
foi feito com indculo das culturas em caldo LB com 1% de NaCl sem adi¢ao de acridine-
orange. Os tubos foram incubados em estufa a 35°C por 24h, apds esse periodo as cepas
foram inoculadas em TSA a 1% de NaCl e depois foram incubadas novamente a 35°C por

24h. Posteriormente estas culturas foram novamente expostas aos mesmos antimicrobianos

CALDO TSB 1%
35°C/24H

CALDO LB 1%
+ ACRIDINE ORANGE

aos quais apresentaram resisténcia (Figura 9).

TSA  35°CI24H

CALDO LB 1%
CONTROLE
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ESTUFA 35°C/24H

\J

ANTIBIOGRAMA

Figura 9 - Esquema do procedimento de cura plasmidial, ao qual foram submetidas as estirpes bacterianas com
perfil de resisténcia aos antimicrobianos testados.

4.3— Analise dos Resultados

Os resultados dos parametros fisico-quimicos das amostras foram agrupados através
do célculo das médias aritméticas e o desvio padrdo. Os dados da estatistica descritiva e

confecc¢do das tabelas e graficos foram processados no programa MS-Excel, versao 2007.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos analisados da agua dentro do

sistema estdo dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Valores médios e desvio padrdo dos parametros fisico-quimicos da dgua dentro do sistema fechado
de cultivo de peixes marinhos registrados no momento das coletas.

Pontos Temperatura (°C) Salinidade (%/,,) pH 0.D. (mg/L O,) Amonia (mg/L N)
1 27,96 (+£1,09) 30 (£13,52) 8,05 (£0,24) 5,43 (+£0,65) 0,22 (+0,23)
2 SA* SA* SA* SA* 0,06 (0,18)
3 27,78 (+0,81) 35,25 (+1,03) 7,52 (£0,22) 5,94 (+0,17) 0,31 (+0,37)
4 27,73 (+0,86) 35,25 (£1,03) 7,51 (£0,24) 6,00 (+£0,19) 0,25 (£0,27)
5 27,37 (£1,75) 35,25 (£1,03) 7,51 (£0,24) 6,37 (+£0,16) 0,25 (£0,27)
6 27,56 (+0,87) 35,25 (£1,03) 7,40 (£0,21) 5,40 (£0,25) 0,75 (+£0,53)

Legenda: Pontos: 1 Afluente (Rio Pacoti), 2 Tanque de desinfec¢do, 3 Tanque de decomposi¢@o aerdbia, 4 Filtro biologico, 5 Tanque de
recirculagdo, 6 Tanque de cultivo. SA* - Sem analise

A temperatura variou muito pouco entre os pontos mantendo-se em torno de 27°C,
tendo uma maior variagao evidenciada pelo desvio padrao no ponto 5 que corresponde ao
tanque de recirculagdo. O valor médio verificado e a pouca variacdo da temperatura ¢ a
situacdo normal em ambientes tropicais.

Variagdes de temperatura sdo parte do regime climatico normal e, corpos de agua
naturais apresentam variacdes sazonais e diurnas, bem como estratificacdo vertical. A
temperatura superficial ¢ influenciada por fatores tais como latitude, altitude, esta¢do do ano,
periodo do dia, taxa de fluxo e profundidade. A temperatura desempenha um papel principal
de controle no meio aquatico, condicionando as influéncias de uma série de variaveis fisico-
quimicas (BOYD, 1999).

A faixa de temperatura encontrada nas aguas desse cultivo, de acordo com Madigan,
Martinko e Parker (2004) favorece o crescimento das bactérias mesofilas.

Segundo Melo, Saker-Sampaio e Vieira (1990), a temperatura ¢ um fator de
fundamental importancia, uma vez que sua elevagdo provoca um aumento consideravel no
nimero de microrganismos, quando a agua contém pequena quantidade de elementos
nutritivos. As variagdes na temperatura podem exercer diferentes efeitos sobre a
autodepuragdo da agua, inicialmente acelerando o metabolismo dos microrganismos aquaticos
e, posteriormente aumentando o consumo de oxigénio necessario a respiragao aerdbica.

As bactérias t€ém uma ampla variedade de faixas de temperatura. Assim, elas podem

ser classificadas em trés grupos, de acordo com as temperaturas para o seu crescimento:
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psicrofilos (abaixo de 20°C), mesoéfilos (20 a 45°C) e termofilos (acima de 45°C) (SILVA,
1999).

A salinidade foi o parametro que apresentou maior variagao ao longo das coletas. No
ponto de captagao da agua, no estudrio do Rio Pacoti, esta média ficou em torno de 30 °/,,, mas
apresentou oscilacdo que variou de 6,, a 40 °,,. Esse ponto ¢ influenciado pelas varia¢des das
mares.

A salinidade ¢ a medida do contetido em sal da 4gua, sendo a concentragdo expressa
em g de sal por Kg de 4gua do mar (%o). Os principais ions na 4gua do mar sdo os de cloro e
de sdédio, suplementados por potdssio, calcio, magnésio, sulfatos e, em menor escala, por
muitos outros. A salinidade da 4gua do mar ¢ aproximadamente de 35%o, tendendo a ser mais
baixa em mares costeiros (33%o) € mais elevada em aguas tropicais (37%o). Em dgua doce ¢
sempre inferior a 0,5%o. Na agua dos estuarios varia de 0,5 a 35%o0 (DAY et al.,2000).

Quanto a oscilacdo nos valores da salinidade encontrada em P1, isso ocorreu por se
tratar de um ponto que tem influéncia das marés, chuvas e contato com desembocadura de
1108, pois os estuarios sao corpos de dgua costeiros semi-fechados que t€ém uma ligagdo livre
com o mar e nos quais a dgua deste se dilui, de forma mensuravel com agua doce proveniente
da drenagem terrestre (SCHETTINI, 2002).

O potencial de hidrogénio i6nico (pH) encontrado no decorrer das coletas se mostrou
pouco variavel nos pontos dentro do sistema de cultivo analisados (P3 a P6). No P1, o valor
deste parametro foi um pouco mais elevado (8,05), mas estd dentro da faixa de pH para agua
marinha (6,5 a 8,5) especificada na Resolucao 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente
(BRASIL, 2005).

O pH ndo variou muito nesses pontos (P3 a P5), por pertencerem ao sistema fechado
de tratamento de agua e nem em P6, ponto de cultivo com recirculagdo de agua tratada.
Segundo Lesordo, Masser e Rakocy (1998) nesse tipo de sistema os parametros fisico-
quimicos se mantém estaveis. No caso do pH, as moléculas de didéxido de carbono sdo
controladas na 4gua constantemente pelo sistema, garantindo assim que o pH fique dentro da
faixa ideal de crescimento dos organismos aquaticos que ¢ de 6,0 a 9,0 (BOYD, 1999).

Em pesquisa realizada por Fonseca, Marins e Lacerda (2008), foi observado o valor do
pH 7,99 no estuario do Rio Pacoti, proximo da média encontrada nesta pesquisa.

Os teores médios de oxigénio dissolvido (O.D.) oscilaram entre 5,40 a 6,37 mg/L O,,
ficando dentro dos padrdes da legislagdao vigente para corpos de agua destinados a pesca ou

cultivo de organismos para fins de consumo intensivo (BRASIL, 2005), sendo o minimo
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aceitavel de Smg/L O,. Os valores médios mais elevados foram registrados nos pontos P4 e
PS5, locais providos de maior oxigenacao no sistema.

