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RESUMO

No Brasil, estima-se que a producao anual de tilapias supere 100 mil toneladas,
principalmente devido ao potencial produtivo da regido Nordeste que em 2004 respondeu
por 41 % da producdo total de 70.000 toneladas, gerando renda de US$ 200.000.000,00,
decorrente de suas condi¢des climaticas, disponibilidade de tecnologia e mercado de
consumo, regional e nacional em expansdo. A intensificacdo de cultivos tem como
conseqiiéncia o aumento de matéria organica, que favorece a multiplicacdo de
microrganismos, possibilitando o surto de doengas na ocorréncia de situagdes adversas aos
peixes. Tilapias (Oerochromis niloticus) de cultivos do estado de Pernambuco foram
avaliadas com objetivo de determinar a freqiiéncia de doencas bacterianas. Para tanto,
analisaram-se amostras de diversas fazendas, nos diversos aspectos, com relevancia para os
agentes bacterianos. As tildpias foram examinadas quanto a presenga de estreptococos,
vibrios, coliformes, pseudomonas e aeromonas. Foram realizados exames clinicos e
necropsias, para analise microscopica das lesdes e melhor definicdo do provavel agente
etiologico. As analises foram realizadas no Laboratdrio de Sanidade de Animais Aquaticos
(LASAq) da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) e no Centro de
Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologia em Aqiiicultura da Universidade Estadual da
Bahia (UNEB). Os principais agentes patologicos foram vibrios € aeromonas, que sao
patdgenos oportunistas responsaveis por perdas significantes, sendo identificadas as
seguintes espécies em 46 isolados: Vibrio natriegens (1/46), V. metschnikovii (2/46), V.
halioticoli (1/46), V. fischeri (2/46), V. mimicus (23/46), V. diabolicus (1/46), V. furnissi
(1/46), V. cholerae OI (1/46), V. scophthalmi (4/46), V. proteolyticus (3/46), V.
argarivorans (1/46), V. ordalii (2/46) e Vibrio spp.(3/46). Os vibrios isolados apresentaram
maior sensibilidade aos antimicrobianos enrofloxacina (100%) e florfenicol (98,18%) e em
ordem decrescente, gentamicina (90,91%), cotrimoxazol (sulfametoxazol+trimetroprima)
(76,36%), tetraciclina (67,27%), eritromicina (30,91%) e amoxilina (3,64%). Os isolados
testados apresentaram-se 100% resistentes a penicilina. Neste estudo, 96,4% (53/55) dos
vibrios apresentaram indice multipla resisténcia a antibidticos (MAR), superior a 0,22,
caracterizando multipla resisténcia. Em 35 isolados as aeromonas identificadas foram:
Aeromonas caviae (1/35), A. shubertii (11/35), A. media (4/35), A. popoffii (1/35), A. sobria
(3/35), A. encheleia (4/35), A. veronii (4/35) e A. jandaei (4/35). Foram testados 40 isolados
de aeromonas quanto a sensibilidade a oito antimicrobianos, tendo mostrado maior
sensibilidade a florfenicol (100,0%), enrofloxacina (95,0%), gentamicina (95,0%),
cotrimoxazol (sulfametoxazol+trimetroprima) (67,5%), tetraciclina (65,0%). Houve menor
sensibilidade a eritromicina (20,0%), penicilina (5,0%) e a amoxilina (2,5%), confirmando a
existéncia de resisténcia. O indice MAR para os isolados de aeromonas variou de 0,12 a
0,62, dos quais 95% (38/40) apresentaram indices superiores a 0,22, caracterizando
multiresisténcia. A maioria das espécies de vibrios isoladas ndo ¢ considerada patogénica
para os peixes (ambientais), mas ainda assim podem representar risco para a saude das
tilapias por questao de oportunismo e do consumidor, principalmente se consumido cru. As
aeromonas moveis isoladas e identificadas neste estudo s3o comumente consideradas como
ambientais, porém muitos dos peixes analisados apresentaram sintomatologia compativel
com a enfermidade causada por estes agentes oportunistas.