Os menores valores foram registrados nos pontos de captagcao (P1) e dentro do tanque
de cultivo (P6). Nestes pontos existem um maior aporte de matéria organica € uma maior
quantidade de organismos consumidores de oxigénio. A abundancia de fitoplancton ¢
controlada pela oferta de nutrientes, e as concentragdes de oxigénio dissolvido sdo reguladas
pela presenca de fitoplancton. O uso de ragdes nos cultivos contribui para a polui¢cdo da dgua
ao gerar residuos metabdlicos organicos e inorganicos. Consequentemente, a abundancia de
fitoplancton e outros microrganismos diminuem a taxa de oxigénio dissolvido em fun¢do do
incremento da alimentacdo (HENRY-SILVA, 2001). O descarte de esgoto doméstico nos rios
contribui para a diminui¢do de oxigénio nestes (PIMENTA et al., 2002).

Os valores médios de amodnia no sistema variaram de 0,06 a 0,75mg/L N, sendo os
pontos extremos observados dentro dos tanques de desinfeccdo (P2) e de cultivo (P6),
respectivamente. Nos pontos P4 e P5 os teores se mostraram estdveis em 0,25mg/L N. O
nivel de amodnia dentro do tanque de cultivo (P6) apresentou 0,75mg/L N. Segundo Boyd
(1999), a tolerancia dos organismos aquaticos a amoOnia ¢ de 2mg/L N. Nos padrdes
estabelecidos para corpos de dgua destinados a pesca ou cultivo de organismos para fins de
consumo intensivo da Resolu¢do 357 do Conselho Nacional do Meio Ambiente ndo estdo
inseridos niveis para a amonia (BRASIL, 2005).

Os peixes confinados, normalmente, recebem alimento com altos niveis de proteinas.
Parte dessas proteinas ¢ assimilada pelo animal e convertida. O restante ¢ eliminado, e o
nitrogénio contido nesses residuos pode ser excretado como nitrogénio organico na forma de
fezes ou como amonia, principal forma de excre¢do de nitrogénio dos peixes. O nitrogénio
também pode aumentar nos tanques de cultivo dos peixes em virtude da adi¢do de
fertilizantes, como o sulfato de amoénio, ¢ adubos organicos, como também em razao da
decomposic¢do da ra¢do ndo consumida (BALDISSEROTO, 2002).

A qualidade de 4gua ¢ vital para a piscicultura, portanto ¢ imprescindivel a
manutengdo destes parametros, evitando assim o estresse dos peixes, pois segundo Ono
(1998), em sistemas de confinamento, os peixes nao tém condigdes de buscar, no ambiente,
locais com melhor qualidade de 4gua, agravada pelo adensamento da populagao.

Segundo Boyd (1999), com parametros ideais e estdveis 0s peixes crescem mais
rapido, pois ficam menos estressados e estdo menos propensos a doengas, tendo assim um

cultivo mais saudavel.
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Pardmetros microbiologicos também sdo importantes na manutengdo da qualidade da
agua do cultivo de organismos aquaticos. O monitoramento da presenga de bactérias do grupo
coliforme foi feito no decorrer das coletas nos pontos P1, P2 e P6.

Em P2, ao longo de todas as coletas, os valores estimados foram menores que 1,8
NMP/100mL. Os nimeros mais provaveis de coliformes totais (CT) variaram em P1 de <1,8 a
3,4x 10? e em P6 de <l,8a 2,2)(102 e os termotolerantes (CTt) ocilaram no Ponto 1 de <1,8 a
6,8x10 eem P6 de <1,8 a 2,2);102 (Tabela 2).

Carvalho (2006) analisando a qualidade bacterioldgica da agua, do solo e do camarao,
em quatro fazendas de camardes do Estado do Ceara encontrou valores para o NMP de CT e
CTt/100mL variando de <1,8 a 5 ,4x103.

O maior NMP observado para CT foi em P1, no estuario do Rio Pacoti que recebe
descargas de matéria organica, provindas de esgotos domésticos. Esse fato também pode ser

evidenciado pela média de pH (8,05).

Tabela 2 — Resultados do monitoramento de coliformes totais e termotolerantes na 4gua em um sistema fechado
de cultivo de peixes marinhos.

PONTOS Parametros Meses
(NMP/100mL) 1° P 3° 4° 50 6° 7° 8°
P1 CT <1,8  3.4x10*> 2,0x10 <I,8 <1,8 1,1x10° 4,5x10  1,3x10°
CTt <1,8 68x10 <18 <1,8 <1,8  68x10 4,5x10 6,8x10
P2 CT <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8
CTt <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 <1,8
P6 CT 2,0x10  2,0x10>  <I1,8  6,8x10 22x10*> 2,0x10 4,5x10  1,7x10°
CTt <1,8 <1,8 <1,8 <1,8 22x10* <1,8  4,5x10  2,0x10

CT — Coliformes totais; CTt — Coliformes termotolerantes.

Queiroz (2005), em estudo realizado no Rio Pacoti, afirmou que este rio ndo se
enquadrava nos padrdes estabelecidos pela legislagdo. Esse autor encontrou em seu trabalho
valores de NMP para CTt elevados variando de 5x10° a 15x10°, ficando estes valores acima
dos padrdes permitidos para dguas salinas da Classe 1 destinadas a aqiiicultura pela Resolugao
357 do CONAMA (BRASIL, 2005) como também estavam fora dos pardmetros estabelecidos
pela Resolu¢do 274 do CONAMA (BRASIL, 2000) para aguas destinadas a recreacdo de
contato primario.

Na presente pesquisa em quatro das oito coletas as bactérias coliformes
termotolerantes estiveram presentes no Ponto 1, mas em niveis abaixo do permitido para o

cultivo de organismos marinhos.
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Em P2, os valores de coliformes totais e termotolerantes foram menores que 1,8, limite
minimo de detec¢do para a técnica de Fermentacdo em Tubos Multiplos. Este ponto
corresponde ao tanque de desinfecgdo mostrando que a etapa de cloragdo ¢ eficiente na
remogao das bactérias da agua captadas no ambiente e que alimentam o cultivo.

Numeros mais elevados de coliformes voltaram a aparecer nas amostras do ponto P6 a
partir da quinta a oitava coleta com excecdo da sexta, isso pode esté relacionado a uma falha
na higienizagdo pessoal do colaborador ou na cloragdo do tanque de desinfecgao.

Em todas as coletas foi observada a presenca das bactérias coliformes totais, com
excegdo da terceira coleta porque neste més foi realizada uma limpeza total do tanque de
cultivo. As bactérias coliformes termotolerantes estiveram presentes em 37,5% das amostras
(3/8).

May (2009) pesquisando o tratamento de aguas cinzentas utilizando o cloro para a
desinfec¢do obteve um percentual de 99,8% na eliminagdo dos coliformes termotolerantes, o
que demonstra a efetividade da substancia frente aos microrganismos.

Segundo Vieira e Torres (2004), o grupo coliforme ¢ origindrio tanto do trato
gastrintestinal do homem e de animais de sangue quente, como também de outros ambientes.
Os coliformes termotolerantes sdo compostos por 90% da bactéria Escherichia coli, sendo
esta a Unica espécie cujo habitat primario ¢ o trato gastrintestinal do homem e o de animais
com sangue quente.

A contaminagdo da dgua ¢ a modificacdo de sua qualidade de tal forma a torna-la
inapta aos mais diversos usos como: industria, agricultura, pesca, atividades recreativas e/ou
danosa ao contato do proprio homem, de outros animais domésticos ou selvagens (DERISIO,
1992).

Todos os resultados observados na Tabela 2 ficaram dentro dos valores permitidos
pela Resolugdo 357 do CONAMA de 2005, que estabelece um limite maximo de coliformes
termotolerantes para aguas de cultivo, de 1000/100mL, baseado em pelo menos seis amostras
bimestrais do mesmo ponto por um periodo de doze meses (BRASIL, 2005).

Segundo Shafai et al. (2004), o monitoramento do nivel de coliformes termotolerantes
¢ usado como um indicador da presenca de bactérias patogénicas na dgua. Por isso, a presenca
dessas bactérias em um ambiente de cultivo de pescado destinado a alimentagdo humana ¢
preocupante.

Os resultados das Contagens Padrao em Placas (CPP) das Unidades Formadoras de

Colonias (UFC) das bactérias heterotréficas (BHT), nitrificantes (NIT) e de Vibrio (VIB) nas
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amostras de dgua em um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos encontram-se na

Tabela 3.
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Tabela 3 — Quantificagdo de bactérias heterotroficas totais, bactérias nitrificantes e vibrios em um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos, expressas em Unidades

Formadoras de Coldnias por mililitro de amostra (UFC/mL).

PONTOS Parametros Meses
(UFC/mL) 1° o 3° 4° 50 6° 7° 8°

BHT 4,0x10%st. 5,0 x10est. 1,0 x10°est. 4,5 x107 est. 1,0 x10°est. 1,25 x10%est. 4,65 x10° 3,5 x10° est.

1 NIT 2,47 x10°  1,0x 10%est. 7,1x10° 1,32 x10° 3,35 x10* 4,0x10% est.  5,2xx10° 3,5x10°
VIB <10 1,5 x10% est. <10 <10 <10 <10 <10 <10
BHT <10 <10 <10 <10 2,10 x10° est. 1,0 x10” est. 3,4 x10° 1,0 x10%est.

2 NIT <10 2,5 x10* 1,5 x10%est. 5,0 x10%st. 4,7 x10° 1,0 x10° est. 5,0 x10* <10
VIB <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

3 BHT <10 2,5x10%st. 2,5 x10%est. 2,85 x10* 2,2 x10* 6,35x10° 1,02 x10* 8,0 x107 est.
NIT 1,5 x10%st. 1,29 x10° 2,5 x107est. 1,75 x10* est. 7,95 x10* 5,05 x10* 5,95x10" 1,58 x10°

4 BHT 9,85x10° 1,0 x10%est. 425 x10° 3,05 x10° 9,15 x10° 3,45 x10° 5,4 x10° 4,5 x107 est.
NIT 1,25x10%st 1,6 x10% est. 2,5 x10est. 1,75 x10* est. 5,0x10° 4,0 x10* 5,35 x10* 2,5 x10° est.

5 BHT 1,25x10%st 5,0 x10est. 7,0 x10%est. 1,55 x10°est. 6,95 x10° 1,44 x10* 2,35x10° 6,5 x10%est.
NIT 1,9 x10° 1,6 x10%st. 2,37 x107est. 7,0 x10° est. 5,1 x10* 2,46 x10° 3,65 x10* 1,09x107
BHT 9,5 x10* 5,0x10%est. 4,85 x10* 1,31x10° 1,95 x10°est. 5,3 x10° 2,02 x10* 2,4x10°

6 NIT 2,5 x10%est. 7,8 x10* 1,44 x10° 1,68 x10° 9,4 x10* 7,95 x10* 1,79 x10° 1,85 x10*
VIB 2,37x10* 3,0 x10% est. <10 2,25 x10%est. 5,0 x10° est. 1,75x10%est. 6,3 x10° 1,05 x10° est.

BHT - Bactérias heterotroficas totais; NIT — Bactérias nitrificantes; VIB — Vibrios; est- valores estimados.

39
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Foi observada uma variagdo na contagem padrdo entre as bactérias de <10 a 2,5
x10(est.) UFC/mL em todas as contagens. Os grupos bacterianos de BHT e NIT foram
quantificados em todos os pontos, ja a contagem de vibrios foi feita apenas em P1, P2 e P6.
Os valores das Unidades Formadoras de Colonias de bactérias heterotroficas oscilaram ao
longo dos meses e dos pontos, de <10 a 1,31 x10° (Figura 10). Sousa (2006) avaliando o perfil
da comunidade microbiana de ecossistemas manguezal, receptores de efluentes da atividade
de cultivo de camardes no Estado do Ceard observou em amostras de dgua que a contagem
das BHT ficou em torno de 10* UFC/mL.

A quantificacdo das bactérias heterotrdficas totais fornece informagdes sobre a carga
bacteriana das amostras. Em P2, as BHT apresentaram nimeros dentro do limite de contagem
a partir da quinta coleta. Antes disso, o surgimento de colonias ficou abaixo de 10 UFC/mL.
Como este ponto ¢ referente ao tanque de cloragdo, essa auséncia ja era esperada. A partir da
quinta coleta, as contagens variaram de 10%(est.) a 3,4x10° UFC/mL o que pode ser indicativo
de falhas nessa etapa de desinfecgao.

Em P6, foram verificadas contagens na ordem de 10° UFC/mL. Nesse ponto a
presenca dessas bactérias ¢ favorecida pela concentragdo de matéria organica disponivel
provinda da ragdo e das fezes dos peixes cultivados. Muitas bactérias heterotréficas que
oxidam anaerobiamente a matéria organica, usando NO3; como receptor terminal de elétrons,
funcionam como facultativas desnitrificantes. As bactérias desnitrificantes utilizam
preferencialmente o oxigénio molecular, que compete com o nitrato na fungao de receptor de
elétrons. Desta forma, este processo ocorre na auséncia de oxigénio e na presenca de nitrato,
ou seja, em ambiente anoxico (SOUSA; FORESTI, 1999).

Comparando as contagens de bactérias nitrificantes (NIT) na 4gua desse sistema foi
possivel verificar que essas bactérias alcancaram valores maiores que aqueles registrados para
as BHT ao longo do monitoramento. Este fato pode ser explicado pela especificidade do
meio e a menor competi¢do no cultivo in vitro.

O sistema propicia melhores condigdes para o crescimento das bactérias nitrificantes,
visto que estas realizam seus processos de degradacao dos compostos nitrogenados e crescem
melhor na presenca de oxigénio (MORIARTY et al.,1983).

As contagens de NIT variaram de <10 a 2,5x10’ UFC/mL. Os valores elevados das
bactérias NIT ocorreram em quase todos os pontos com excecao de P2. Mesmo com os pontos

P4 e P5 nao estando em condi¢des otimas devido a falta de aeracdo, j& era esperada uma
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maior concentracdo de bactérias NIT em relagdo as BHT, por se tratarem de etapas de
nitrificacdo do tratamento de dgua, que favorecem a multiplicacdo de bactérias com potencial
de degradagao da amonia, comprovado pelos niveis estaveis de oxigénio dissolvido.

No P6 existe uma grande quantidade de residuos provenientes das ragdes e fezes dos
peixes, favorecendo a presenga de bactérias NIT, pois este ¢ o ponto de cultivo. Em sistemas
de criagdo, o alimento introduzido na dgua ¢ o principal fator que contribui para o aumento da
concentracdo de amodnia, ocorrendo assim a sua degradacao pelas bactérias nitrificantes em
presenca de oxigénio (KUBITZA, 1999).