ABSTRACT

In Brazil, it is considered that the annual production of tilapias overcomes 100 thousand
tons, mainly due to the productive potential of the Northeast area that answered for 41% of
the total production of 70.000 tons in 2004, generating income of US$ 200.000.000,00, due
to your climatic conditions, technology readiness and consumption market, regional and
national in expansion. The intensification of cultivations has as consequence the increase of
organic matter, that it favors the multiplication of microorganisms, making possible him/it
supplies of diseases in the occurrence of adverse situations to the fish. Tilapia (Oerochromis
niloticus) of cultivations of the state of Pernambuco they were appraised with objective of
determining the frequency of bacterial diseases. For so much, samples of several farms were
analyzed, in the several aspects, with relevance for the bacterial agents. The tilapia were
examined with relationship to the streptococcus presence, vibrios, coliform, pseudomonas
and aeromonas. Clinical exams and autopsy were accomplished, for microscopic analysis of
the lesions and better definition of the probable agent etiological. The analyses were
accomplished at the Laboratory of Sanity of Aquatic Animals (LASAq) of the Rural Federal
University of Pernambuco (UFRPE) and in the Center of Development and Diffusion of
Technology in Aquaculture of the State University of Bahia (UNEB). The principal
pathological agents were vibrios and aeromonas, that are pathogens responsible opportunists
for significant losses, being identified the following species in 46 isolated: V. natriegens
(1/46), V. metschnikovii (2/46), V. halioticoli (1/46), V. fischeri (2/46), V. mimicus (23/46),
V. diabolicus (1/46), V. furnissi (1/46), V. cholerae ol (1/46), V. scophthalmi (4/46), V.
proteolyticus (3/46), V. argarivorans (1/46), V. ordalii (2/46) and Vibrio spp. ( 3/46). The
isolated vibrios presented larger sensibility to the antimicrobianos enrofloxacina (100%) and
florfenicol (98,18%) and in decreasing order, gentamicina (90,91%), cotrimoxazol
(sulfametoxazol+trimetroprim) (76,36%), tetraciclin (67,27%), eritromicin (30,91%) and
amoxilina (3,64%). The isolated ones tested they came 100% resistant the penicillin. In this
study, 96,4% (53/55) of the vibrios they presented index multiple resistance to antibiotics
(MAR), superior to 0,22, characterizing multiple resistance. In 35 isolated the identified
aeromonas were: 4.caviae (1/35), A. shubertii (11/35), A. media (4/35), A. popolffii (1/35), A.
sobria (3/35), A. encheleia (4/35), A. veronii (4/35) e A. jandaei (4/35) Forty were tested
isolated of aeromonas with relationship to the sensibility to 08 antimicrobial, of these they
showed larger sensibility the florfenicol (100,0%), enrofloxacina (95,0%), gentamicina
(95,0%) and in decreasing order, cotrimoxazol (sulfametoxazol+trimetroprima) (67,5%),
tetraciclina (65,0%). There was smaller sensibility the eritromicina (20,0%), penicillin
(5,0%) and the amoxilina (2,5%), confirming the resistance existence. The index of multiple
resistance to antibiotics (MAR) for the isolated of aecromonas it varied in an interval from
0,12 to 0,62, of these 95% (38/40) they came superior to 0,22 characterizing multiple
resistance. Most of the species of isolated vibrios is not considered pathogenic for the fish
(environmental), but nevertheless they can represent risk for the health of the tilapia for
subject of opportunism and of the consumer, mainly if consumed raw. The isolated and
identified movable aeromonas in this study are commonly considered as environmental,
however many of the analyzed fish presented compatible symptomatology with the illness
caused by these agents opportunists.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura cresce no mundo com uma taxa de 6,7% ao ano, mais rapidamente que
qualquer outro setor produtor de alimentos de origem animal e em maior ritmo que o
crescimento da populacdo. Este setor produtivo forneceu em 2006, 47% do total de pescado
usado para alimentacdo, em valores de 5,7 milhdes de toneladas, equivalendo a 78.800
milhoes de dolares (FAO, 2009).

No Brasil o cultivo de organismos aquaticos € restrito a um nuimero limitado de
espécies de camardo, ostra, mexilhdes em dgua salgada e tilapia, carpa, tambaqui e truta em
agua doce (IGARASHI et al., 2009).

As tilapias e outros ciclideos sdo o segundo grupo de peixes mais cultivados no
mundo, s6 perdendo para as carpas, com a producdo de 723 milhdes de toneladas (FAO,
2009). O cultivo de tilapias no mundo iniciou no Quénia em 1924, e no Congo em 1937, no
Brasil, data de 1971, através do DNOCS — Departamento Nacional de Obras contra as Secas.
Hé mais de 70 espécies de tilapias no mundo, mais apenas quatro sdo responsaveis pelo
patrimonio genético das tilapias hoje cultivadas comercialmente: a tildpia do Nilo
(Oreochromis niloticus), a tilapia azul (Oreochromis aureus), a tilapia de Mogambique
(Oreochromis mossambicus) e a tilapia de Zanzibar (Oreochromis uroleps hornorum)
(KUBITZA, 2005).

Apesar de ndo haver estatisticas oficiais, Kubitza (2005) afirmou que a producao
brasileira de tilapias supera 100.000 toneladas/ano e ¢ destinada grande parte ao mercado
interno, o que pode significar quase 9% do consumo de pescado brasileiro. Em 2003, o
Brasil despontou como o maior produtor de tilapias da América do Sul, com mais de 60.000
toneladas, segundo circular da FAO (2006) que alertou para perdas significativas referentes
a enfermidades causadas por deficiéncias na qualidade dos alimentos balanceados e
qualidade da 4gua, com perdas de 30 a 40% da produgdo intensiva, com valores superiores
aos 2,5 milhdes de dolares americanos em paises como Colodmbia e Costa Rica.

Os cultivos de tilapias foram objeto de diversas tecnologias, o que possibilitou ao
exemplar alcancar de 400 a 500 gramas em 05 meses, ¢ ao consumidor produtos como o
peixe vivo, abatido, inteiro, eviscerado, resfriado, filetado e congelado (IGARASHI et al.,
2009). A tilapia (Oreochromis niloticus) tem caracteristicas como resisténcia ao manuseio e
transporte, facilidade no arragoamento, crescimento rapido, resisténcia a baixas
concentracdes de oxigénio dissolvido, além de apresentar carne de sabor agradavel e com

poucas espinhas (OETTERER, 2002; KUBITZA, 2003).



15

A tilapia passou a ser a espécie de peixe mais cultivada no Brasil a partir do ano de
2002. Sua producao representou 26% do total produzido pela aquicultura nacional no ano de
2004. O pais respondeu por 64% da produgdo total da espécie e 67% em receitas geradas

pelo seu cultivo na América do Sul no referido ano (BOSCARDIN, 2008).