Os resultados das CPP de Vibrio no P1, P2 e P6 variaram de <10 a 2,37 x10* UFC/mL.
Em P1, apenas na segunda coleta, foi possivel detectar a presenga de vibrios sobre o meio de
cultura seletivo. Este fato pode estar relacionado a alta variacdo de salinidade encontrada nas
aguas do rio Pacoti, que ¢ desfavoravel para essas bactérias. A maioria das espécies de Vibrio
sdo halofilicas, precisando assim de NaCl para sobreviver e crescer (SAMUELSEN et al.,
2006).

No tanque de cultivo (P6) foram observados os maiores valores, que variaram de <10
a 2,37x10* UFC/mL. A estabilidade da salinidade dentro do sistema e a presenca de vibrios
no trato intestinal dos peixes marinhos excretados através das fezes podem ser as
determinantes da colonizagdo do sistema. Segundo Verschuere et al. (2000), fatores fisico-
quimicos influenciam no desenvolvimento microbiano, tais como: salinidade, temperatura e
concentracdo de oxigénio. Esta combinacdo de fatores relaciona e define bem os
microrganismos que vao proliferar num determinado ambiente.

Devido ao fato do ambiente aquatico marinho ser o nicho natural das espécies de
Vibrio, estes microrganismos sdo comumente isolados de peixes e crustaceos. A maioria das
espécies ¢ mesofila, crescendo o ano todo em ambientes tropicais (COLWELL, 2006).

Os vibrios estdo presentes naturalmente na microbiota intestinal dos peixes, mas eles
sdo oportunistas e em eventos de estresse, se tornam uma grande ameaga para a saude dos
peixes (SAMUELSEN et al., 2006).

O monitoramento da presenga e quantificagdo da populacao de vibrios em sistemas
fechados ¢ de extrema importancia para o cultivo uma vez que os principais patdégenos de

organismos marinhos cultivados fazem parte desse género.
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Figura 10 — Logaritmo dos valores de bactérias heterotroficas totais (BHT), bactérias nitrificantes (NIT) e vibrios
(VIB) da agua do sistema fechado de cultivo de peixes marinhos, expressas em unidades formadoras
de coldnias por mililitro de amostra (UFC/mL).
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Das 51 estirpes bacterianas pertencentes ao grupo das bactérias heterotroficas totais
isoladas dos meios solidos de cultivo foram identificadas 40 cepas distribuidas em 13 géneros
distintos: Aeromonas, Alcaligenes, Arthrobacter, Bordetella, Corynebacterium, Enterococcus,
Leuconostoc, Listeria, Moraxella, Photobacterium, Planococcus, Staphylococcus e Vibrio

(Tabela 4).

Tabela 4 - Identificacdo de estirpes bacterianas pertencentes ao grupo das heterotroficas totais isoladas sobre
meio agar PCA inoculado com amostras de agua de um sistema fechado de cultivo de peixes
marinhos.

Identificacao Numero de isolados

Aeromonas cavie
Aeromonas hydrophyla
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
Aeromonas sobria
Alcaligenes spp
Arthrobacter spp
Bordetella spp
Corynebacterium spp
Enterococcus faecalis
Enterococcus spp
Leuconostoc spp

Listeria monocytogenes
Moraxella spp
Photobacterium augustum
Planococcus spp
Staphylococcus spp

Vibrio coralliilyticus

V. mediterranei

V. mimicus

V. nereis

Total de isolados

Total de isolados identificados

N N W RN~ W——— = R — — B —

N
[e)

Rittmann e Langeland (1986) apresentaram os seguintes géneros de bactérias
heterotréficas isoladas de aguas residudarias: Pseudomonas, Achromobacter, Alcaligenes,
Bacillus, Micrococcus, Proteus, Hiphomicrobium, Chromobacterium, Halobacterium,
Moraxella, Neisseria, Paracoccus, Azospirillum, Rhodopseudomonas, Thiobacillus, Vibrio,
Xanthomonas e Klebsiella.

Na presente pesquisa também foram isolados os gé€neros: Alcaligenes, Moraxella e

Vibrio. Michaud et al. (2006) em seu trabalho de caracterizagao filogenética das comunidades
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de bactérias heterotroficas em um sistema aquicola marinho com recirculacdo de agua,
encontraram também os géneros: Vibrio e Enterococcus.

As espécies Aeromonas cavie € Aeromonas salmonicida subsp salmonicida foram as
que apresentaram maior percentual de isolamento nas amostras, 17,5% e 12,5%,
respectivamente (Figura 11).

A espécie 4. cavie € patogénica de peixes causando grande mortalidade em varias
espécies. Esse patdogeno emergente produz fatores de viruléncia tais como citotoxinas,
enterotoxinas e hemolises sobre humanos e animais aquaticos (TROWER et al., 2000).

A. salmonicida subsp. salmonicida causa furunculoses e severas septicemias
resultando em morte, especialmente em peixes de dguas frias. Causam também doengas
caracterizadas por ulceragdes na pele, onde esta patologia externa pode levar a uma
subsequente septicemia, podendo ocasionar a morte (HUMPHREY; ASHBURNER, 1993).

Outras espécies isoladas foram: Aeromonas hydrophyla (2,5%), Aeromonas sobria
(2,5%), Alcaligenes spp (2,5%), Bordetella spp (2,5%), Corynebacterium spp (2,5%),
Enterococcus  faecalis (2,5%), Enterococcus spp (2,5%), Moraxella spp (2,5%),
Staphylococcus spp (2,5%), Vibrio nereis (2,5%), V. mimicus (5%), V. mediterranei (5%),
Planococcus spp (5%), Photobacterium augustum (5%), Listeria monocytogenes (5%),
Arthrobacter spp (5%), V. coralliilyticus (7,5%), Leuconostoc spp (7,5%) (Figura 11).

Destas, as espécies do género Vibrio foram as mais isoladas, somando 20% dos
isolados identificados. Apesar do Agar PCA nio ser seletivo, a maioria das espécies de Vibrio
¢ de bactérias heterotroficas dominantes no ambiente marinho, amplamente distribuidas em
todo o mundo. Os vibrios colonizam a superficie e o trato intestinal dos organismos marinhos

(COLWELL; GRIMES, 1984).
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Aeromonas hydrophyla
Aeromonas sobria
Alcaligenes spp.
Bordetella spp
Corynebacterium spp.
Enterococcus faecalis
Enterococcus spp
Moraxella spp.
Staphylococcus spp.

V. nereis

V. mimicus

V. mediterranei
Planococcus spp
Photobacterium augustum
Listeria monocytogenes
Arthrobacter spp

V. coralliilyticus
Leuconostoc spp
Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida
Aeromonas cavie

Percentual

Figura 11 — Percentual de espécies de bactérias heterotroficas totais identificadas das amostras de 4gua do
sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

A partir do meio seletivo para bactérias com capacidade para a nitrificagdo, foram
isoladas 53 estirpes sendo 41 delas identificadas. Os isolados se distribuiram em 8 géneros
distintos (Tabela 5) sendo eles: Achromobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Brevibacterium,

Flavobacterium, Paracoccus, Proteus € Vibrio.
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Tabela 5 — Identificagdo de estirpes bacterianas pertencentes ao grupo das nitrificantes isoladas de amostras de
agua de um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

Identificaciao Numero de isolados
Achromobacter xylosoxidans 2
Alcaligenes spp 7
Arthrobacter spp 10
Brevibacterium spp 2
Flavobacterium spp 3
Paracoccus spp 8
Proteus spp 1
Vibrio spp 8
Total de isolados 53
Total de isolados identificados 41

O processo de nitrificagdo € realizado por varias espécies de bactérias. Este processo
pode ser autotrofico ou heterotrofico. Sendo os dois géneros mais importantes no autotréfico:
Nitrosomonas, responsavel pela reducao da amonia a nitrito e Nitrobacter, que reduz o nitrito
a nitrato, utilizam o gés carbonico como fonte de carbono (BROCK; MADIGAN, 1991).

A nitrificacdo heterotrofica € realizada por bactérias como, por exemplo: Thiosphaera
pantotropha, Arthrobacter, Alcaligenes e Paracoccus (BITTON, 1994; MATSUZAKA et al.,
2003). Os géneros Arthrobacter (24,4%), Paracoccus (19,5%), Vibrio (19,5%) e Alcaligenes
(17,1%), foram os que tiveram o maior destaque entre os isolados. Hovanec e Delong (1996)
pesquisando sobre bactérias nitrificantes associadas a agua doce e marinha isolaram estirpes
das espécies: Alcaligenes eutrophus, A. faecalis e Paracoccus denitrificans. No presente
trabalho estes dois géneros também foram isolados.

O género Arthrobacter € constituido por bactérias heterotroficas nitrificantes que usam
o carbono como fonte de energia extraido da matéria organica. Membros desse género
compdem um grupo predominante de microrganismos encontrados nos solos do mundo todo,
tendo sido isoladas de cavernas subterraneas, de geleiras, em solos da Antartica, de
sedimentos da costa do Atlantico e dos sedimentos de vulcdes. Essas bactérias utilizam uma
grande variedade de compostos organicos, incluindo hidrocarbonetos aromaticos. Acredita-se
que estes microrganismos tém uma contribuicdo muito grande na degradacdo da matéria
organica em todo o mundo, mas sdo poucos os estudos sobre o género Arthrobacter
relacionada ao meio ambiente, existindo mais estudos clinicos (SIEBERT; HIRSCH, 1988;

HALDEMAN et al., 1993; EKENDAHL ef al., 1994; BALKWILL; BOONE, 1997).
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O género Alcaligenes foi descoberto em 1919. E formado por bacilos Gram-negativos
finos, méveis por meio de flagelos peritriquios. Todas as espécies sdo tipicamente oxidase (+)
e catalase (+), crescendo bem em agar Mac Conkey. Com excecdo de 4. xylosoxidans, todas
as outras espécies sao assacaroliticas. Essas bactérias tém a capacidade de degradar
compostos aromadticos e fenol para obter energia. S3o isoladas de varios locais, incluindo
solos e ambientes aquaticos, onde uma espécie a A. denitrificans tem sido conhecida como
inibidora do crescimento de certos tipos de algas. Esta espécie € aerobia, ndo fermentadora de
glicose. Possuem motilidade, degradam a xilose e compostos nitrogenados. Sao isoladas de
varios ambientes ¢ fontes de dguas residuais (GLUPCZYNSKI et al., 1988; MENEZES;
NEUFELD, 2006; ESSAM et al., 2010).

A espécie A. faecalis ¢ a mais comumente isolada, ¢ tipicamente encontrada no solo e
em aguas contaminadas de diversos ambientes. Produz fortes reagdes alcalinas em meio OF e
reduz nitritos a nitrogénio gasoso, podendo crescer em caldo contendo 6,5% de NaCl. Esta
subdividida em A. faecalis subsp. faecalis e A. faecalis subsp. Parafaecalis (SCHROLL et al.,
2001). Recentemente, outra nova subespécie a A. faecalis subsp. Phenolicus foi isolada de
aguas cinzentas de um bioprocessador (REHFUSS; URBAN, 2005).

Outros géneros encontrados foram: Flavobacterium (7,3%), Achromobacter (4,9%),
Brevibacterium (4,9%) e Proteus (2,44%) (Figura 12).

Tem-se dado uma aten¢@o especial para a nitrificagdo heterotrdfica e a desnitrificacdo
aerébia, por causa da sua contribui¢do para o ciclo do nitrogénio no ambiente e a
possibilidade de sua aplicagdao no tratamento de aguas residuarias (MATSUZAKA et al,
2003).
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Figura 12 — Percentual de espécies de bactérias nitrificantes identificadas de amostras da dgua do
sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

Das coldnias crescidas em TCBS foram isoladas e identificadas espécies da familia
Vibrionaceae. Dos 28 isolados, foram identificados 20 e somente uma ndo pertencia ao
género Vibrio. Os isolados se distribuiram em 9 espécies de Vibrio e uma de Photobacterium

(Tabela 6).

Tabela 6 — Identificagdo de estirpes bacterianas da familia Vibrionaceae isoladas sobre meio seletivo para
vibrios (dgar TCBS) inoculado com amostras de d4gua de um sistema fechado de cultivo de peixes

marinhos.

Identificacao Numero de isolados
Photobacterium leiognathi 1
V. alginolyticus 1
V. calviensis 1
V. corallilyticus 9
V. mediterranei 1
V. metschnikovii 2
V. mimicus 1
V. orientalis 2
V. vulnificus B; 1
V. vulnificus B; 1
Total de isolados 28
Total de isolados identificados 20
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A espécie com maior percentual de isolamento foi V. coralliilyticus (45%). Essa
espécie de Vibrio foi isolada primeiramente de corais doentes da espécie Pollicopora
damicornis no Oceano Indico por Ben-Haim et al. (2003). A partir de entdo, ele ja foi isolado
em diversos tipos de ambientes (MUNN; MARCHANT; MOODY, 2008; ROCHA, 2008;
CARVALHO, 2009), porém até o momento sua presenca ndo foi relacionada a evento de
doencga em organismos aquaticos cultivados.

V. coralliilyticus se adere aos recifes de corais, sendo patogénicos e sua viruléncia
aumenta proporcionalmente com o aumento da temperatura (MUNN; MARCHANT;
MOODY, 2008).

Outras espécies identificadas foram: V. orientalis (10%), V. metschnikovii (10%), V.
mediterranei (5%), V. vulnificus B (5%), V. vulnificus B3 (5%), V. alginolyticus (5%), V.
mimicus (5%) e V. calviensis (5%) (Figura 13).

V. alginolyticus e o V. metschnikovii sdo patogé€nicos para os organismos marinhos e
para os seres humanos. Causam infeccdes nos ferimentos expostos em aguas marinhas
contaminadas, podendo ocasionar septicemia ou até a morte (OZER et al., 2008).

Menezes (2005) em sua pesquisa sobre a diversidade de Vibrio spp. em estuarios no
Estado do Ceara associada a atividade de carcinicultura, isolou V. mimicus, V. metschnikovii,
V. alginolyticus e V. vulnificus, encontrados também no presente estudo. As estirpes das
espécies de Vibrio: V. coralliilyticus, V. alginolyticus, V. mediterranei, V. mimicus, V.
vulnificus e V. orientalis também foram identificadas em uma pesquisa realizada por
Carvalho (2009) sobre a quantificagdo e identificagdo de Vibrio spp. na hemolinfa de
camardes cultivados em fazendas no Estado do Ceara.