A intensificagdo dos cultivos traz como consequéncia elevacdo de matéria organica,
que por sua vez, favorece a multiplicagdo de microrganismos. Dentre eles, destacam-se as
bactérias, por se proliferarem rapidamente em ambientes aquaticos e persistirem em
hospedeiros, sem provocar a doenga, até que ocorra alguma alteracao (estresse) capaz de
causar danos ao sistema imune do animal. Nestas circunstancias, ¢ importante uma rapida
interven¢do, tanto na erradicagdo do fator alterador (estressante), como no rapido
diagnostico e tratamento eficaz, para que as perdas nao sejam elevadas.

O surgimento de enfermidades nos diferentes sistemas de cultivo de tilapias
representa um importante fator de impacto na sanidade afetando, sobretudo no rendimento

na producdo e a qualidade do pescado que chega a mesa do consumidor.
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2. OBJETIVOS

2.1. GERAL
— Relacionar bactérias e lesdes observadas em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus)

cultivadas em Pernambuco.

2.2. ESPECIFICOS

— Identificar as principais alteracdes clinicas e lesdes macroscopicas;

— Isolar e identificar os estreptococos, vibrios, coliformes, pseudomonas ¢ aeromonas e
outros agentes bacterianos patogénicos;

— Identificar as lesdes anatomopatoldgicas das tilapias cultivadas e seu provavel agente
etiologico;

— Relacionar as lesdes anatomopatoldgicas encontradas nas tilapias aos resultados dos
agentes microbioldgicos dos animais;

— Quantificar a frequéncia dos agentes causadores de bacterioses piscicolas
identificados.

— Associar a ocorréncia de bactérias isoladas com as enfermidades encontradas;

— Avaliar a a¢ao de drogas antimicrobianas em bactérias isoladas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O Cultivo de tilapias

A tilapia teve uma produgdo de 2.025.560 toneladas em 2005, num percentual de
6.7% da produgdo global. No tultimo decénio (1995-2005) a tilapicultura mostrou um
crescimento na produgdo de 11,2 %, sendo o Brasil o 7° produtor, com 3,3% do total
produzido, o que totaliza 68.843,48 toneladas (FAO, 2007).

No Brasil, em 2007, a produ¢do de peixes em aquicultura continental, foi de 209.812
toneladas, o que correspondeu a U$ 438.874.261,4, em valores atuais. Deste total, a produgao
de tilapias representou 45,3%, o equivalente a 95.091 toneladas comercializadas, destas
105.632 kg foram exportados sob forma de filé¢ congelado e 111.613 kg como peixes frescos
ou resfriados (IBAMA, 2007).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus L.), introduzida no Brasil em 1971, é uma
espécie popular na maioria das regides brasileiras e representa metade da produgdo brasileira
de peixe cultivado, estimando-se 40 a 50 mil toneladas anuais (OETTTERER, 2002;
KUBITZA, 1999).

A producdo de tilapias em cultivos semi-intensivos e intensivos chega a 35 mil
toneladas, sendo a espécie de dgua doce mais cultivada no Brasil, segundo dados do
Ministério da Agricultura - Setor Pesqueiro, para o ano de 2002. Além disto, o potencial
piscicola da tilapia para pequenos criadores se deve ao fato dessa espécie ser resistente ao
manuseio e transporte, de arragoamento facil e econdomico, crescimento rapido e resistente a
baixa concentragao de oxigénio dissolvido, além de apresentar a carne de sabor apreciado e
com poucos espinhos. O Brasil tem potencial para se tornar o maior produtor de pescado
cultivado no mundo, estando o Nordeste com produgdes de até¢ 15.000 t de peixes, nos mais
de 100 reservatérios do Departamento Nacional de Obras Contra as Secas (DNOCS), sendo
a tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) a espécie ndo nativa mais popular e cerca de 4.500
toneladas sdo capturadas nesta regido, anualmente (OETTERER, 2002).

No Brasil, a piscicultura continental concentra-se principalmente na producao de
tildpias, principalmente no Nordeste, Sul e Sudeste. No Nordeste em 2004, a producdo de
peixes, um total de 39,1 toneladas, ocupou o segundo lugar no ranking brasileiro, com um
incremento de 21 % na produgdo. A tilapia, a partir de 2002, ocupa o primeiro lugar na
producao piscicola nacional, seguida pelas carpas e tambaquis. Em 2004, as tilapias

responderam por quase 70.000 toneladas produzidas, gerando uma receita de mais de US$
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200.000.000,00 sendo que a regido Nordeste respondeu por 41% desta produgdo, indicando
uma tendéncia ancorada nas condig¢des climaticas, disponibilidade de tecnologia e mercado
de consumo, regional e nacional em expansdao (BOSCARDIN, 2008).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), introduzida no Brasil em 1971, ¢ uma
espécie popular na maioria das regides brasileiras, e tem possibilitado a obtencdo de
resultados técnicos e econdmicos bastante consistentes no que se refere ao cultivo em
tanques-rede, dentre os quais se destacam: produtividade de 150-200 kg/m’/ano; taxas de
conversao alimentar médias de 1,6:1; 130 dias de cultivo para atingir o peso de abate de
750g e margem liquida de lucro variando de 10 a 25%. (OETTTERER, 2002; KUBITZA,
2003; OSTRENSKY et al., 2008).

3.2 Doengas bacterianas em tilapias

A intensificagdo em cultivos de peixes resulta em relevante crescimento produtivo,
de grande importancia econdmica. Este crescimento leva ao uso de altas densidades de
estocagem, o que propicia também o aumento da populagdo bacteriana, que se dissemina
facilmente, podendo ser responsaveis por infeccdes. A dgua ¢ um ambiente extremamente
favoravel para a proliferagdo de patdogenos, com rapidez e eficiéncia. Os peixes podem ser
hospedeiros de moléstias sem apresentarem sintomatologia clinica, dificultando seu cultivo,
pois podem proliferar se houverem alteracdo nas condigdes ambientais ou do hospedeiro
(PAVANELLI et al.,1998).

A maioria das bactérias causadoras de doencas sdo saprofitos do peixe e do meio
ambiente, encontradas na superficie ou no intestino dos animais, podendo causar sinais
clinicos quando estes sofrerem estresse ou na presenga de outra doenga. Diversos géneros de
bactérias patogénicas para o cultivo de piscicola sdo relacionados, como: Aeromonas,
Vibrio, Pseudomonas, Yersinia, Edwardsiella, Pasteurella e Cytophaga. Os peixes podem
ser importantes substratos para as diversas espécies bacterianas presentes no meio aquatico,
associando-se de forma oportunista ou mesmo como patogeno (SOUTHGATE, 1993;
PADROS, 2007).

Sdo bacterioses ja conhecidas na atividade piscicola, a columnariose (Flexibacter
columnaris); a septicemia hemorragica (deromonas hydrophila); outras septicemias com
hemorragia visceral e cutanea (Pseudomonas fluorescens) e a causada pelo Streptococcus
faecalis. Também o Mycobacterium spp., causador de tuberculose no homem, bovinos e

aves estdo presentes nas patologias piscicolas de origem bacteriana (MARTINS, 1998).
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As infec¢des bacterianas podem causar grande mortalidade de peixes em curto
espaco de tempo e por ocasido da diminuicdo de suas defesas orginicas, as bactérias
presentes no meio aquatico se manifestam colonizando seus 6rgdos iniciando o processo
infeccioso. Cecarelli et al. (2001) citaram como agentes etiologicos bacterianos: Flexibacter
columnaris, causador da columnariose e Aeromonas punctata, responsavel pela Septicemia
Hemorragica Bacteriana.

Jiménez (2007) afirmou que embora as tildpias sejam resistentes as condicdes do
meio ambiente, o aumento das densidades de cultivo, o policultivo e condi¢des adversas na
qualidade da agua, as expdem ao desenvolvimento de patdgenos e condigdes de estresse, que
determina o surgimento de enfermidades.

Prata (1997) relatou que as bactérias sdo consideradas agentes patdgenos
importantes, localizando-se sobre a superficie corporea das branquias e intestinos dos
peixes, amplamente presente no ambiente aqudtico, sendo varios os microrganismos
deteriorantes e patogénicos presentes. Segundo Martins (1998), as populagdes bacterianas
podem estar presentes na agua ou no muco de peixe (reservatdrio natural).

Ranzani-Paiva et al. (2004) citaram diversos agentes etiologicos associados a sindrome
da septicemia hemorragica bacteriana em tilapia, tendo identificados Aeromonas hydrophila,
Edwarsiella tarda, Pasteurella multocida, Proteus spp., Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas spp., Vibrio parahaemolyticus, V. vulnificus e Vibrio spp., além do
Flexibacter columnaris, em aguas doces continentais tropicais, sub tropicais e temperadas,
com temperaturas que variam de 12,6 a 30 °C.

A grande frequéncia das bacterioses na piscicultura intensiva foi destacada por Kubitza
(2004), sendo os géneros mais comuns Aeromonas, Pseudomonas, Flavobacterium
columnaris e Streptococcus spp., este ultimo mais frequente em tildpias e responsavel por
perdas significativas em sistemas de cultivo intensivo nos Estados Unidos. Assinala ainda
que a presenga de Streptococcus spp. foi observada em muitas espécies de peixes, embora
tenha sido mais comum em tilapias.

A flora bacteriana presente em guelras e intestinos de tilpias, aparentemente sas, pode
ser influenciada pela microflora no meio ambiente, incluindo patogenos facultativos, os
quais sob condigdes de estresse podem causar epizootias nos peixes (AL-HARBI E UDDIN,
2005). Estes autores relataram que as espécies bacterianas dominantes presentes nas guelras
foram Vibrio carchariae, Chryseomonas spp., V. alginolyticus, V. vulnificus, Streptococcus
spp. € V. parahaemolyticus € nos intestinos foram V. parahaemolyticus, V. alginolyticus,

Streptococcus spp., Chryseomonas spp., V. vulnificus e V. carchariae.
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Em outro estudo, Al-Harbi e Uddin (2003), analisaram quantitativa e qualitativamente,
a microbiota bacteriana de tilapias hibridas (Oreochromis niloticus x O. aureus), relataram a
predominancia de Corynebacterium urealyticum, Shewanella putrefaciens e Aeromonas
hydrophila. Na agua dos viveiros predominaram C. wurealyticum, S. putrefaciens, A.
hydrophila, Flavobacterium spp. € Pseudomonas spp.