A espécie de Vibrio vulnificus é subdividida em trés bidtipos com bases diferenciadas
em relagcdo as propriedades bioquimicas. O biotipo 1 (BT1) e o 3 (BT3) sdao considerados
patogénicos para os seres humanos e o biotipo 2 € patogénico para os organismos aquaticos,
apesar de ja terem sido relatados diversos casos no mundo todo de infec¢des humanas
provenientes do biotipo 2 (BISHARAT et al., 2007). Neste trabalho foram identificados os
biotipos 2 e 3. Canigral et al. (2009) identificaram espécies de V. vulnificus em frutos do mar,
em agua marinha e em efluentes das areas da costa do Mediterraneo.

O género Photobacterium pertence a familia Vibrionaceae, sdo gram-negativas,
anaerobicas facultativas, encontrada comumente em ambientes marinhos e na superficie

intestinal dos organismos marinhos. Vivem em simbiose com estes organismos, sao



REBOUCAS, R. A. Monitoramento da microbiota bacteriana da 4gua em um sistema... 50

bioluminescentes e muitas espécies tém a habilidade de emitir luz como Photobacterium
leiognathi e P. phosphoreum (MADIGAN; MARTINKO, 2006).

O primeiro isolamento da P. leiognathi foi feito por Boisvert, Chatelan e Bassot
(1967) em peixe luminescente (Leiognathus equula). Essa bactéria também ja foi relacionada
como patégeno de peixes nas pisciculturas do Japdo. Altas taxas de mortalidade foram
observadas em populagdes de peixes de Morone americanus e Morone saxatilis nos Estados

Unidos (FOUZ et al., 1998).

Photobacterium leiognathi
Vibrio vulnificus B3

Vibrio vulnificus B2

m
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Figura 13 — Percentual de isolamento de bactérias pertencentes a familia Vibrionaceae das
amostras de 4gua dentro do sistema de cultivo de peixes marinhos.

O cultivo de organismos aquaticos intensivo, sem manejo adequado cria condi¢des que
favorecem ao aparecimento e o desenvolvimento de patdégenos. Como profilaxia os
aquicultores tém utilizado produtos quimicos de forma indiscriminada. Devido a agua
utilizada no cultivo de uma forma geral provir de cursos de 4gua e serem devolvidas apds seu
uso, estes produtos podem ser transportados e causar impactos diversos em outros ambientes

(MAXIMIANO et al., 2005).
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Assim, ¢ importante estabelecer o comportamento de bactérias potencialmente
patogénicas frente a drogas antimicrobianas, de modo a se produzir bases para as tomadas de
decisdes durante os possiveis eventos de doencas que venham a acometer os organismos
cultivados.

Dos isolados de TCBS testados frente a 13 antimicrobianos pertencentes a nove classes
diferentes, foram obtidos os resultados apresentados na Tabela 7. Todos foram sensiveis ao
sulfazotrim, ao cloranfenicol, a estreptomicina, oxitetraciclina e a nitrofurantoina. Li et al.
(1999) obtiveram o mesmo resultado com a estreptomicina em Vibrio isolados do cultivo de
Sea Brem (Sparus sarba) em Hong Kong. Nas espécies de Vibrio spp isoladas de robalos
(Dicentrarchus labrax) por Saavedra et al. (2004) todas apresentaram resisténcia a

estreptomicina, um antimicrobiano pertecente a classe dos aminoglicosideos.
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Tabela 7 — Padrio de comportamento frente a antimicrobianos em bactérias da familia Vibrionaceae isoladas em

amostras de agua de um sistema fechado de cultivo de peixes marinhos.

Codigo Identificacio Perfil
Cepas Sensivel | Intermedidrio | Resistente

Vo1 Photobacterium leiognathi | AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vo2 V. alginolyticus NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET, AMP
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vo3 V. calviensis AMP, NIT, EST, GEN, CFL, TET, CLO, CTX, NAL
FLF, CIP, SUT, OXI.

Vo4 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, TET, CLO, CTX, NAL
FLF, CIP, SUT, OXI.

Vo5 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, CTX, TET, CLO, FLF, GEN, CFL
NAL, CIP, SUT, OXI.

V06 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vo7 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vo8 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, TET, CLO, CTX, NAL
FLF, CIP, SUT, OXI.

V09 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

V10 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, TET, CLO, CIP CTX, NAL
FLF, SUT, OXI.

Vi1 V. corallilyticus NIT, EST, GEN, CFL, CTX TET, CLO, CIP AMP, NAL
FLF, SUT, OXI.

V12 V. corallilyticus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vi3 V. mediterranei AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Vi4 V. metschnikovii NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET, CLO, AMP, NAL
FLF, CIP, SUT, OXI.

Vis V. metschnikovii AMP, NIT, EST, GEN, CFL, TET, CLO, CTX, NAL
FLF, CIP, SUT, OXI.

V16 V. mimicus AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET,
CLO, FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

V17 V. orientalis AMP, NIT, EST, GEN, CFL, CLO, CIP CTX, TET,
SUT, OXI. FLF, NAL

V18 V. orientalis NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET, CLO, AMP
FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

V19 V. vulnificus B, NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET, CLO, AMP
FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

V20 V. vulnificus B; NIT, EST, GEN, CFL, CTX, TET, CLO, AMP

FLF, NAL, CIP, SUT, OXI.

Legenda: Ampicilina (AMP) (10pg), nitrofurantoina (NIT) (300png), estreptomicina (EST) (10ug), gentamicina (GEN) (10pg), cefalotina

(CFL) (30pg), cefotaxima (CTX) (30pg), tetraciclina (TET) (30pg), cloranfenicol (CLO) (30pg), florfenicol (FLF) (30mg), acido
nalidixico (NAL) (30pg), ciprofloxacino (CIP) (5ug), sulfazotrim (SUT) (25mg).

Entre a microbiota de vibrios da 4gua, no sistema de cultivo, foram encontrados 40%

das estirpes resistentes ao acido nalidixico, 30% a cefotaxima e a ampicilina, 5% ao florfenicol,

tetraciclina, cefalotina e gentamicina. Observou-se assim, resisténcia das cepas as classes dos
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antimicrobianos: Quinolona, Cefalosporina, Aminopenicilina, Cloranfenicol, Tetraciclina e
Aminoglicosideos, foram 15% intermediario a ciprofloxacina (Figura 14). A cepa de V.
alginolyticus foi resistente a ampicilina e sensivel ao restante dos antimicrobianos testados.
Ozer et al. (2008) obtiveram o mesmo resultado de resisténcia com essa espécie isolada de
cavalos marinhos, sendo sensivel, também, ao acido nalidixico, a tetraciclina, a cefotaxima e ao
cloranfenicol. Ottaviani et al.(2001) analisando frutos do mar, encontraram 50% das estirpes de
V. alginolyticus resistentes a penicilina, carbenicilina e ampicilina, sendo todos esses
antimicrobianos pertecentes a classe das Aminopenicilinas.

Nao existem relatos de pesquisas sobre antibiograma realizadas com o V. coralliilyticus
(GEFFEN; ROSENBERG, 2005). Na presente pesquisa o total de isolados desta espécie (09),
foram sensiveis a estreptomicina, a tetraciclina, a nitrofurantoina, a oxitetraciclina, ao
florfenicol, ao cloranfenicol e ao sulfazotrim, sendo resistentes 44,45% ao acido nalidixico,
33,35% a cefotaxima e 11,12% a ampicilina, a gentamicina e a cefalotina.