A microbiota varia de acordo com a estacdo do ano e os bacilos Gram-negativos foram
os principais achados bacteriologicos, sendo as espécies Aeromonas hydrophila, Shewanella
putrefaciens, Corynebacterium urealyticum, Escherichia coli e Vibrio cholerae as mais
abundantes, com prevaléncia maior que 10%, exceto para Vibrio cholerae. Pseudomonas
spp. foi achada apenas no inverno e Photobacterium damselae, Pasteurella spp.,
Cellulomonus spp. € Bacillus spp. em outras estacoes do ano (AL-HARBI E UDIN, 2004).

Molinari et al., (2003) verificaram no estado do Parana, que as espécies mais comuns
encontradas no trato gastrintestinal de tilapias, foram as Gram-negativas: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas veronii, Burkholderia cepacia, Chromobacterium violaceum,
Citrobacter freundii, Escherichia coli, Flavimonas oryzihabitans, e Plesiomonas
shigelloides.

Edwardsiella tarda foi avaliada por Muratori et al. (2001), em tilapicultura
consorciada com suinos, onde foi observado sinais clinicos como opacidade da coérnea,
dificuldade respiratoria, nado desordenado, nddulos nas branquias e lesdes hemorragicas na
pele e nadadeiras, com maiores indices de mortalidade no inverno e na primavera. Os
autores alertaram para o potencial patogénico deste agente em tilapias e no humano através
da ingestao de carne crua de peixes.

Tilapias infectadas pela bactéria Edwardisiella tarda apresentaram os seguintes sinais
clinicos: hemorragias na pele e na boca e presenca de alteragcdes cutdneas. A mortalidade
deste cultivo alcangou 83% em quatro dias, sendo relacionada a ma qualidade da agua e a
presenca deste agente (BENLI e YILDIZ, 2004).

Uma doenca, com achados clinicos compativeis com meningo-encefalite, surgiu em
peixes cultivados em Israel. Tilapias apresentaram mortalidade de 30%, destas foram
isoladas duas novas espécies de estreptococos (Streptococcus shiloi e Streptococcus
difficile), confirmadas experimentalmente com inoculagdo em tilapias sds que reproduziram
os mesmos sintomas (ELDAR et al., 1995).

Salvador (2002) ressaltou que a septicemia causada por Streptococcus spp corresponde

ao maior problema sanitario de origem bacteriana em sistemas de cultivo intensivo de
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tilapias (Oreochromis spp). Dentre os estreptococos, destacou o Streptococcus iniae € 0
Streptococcus difficile como os mais importantes patdgenos de tilapias na atualidade.

Avaliando os efeitos da dose infectante e da densidade de cultivo em tilapias expostas
ao Streptococcus iniae, quanto a mortalidade, Shoemaker et al. (2000) encontraram
significancia, quanto a densidade e quanto a dose, apenas quando esta estava relacionada a
altas densidades de cultivo, sugerindo a importancia de estratégias de manejo para diminuir
a densidade nos cultivos, controlando assim a mortalidade por este patdogeno.

Evans et al. (2000) avaliaram como possiveis vias de infec¢do por Streptococcus spp.,
as narinas e olhos de tilapias, usando como agente o Streptococcus iniae, para inoculagdes
experimentais. Peixes inoculados pelas narinas apresentaram sinais clinicos e mortalidade, e
aqueles inoculados pelos olhos, ndo apresentaram tais sinais, 0 que sugere que as narinas sao
sitios de infeccdo em potencial para tilapias.

No Brasil, Figueiredo et al. (2005) relataram o primeiro isolamento e caracterizagao de
espécies de Flavobacterium columnare em tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (L.)
jovens e adultas e as principais lesdes observadas foram necrose nas barbatanas e ulceragdes
na pele, com significativos indices de mortalidade. Em seus resultados experimentais
observaram o potencial patogénico deste microrganismo em tilapiocultivos no Brasil.

Em criatorios contaminados com dejetos, a qualidade microbioldgica da adgua e de
tilapias foi avaliada e indicou que todas as amostras de tecidos, exceto tecido muscular,
foram contaminadas com coliformes fecais, mostrando diminuicdo de contaminag¢dao na
seguinte ordem: intestinos > guelras > pele > figado. O pré-tratamento destes dejetos foi
recomendado antes de seu uso nos criatorios e os autores concluiram que pardmetros de
qualidade da 4gua afetam os indices de contaminagdo bacteriana nos o6rgaos dos peixes.
(EL-SHAFALI et al., 2004).

A resisténcia de bactérias a antimicrobianos foi determinada por Lima et al. (2006)
em bactérias isoladas de uma piscicultura de tilapias (Oreochromis niloticus), sendo a
maioria pertencente as familias Enterobacteriaceae e Vibrionaceae, e apresentaram-se
resistentes principalmente a ampicilina e eritromicina. Estes autores identificaram quatro
familias bacterianas distintas no ambiente da piscicultura de agua doce, sendo elas:
Pseudomonadaceae, Enterobacteriaceae, Vibrionaceae e Micrococcaceae. Destaca-se que
no ambiente de criagdo de tilapia do Nilo, as familias bacterianas resistentes aos antibidticos
testados (tetraciclina, cloranfenicol, ampicilina, norfloxacina) foram Enterobacteriaceae
(25%), Vibrionaceae (19%), Pseudomonadaceae (6%), Micrococcaceae (4%) e nao

identificadas (46%).
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3.2.1 Vibrioses

Vibrios sdo patdogenos facultativos que podem perfeitamente sobreviver e multiplicar
no meio ambiente. Comumente isolados de superficies mucosas e de orgaos internos de
peixes clinicamente sadios, como também de invertebrados, sedimentos e coluna d’agua.
Altamente adaptado ao meio, esta presente em aguas poluidas e com salinidade alta. A
vibriose ¢ comum no verdo em virtude de suas temperaturas altas, o que pode ocasionar
surtos. O Vibrio anguillarum ¢ o mais comum vibrio patogénico de peixes. Os sinais
clinicos apresentados sdo similares aos causados por Aeromonas, ambos causam ulceragdes
na pele e infecgdes sistémicas podem ocorrer localizando-se em 6rgdos ricos em ferro, como
bago e rim. Na forma hiper aguda anorexia, escurecimento € morte subita em peixes jovens
estdo presentes ¢ na forma aguda escurecimento, oscilagdo e ulceras com cavidades
subdermais com fluido sero-sanguinolento. H4 distensdo abdominal, anemia e hemorragia
na derme (NOGA, 1996).

Vibrios sdo bacilos Gram negativos, oxidase positiva, anaerdbios facultativos,
halofilicos e podem estar presentes em aguas marinhas, estuarinas e continentais. Holt et al.
(1994) descreveram 20 espécies do género vibrios e em torno de 70 espécies sdo
consideradas atualmente. As espécies Vibrio parhaemolyticus e V. anguillarum sio
reconhecidamente patogénicas para peixes (SHAPERCLAUS, 1992). Outras espécies de
vibrios fazem parte da microbiota da dgua, porém sao considerados patdgenos oportunistas,
contaminando os peixes e causando enfermidade.

Shéperclaus (1992) citou duas formas de vibrioses nos peixes: a aguda que estd
associada a infec¢do generalizada e a cronica com infecgdes localizadas principalmente na
pele, musculatura e intestino. Infecgdes por Vibrio parahaemolyticus podem causar
septicemia aguda ou de curso imperceptivel. Os seguintes sinais foram observados na forma
aguda: peixes susceptiveis (resisténcia diminuida) podem morrer sem sinais clinicos
evidentes, com convulsdes espasmodicas repentinas. Mas geralmente se observam o
desenvolvimento de eritema e hemorragias nas nadadeiras e em outras partes do corpo.

A Comissao do Codex Alimentarius (FAO, 2003) discutiu o problema causado pelo
Vibrio spp. € o V. parahaemolyticus presentes em peixes e moluscos. No homem, o V.
parahaemolyticus comumente causa gastroenterite aguda autolimitante, porém alguns casos
requerem hospitalizagdo € em casos mais raros, septicemia pode ocorrer. As infecgdes por

este microrganismo tém sido associadas ao consumo de lagosta, camardo, molusco, cavala,
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mexilhdes, atum, polvo, lula, ourigo-do-mar, sardinha, salada de frutos do mar e carne de
caranguejo.

Ao avaliar as condigdes sanitarias de peixes comercializados em feiras livres da cidade
de Sao Paulo, Silva (2007) isolou vibrios de 30% das amostras, inclusive Vibrio cholerae
ndo Ol/ndo 0139, além de V. algynoliticus, o que sugere que estes peixes podem representar
risco para a satide publica.

Como resultado de manipulacao inadequada de peixes, 50 pescadores do municipio de
Raposa — Maranhao, apresentaram feridas cutaneas com processo infeccioso de onde foram
isolados e identificados as seguintes espécies do género Vibrio: V. algynoliticus (66,6%), V.
parahaemolyticus (42,8%) e de V. cholerae ndo O1 (9,5%) (RODRIGUES et al.,2001).

A multiplicagdo do Vibrio harveyi, responsavel pela luminescéncia nos viveiros e
possivel agente patogénico, foi inibido nos viveiros de camardes (biomassa-80g/m’) quando
cultivados junto com machos de tilapia (Oreochromis hornorum) com uma biomassa de
300g/m’ em tanques-rede, afirmaram Tendencia et al. (2004) com resultado de seu estudo.

Lima (2002) relatou como resultado de seu experimento de dissertagcdo, a frequéncia
de 19% para a familia Vibrionaceae em familias bacterianas resistentes a antibidticos em
ambiente de criagdo de tilapias do Nilo.

Fouz et al. (2002) verificaram a susceptibilidade da tilapia do Nilo a vibriose
experimental causada pelo Vibrio vulnificus, biotipo 2, e obtiveram resultados indicativos de
que agua e racao pode agir como veiculo para a transmissdo de vibriose, sendo ameacga a

saude destas, principalmente se criadas junto a enguias.

3.2.2 Aeromonoses

Southgate (1993) definiu a aeromonas como sendo uma bactéria movel, responsavel
por significantes surtos de septicemia hemorragica em aquiculturas. Um tipico patdégeno
oportunista, ubiquo no meio aquatico, particularmente em aguas com depdsitos organicos,
porém sé causa doengas quando o peixe ¢ submetido a estresses, danos ou infecgdes
primarias. O seu controle envolve praticas de manejo adequado, incluindo qualidade da
agua, auséncia de estresse e antibioticoterapia.

Sdo sinais clinicos presentes nas infeccdes por Aeromonas hydrophilla e
Pseudomonas fluorescens, perda de apetite, reducdo da atividade (natagdo vagarosa), erosao
e hemorragia nas bordas das nadadeiras, lesdes ulcerativas sobre o corpo, exoftalmia,

abdomen distendido. A necropsia observou-se presenca de liquido sanguinolento, figado
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palido com petéquias, que podem ainda estar presentes na parede da cavidade abdominal
(Kubitza, 1999).