V. mimicus foi sensivel a todos os antimicrobianos utilizados neste trabalho. Na
pesquisa realizada por Adeleye et al. (2008), sobre a susceptibilidade dos vibrios halofilicos
potencialmente patogénicos isolados de alimentos marinhos o V. mimicus foi sensivel também
ao ciprofloxacino, porém resistente a nitrofurantoina e ao cloranfenicol.

Os dois isolados da espécie V. metschnikovii foram resistentes ao acido nalidixico.
Uma delas (V14) foi resistente a ampicilina e a outra V15 a cefotaxima. Foram sensiveis aos
demais antibioticos. Blanch et al. (2008) observaram resisténcia ao antimicrobianos da classe
Quinolona entre estirpes de vibrio desta espécie isoladas de peixes marinhos.

A espécie V. vulnificus foi resistente somente a ampicilina, sendo sensivel aos demais
antimicrobianos. Nascimento et al. (2001) obtiveram o mesmo resultado de resisténcias com
essa espécie isolada de camardes cultivados, quando também foi sensivel a nitrofurantoina, ao
ciprofloxacino, a gentamicina e ao cloranenicol. Yanling et al. (2006) observaram a
resisténcia dessa mesma espécie em relagdo a antimicrobianos da classe Aminopenicilina em
estirpes isoladas das amostras de 4guas marinhas em Hong Kong.

Photobacterium leiognathi foi sensivel a todos os antibidticos utilizados nesta
pesquisa.

O uso prolongado de determinado antimicrobiano pode levar ao surgimento de cepas

resistentes em organismos cultivados, podendo também aumentar a resisténcia em estirpes do
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ambiente, sendo assim refletido o padrdo de resisténcia antimicrobiana pelo uso freqiiente

desses medicamentos (TENDENCIA; PENA, 2002).
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Legenda: Ampicilina (AMP) (10pg), nitrofurantoina (NIT) (300ug), estreptomicina (EST) (10pg),
gentamicina (GEN) (10pg), cefalotina (CFL) (30pg), cefotaxima (CTX) (30ug), tetraciclina
(TET) (30pg), cloranfenicol (CLO) (30pg), florfenicol (FLF) (30mg), acido nalidixico (NAL)
(30ung), ciprofloxacino (CIP) (5pg), sulfazotrim (SUT) (25mg).

Figura 14 — Perfil de sensibilidade/resisténcia das cepas da familia Vibrionaceae isoladas de
amostras de aguas do sistema de cultivo de peixes marinhos.

A importancia do estudo sobre a resisténcia a antimicrobianos refere-se ao fator de
risco, constituido no agravamento de uma patologia infecciosa. A abordagem da resisténcia
aos antimicrobianos constitui um dos parametros, para definir o grau de importancia de uma
linhagem bacteriana associada a uma patologia (VON BAUM; MARRE, 2005).

Na Tabela 8 sd@o mostrados os resultados relacionados as estirpes isoladas de Vibrio
que apresentaram perfil de multipla resisténcia. O perfil mais freqiiente entre os isolados foi a

resisténcia a CTX-NAL (44,5%) (4/9).
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Tabela 8 — Perfil de multi-resisténcia dos isolados bacterianos das amostras de agua de um sistema
fechado de cultivo de peixes marinhos.

Cédigo Cepas Identificacio Perfil de resisténcia

Vo3 Vibrio calviensis CTX, NAL

V04 Vibrio coralliilyticus CTX, NAL

V05 Vibrio coralliilyticus GEN, CFL

V08 Vibrio coralliilyticus CTX, NAL

V10 Vibrio coralliilyticus CTX, NAL, CIP

Vi1 Vibrio coralliilyticus AMP, NAL, CIP

Vi4 Vibrio metschnikovii AMP, NAL

V15 Vibrio metschnikovii CTX, NAL

V17 Vibrio orientalis CTX, TET, FLF, NAL, CIP

Legenda: Ampicilina (AMP) (10pg), gentamicina (GEN) (10png), cefalotina (CFL) (30pg), cefotaxima (CTX) (30ug),
tetraciclina (TET) (30png), florfenicol (FLF) (30mg), acido nalidixico (NAL) (30pg), ciprofloxacino (CIP)
(5pg).

Do total de estirpes isoladas, nove (45%) (9/20) se mostraram com um perfil de
resisténcia multipla a sete classes diferentes de antimicrobianos (Aminopenicilina,
Aminoglicosideo, Cefalosporina, Tetraciclina, Cloranfenicol, Fluorquinolona e Quinolona),
onde 88,89% (8/9) das cepas foram resistentes a 3 classes e 11,11% (1/9) resistentes a 4
classes. Neste estudo foram observados seis perfis de multi-resisténcia, sendo estes: CTX-
NAL, GEN-CFL, CTX-NAL-CIP, AMP-NAL-CIP, AMP-NAL, CTX-TET-FLF-NAL-CIP.
Ottaviani ef a/.(2001) também encontram resisténcia multipla as classes: Aminopenicilina,
Cefalosporina, Tetraciclina e Quinolona em estirpes de Vibrio isoladas de frutos do mar.

As estirpes da espécie Vibrio coralliilyticus apresentaram a maior freqiiéncia de multi-
resisténcia entre os isolados, sendo resistente a seis antimicrobianos das classes:
Cefalosporina, Quinolonas, Aminoglicosideos ¢ Aminopenicilina. A incidéncia de multipla
resisténcia foi observada por Sarter et al. (2007) ao pesquisar o perfil de resisténcia em
isolados de 3 fazendas de cultivo de catfish no Vietnd, encontrando estirpes de Vibrio com
resisténcia multipla a AMP-OTC-SXT-NAL e AMP-NIT-OTC.

Em estudos realizados por Costa (2006) sobre o perfil de resisténcia de 39 estirpes de
Vibrio isoladas de amostras de dgua do cultivo de organismos aquaticos, foi observada a
resisténcia multipla em 15,38% das cepas, sendo 5 resistentes a dois antimicrobianos e 1

resistente a trés antimicrobianos.
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Estudos sobre a ocorréncia de resisténcia multipla aos antimicrobianos em estirpes
isoladas do género Vibrio tem uma importancia vital para diversificar os conhecimentos
cientificos em relagdo a resisténcia bacteriana, o uso de drogas e seus efeitos sobre a terapia
em organismos aquaticos, bem como em doencas humanas (MANJUSHA et al.,2005).

As bactérias estdo expostas a uma ampla gama de alteragdes fisico-quimicas
envolvendo temperatura, pH, concentragdo de oxigénio, disponibilidade de nutrientes,
compostos toxicos, etc. Cada grupo bacteriano, entretanto tem as suas condigdes ideais que
lhe proporcionam um melhor crescimento e permitem a maxima sobrevivéncia. Alteracdes
nessas condi¢des requerem adaptacdo imediata com o intuito de assegurar a sobrevivéncia da
populacdo. Para se adaptar, a bactéria produz um componente estrutural ou funcional que lhe
garante a sobrevivéncia em diferentes condi¢cdes ambientais. O desenvolvimento de novos
componentes requer a expressao de genes que antes nao estavam sendo transcritos, pois até o
momento estes componentes ndo estavam sendo necessarios a sobrevivéncia celular. Sendo
assim, as caracteristicas fenotipicas de uma bactéria sdo determinadas pelo seu genotipo e por
certas condi¢des ambientais (OLIVEIRA, 2005).