A doencga ocorre comumente em aguas com grande quantidade de matéria organica,
associado com estresse tais como manuseio, parasitismo € pouca oxigenagao. Os sintomas
sdo de septicemia hemorragica, incluindo hemorragias nos flancos e aberturas. A liquefacao
do rim ¢ uma caracteristica frequente. Em casos sub agudos ou cronicos, erosdes necroticas
e ulceracdes sao evidentes externamente. Ha necrose no tecido hematopoético do rim e bago
e pontos necroticos no coracao, figado, pancreas e musculos (HOLLIMAN, 1993).

Noga (1996) descreveu como manifestacdes clinicas causadas por Aeromonas em
peixes de agua doce: areas de hemorragia e necrose na base das nadadeiras e pele, que
podem progredir de ulceras vermelhas a cinzas, com necrose, aprofundando-se até o
musculo. Estas ulceras podem resultar em septicemia hemorragica, com exolftalmia,
abdomen distendido com fluido seroso sanguinolento, petéquias viscerais, hemorragia e
edema no intestino e aberturas naturais. Anorexia e coloragdo escura do peixe sdo muito
comuns na doenga sistémica. Histopatologicamente as lesdes de pele incluem dermatite
aguda a crénica, em septicemias ha depressao e necrose do tecido hematopoético esplénico e
renal; necrose da mucosa intestinal e focos necrdticos no coragdo, figado, pancreas e
gonadas.

A aeromonose ¢ provavelmente a mais comum das infec¢des de peixes de agua doce,
todos os organismos cultivados sao susceptiveis a esta enfermidade, podendo desenvolver-se
também em peixes cultivados com o uso de dguas salobras. As espécies que causam doengas
sdo varias, entre outras 4. hydrophila, A. sobria, A. caviae e A. veronii tem sido isoladas de
orgdos internos € mucosas, com maior incidéncia em aguas contaminadas. Além da bactéria,
outros fatores tais como os ambientais, densidade de populacao elevada, qualidade quimica
da 4gua, sdo os que desencadeiam a enfermidade. Alevinos de tilapia podem apresentar
necrose na base das nadadeiras, que se iniciam com processos hemorragicos, laceracdo e
perda parcial JIMENEZ, 2007).

No Brasil, segundo Hirsch (2004), nao se conhece o perfil de espécies de Aderomonas
em pisciculturas comerciais e na sua pesquisa foram encontradas nove espécies, A. jandaei,
A. hydrophila, A. trota, A. caviae, A. sobria, A. eucrenophila, A. veronii bt veronii, A.
schubertii e A. media, em oito tilapiocultivos no estado de Minas Gerais. Das espécies
achadas, 40% apresentaram resisténcia a duas ou mais drogas antimicrobianas testadas
(gentamicina, teraciclina, eritromicina, sulfonamidas, &acido nalidixico, cloranfenicol,

nitrofurantoina, canamicina e norfloxacina) caracterizando um quadro de multiresisténcia.
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3.2.3 Pseudomonose

Pseudomonas sdo patdgenos oportunistas, secunddrios ou associados a condigdes
inadequadas de cultivo, isoladas de lesdes externas ou de processos septic€émicos de peixes
(PADROS e FURONES, 2007). Segundo Holliman (1993) sdo comuns em todo o mundo ¢
todas as espécies de peixe sdo suscetiveis, principalmente os de dgua doce, € nos cultivos
com excesso de matéria organica. A doenca ¢ relacionada ao estresse € manifesta-se como
uma septicemia hemorragica com sinais clinicos similares aquela causada por Aeromonas

moveis.

3.2.4 Edwardsielose

Edwardsiella tarda s3ao bacilos Gram-negativos, pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, anaerdbios facultativos e mesoéfilos, e foi relatada sua ocorréncia (6,6%)
em tilapias cultivadas em consorcio com suinos em Minas Gerais, Brasil (MURATORI et
al., 2001). Estas bactérias sdo encontradas particularmente em aguas poluidas e
responsabilizados por doenca severa em tilapias (SOUTHGATE, 1993).

Clinicamente o peixe apresenta pequenas lesdes de pele que penetram até o musculo
subjacente. A rapida necrose afeta o tecido muscular formando cavidades cheias de gas.
Internamente ha necrose das visceras acompanhadas por peritonite grave (SOUTHGATE,
1993).

Benli e Yildiz (2004) verificaram que as tildpias infectadas pela bactéria
Edwardisiella tarda apresentaram os seguintes sinais clinicos: hemorragias na pele e na
boca e presenca de alteragcdes cutdneas. A mortalidade neste cultivo alcangou 83% em
quatro dias, sendo relacionada a mé qualidade da agua e a presenca deste agente.

Em tilapias, as lesdes incluem despigmentacdo da pele, abdomen edemaciado e

opacidade cornea, segundo Noga (1996).

3.2.5 Estreptococose

Streptococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, considerados agentes patdégenos de
diversos peixes de agua continentais € marinhas, causam septicemia com sinais clinicos
como: escurecimento da pele, exolftalmia, areas hemorragicas e lesdes na pele e nadadeiras

com mortalidade de até 40 % (PADROS et al., 2007).
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O Streptococcus spp. tem sido responsabilizado por perdas significativas em
aquiculturas de truta arco-iris e enguias, e o aspecto clinico assemelha-se as infec¢des por
bactérias Gram-negativas (SOUTHGATE, 1993), com septicemia hemorragica, assim como
nas tilapias niléticas.