Na Tabela 9 observa-se a representacdo dos resultados obtidos pelo processo de cura
plasmidial dos isolados bacterianos com fendtipo de multi-resisténcia. Pode-se verificar que
antes do processo de “cura de plasmidio” a resisténcia a CTX-NAL e AMP foram os perfis
mais comuns, com percentuais de 33,33% entre as cepas. Apds o processo de “cura” foi
observado que a resisténcia a AMP foi perdida em todas as cepas e a resisténcia ao CTX foi
perdida somente na estirpe da espécie V. metschnikovii (16,67%), para o NAL a resisténcia
continuou em 42,87% das estirpes. Isto sugere que a caracteristica fenotipica estava
relacionada a presenca de plasmidio em todos os isolados em relagdo ao antimicrobiano AMP,
podendo a resisténcia de 83,33% e 57,13% das estirpes isoladas esta relacionada a

caracteristica cromossomica em relagdo aos antimicrobianos CTX e NAL, respectivamente.
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Tabela 9 — Comportamento dos isolados bacterianos das amostras de agua de um sistema fechado de cultivo de
peixes marinhos com perfil de resisténcia submetidos a técnica de cura de plasmidio.

Codigo Identificacao Perfil de resisténcia
Cepas Antes da “cura” Apos a “cura”
Vo2 V. alginolyticus AMP
vo3 V. calviensis CTX, NAL CTX
V04 V. corallilyticus CTX, NAL CTX
Vo5 V. corallilyticus GEN, CFL
V08 V. corallilyticus CTX, NAL CTX, NAL
V10 V. corallilyticus CTX, NAL, CIP CTX, NAL
Vi1l V. corallilyticus AMP, NAL, CIP NAL
\2 K V. metschnikovii CTX, NAL
V17 V. orientalis CTX, NAL, TET, FLF CTX
V18 V. orientalis AMP
V19 V. vulnificus B, AMP
V20 V. vulnificus Bj; AMP

Legenda: Ampicilina (AMP) (10pg), gentamicina (GEN) (10ung), cefalotina (CFL) (30pg), cefotaxima (CTX) (30ug), tetraciclina
(TET)(30pg), florfenicol (FLF) (30mg), acido nalidixico (NAL) (30ug), ciprofloxacino (CIP) (5pug).

A resisténcia aos antimicrobianos CTX, NAL foi o padrdo mais comum entre as cepas
multi-resistentes. Apds o procedimento de “cura” pode-se observar que a resisténcia de V.
metschnikovii a CTX e NAL estava relacionada a presenga de plasmidio enquanto que a das
cepas de V. corallilyticus (V08 e V10) aos mesmos antimicrobianos se mostrou como uma
caracteristica cromossomica. Manjusha et al. (2005) observaram a resisténcia de Vibrio spp
isolados de amostras de 4gua marinha coletadas das fazendas de carcinicultura na India a
ampicilina, gentamicina, acido nalidixico e a tetraciclina.

Uma cepa de V. orientalis (V17) foi resistente a quatro dos treze antimicrobianos
testados, entretanto, depois da “cura” essa resisténcia somente permaneceu para o CTX,
podendo ser a resisténcia aos outros antimicrobianos uma caracteristica plasmidial. Radus et
al.(2000) nao observaram em vibrios resisténcia a antimicrobianos relacionados a plasmidios.
Semelhante as conclusdes de Jun ef al (2003), que relacionaram pouca resisténcia a
antimicrobianos versus plasmidio entre 51 estirpes da espécie Vibrio isoladas de frutos do
mar cultivados em Hong Kong. Estudando o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de
Vibrio isolados da agua de viveiros e de camardes cultivados em fazenda no Estado do Ceara,
Reboucas (2008) encontrou 54,54% dos seus isolados com resisténcia relacionada a

caracteristica cromossdmica.
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Foi observado nesta pesquisa que a resisténcia das cepas aos antimicrobianos das
classes: Aminopenicilina, Aminoglicosideos, Fluorquinolona, Tetraciclina e Cloranfenicol;
podem estar relacionada a caracteristica plasmidial.

Os genes existentes nos plasmidios apenas conferem vantagens adaptativas para as
bactérias, ndo sendo vitais para a sua sobrevivéncia. A classificacdo dos plasmidios pode ser
de acordo com o seu carater fenotipico que asseguram a bactéria ou possibilitam o poder de
transferéncia de uma célula bacteriana a outra. Diversos plasmidios e transposons carream
multiplos genes de resisténcia, que confere resisténcia a diferentes antimicrobianos, e a
selecdo de qualquer determinante pode conservar a resisténcia e a integridade do plasmidio
(LIVERMORE, 2003).

No sistema aquatico, os fatores ambientais desempenham um papel importante na
distribuicao das bactérias, entretanto, nos ambientes de cultivo de organismos aquaticos, esses
fatores sdo controlados e essa influéncia ¢ minimizada. A variagdo na composicao e densidade
da microbiota e dos parametros abidticos contribuem para produzir um sistema mais estavel.
Sendo assim, os parametros bacteriologicos da agua em um sistema fechado de cultivo sdo
fundamentais para assegurar a satide dos animais evitando impactos negativos no cultivo e
dos seus efluentes sobre o ambiente. E importante a detec¢do e avaliagio de grupos
bacterianos com potencial benéfico para o ambiente, bem como daqueles com potencial
patogénico para os animais dentro deste sistema permitindo um gerenciamento adequado que

garanta a qualidade da 4gua e, por conseqiiéncia, do pescado cultivado.
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6 — CONCLUSOES

» Os parametros fisico-quimicos no sistema fechado de cultivo com tratamento de agua
se mantiveram dentro dos padrdes estabelecidos pela Resolucao 357 do CONAMA

para os corpos de dgua destinados a pesca ou cultivo de organismos aquaticos;

» O sistema fechado de tratamento da agua do cultivo se mostrou eficiente no que diz
respeito a manutencao da qualidade bacteriologica da agua, sendo a etapa de cloragao
suficiente para a redu¢do significativa do numero de bactérias indicadoras de
contaminagdo fecal presentes nas dguas do rio de captagcdo. Sendo assim, os niveis de
coliformes encontrados permaneceram dentro dos padrdes permitidos pela legislagao
brasileira para os corpos de agua destinados a pesca ou cultivo de organismos

aquaticos;

» O ntmero e diversidade de espécies bacterianas heterotroficas nitrificantes
encontradas dentro do sistema de cultivo foi um bom indicativo da estabilidade da

qualidade da 4gua;

» Foi possivel verificar a presenca de cepas de Vibrio com resisténcia a multiplos
antimicrobianos dentro do sistema fechado de cultivo de peixes marinhos. O perfil de
resisténcia deve estar relacionado a microbiota da dgua do cultivo, visto que ndo sdo
utilizados antimicrobianos nessa piscicultura. Também foi possivel verificar, que na

maioria dos casos, essa caracteristica esteve relacionada a presenca de plasmidio;
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7 — CONSIDERACAO FINAL

O cultivo de peixes marinhos em sistemas fechados de tratamento de agua no Brasil
ainda esta em etapa experimental, por isso estudos sobre a diversidade da microbiota com
particular atenc@o as populacdes de Vibrio nestes ambientes sdo de extrema importancia para
o prognostico de doencas bacterianas. Pesquisas sobre os grupos funcionais, como bactérias
nitrificantes, entre a populacdo de bactérias heterotroficas dentro do sistema de cultivo de
organismos marinhos sdo importantes para o estabelecimento de parametros bioldgicos que

possam auxiliar no gerenciamento do cultivo garantindo a sustentabilidade da atividade.
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