Embora ainda ndo tenha sido diagnosticado no Brasil, mas por causar graves
prejuizos econdmicos na aquicultura mundial, o Streptococcus iniae serad contemplado nesta
revisdo. Shoemaker et al. (2000) demonstraram que densidade do cultivo ¢ fator significante
para tilapias submetidas a banhos de imersdo, onde foram expostas a esse agente. Como
resultados desta pesquisa observaram-se sinais tipicos da doenca: nado erratico,
escurecimento do peixe, exolftalmia e opacidade da cornea.

A sintomatologia clinica foi usada como parametro de observacao para avaliar a
capacidade de imunizacao conferida pela vacina de S. iniae na prevencao da estreptococose.
Os sintomas observados foram: localizagdo do peixe na coluna de 4gua do aquario
(superficie, meio ou fundo), formas de nado erraticas, aceitagdo ou recusa do alimento,
hiperatividade, letargia ou auséncia de respostas e escurecimento da coloragdo da pele.
Como sintomas graves observaram-se inapeténcia, opacidade dos olhos e curvatura do corpo
(SHOEMAKER, 2000).

Em Israel, Eldar et al. (1995) isolaram duas espécies de estreptococos, Streptococcus
shiloi e S. difficile em tilapia, com mortalidade de 30%, os achados clinicos e patoldgicos
indicaram meningite. Sintomas caracteristicos encontrados foram letargia, apetite diminuido
e nado erratico. Exoftalmia bilateral foi frequente, com hemorragias intra ocular e opacidade
das coérneas. Fluido ascitico foi observado em tilapias no estado pré-agonico. Fato peculiar
indicou comprometimento do sistema nervoso central, pois os peixes apresentavam rigidez
dorsal e nado em circulos sobre si mesmo. A morte ocorreu em 2 a 3 semanas.

Evans et al. (2000) usaram o Streptococcus iniae em inoculagdes experimentais e
observaram peixes com nado erratico, subindo e descendo em circulos (espiral), diminui¢ao
e auséncia do apetite, letargia e escurecimento da pele. Nao observou-se exoftalmia,
opacidade nos olhos e curvatura do corpo

Avaliando os efeitos da dose infectante e da densidade de cultivo em tilapias
expostas a Streptococcus iniae, quanto a mortalidade, Shoemaker et al. (2000) encontraram
significancia quanto a densidade e quanto a dose apenas quando esta estava relacionada a
altas densidades de cultivo, sugerindo a importancia de estratégias de manejo para diminuir

a densidade nos cultivos, controlando assim a mortalidade por este patdgeno.
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3.2.6 Columnariose

Columnariose ¢ uma enfermidade que se caracteriza por lesdes na pele, nadadeiras e
branquias. Esta infeccdo dérmica apresenta-se quando fatores como altas temperaturas,
excesso de matéria organica na dgua e agdes inadequadas de manejo que alterem a producado
de muco ou formem ferimentos que propiciem a colonizacdo desse microrganismo
(PADROS et al., 2007).

Pilarski (2002) isolou e caracterizou Flavobacterium columnare de quatro espécies
de peixes tropicais (pacus - Piaractus mesopotamicus, tambaquis - Colossoma
macropomum, piracanjubas - Brycon orbignyanus e cascudos - Hypostomus plecostomus)
diagnsoticados clinicamente como afetados por columnariose, em Pirassununga, Sao Paulo.
Foi relatado no Brasil, por Figueiredo et al. (2005), o primeiro isolamento e caracteriza¢ao
de espécies de Flavobacterium columnare em tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus (L.)
jovens e adultas. As principais lesdes observadas foram necroses nas barbatanas e ulceragdes
na pele, com significativos indices de mortalidade. Nos resultados experimentais deste
trabalho, a autora demonstrou o potencial patogénico deste microrganismo em tilapiculturas
no Brasil.

O peixe com columnariose tem lesdes (feridas) de coloragdo amarelada ou marrom
sobre as branquias, pele e ou nadadeiras. A bactéria eventualmente forma filamentos sobre
as guelras, o que mata as cé€lulas. As lesdes sobre a pele sdo inicialmente superficiais,
opacas, sem o brilho natural da pele e com o progresso da doenga estas apresentam
coloracdo amarela e marrom, com Ulceras que se formam no centro da lesio (DURBOROW

et al., 1988).
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5. ARTIGO1

Parte dos resultados obtidos durante o trabalho experimental dessa tese sera
apresentada no artigo intitulado “ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DAS
INFECCOES BACTERIANAS CAUSADAS POR VIBRIOS EM TILAPIAS
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) CULTIVADAS EM PERNAMBUCO,
BRASIL E PERFIL ANTIMICROBIANO DOS ISOLADOS” (manuscrito), que se

encontra doravante anexado.
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Estudo epidemiologico das infecgdes bacterianas causadas por vibrios em tilapias

Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) cultivadas em Pernambuco, Brasil e perfil

antimicrobiano dos isolados.

Fernanda Silva de Meirelles; Virginia Fonseca Pedrosa; Fernando Leandro dos Santos;

Emiko Shinozaki Mendes; Danilo Andrade Mendes da Silva; Vitor Dantas Gama.

Departamento de Medicina Veterinaria/UFRPE. Av. Dom Manoel de Medeiros, S/N. CEP 52171-900, Dois
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Irmaos, Recife/PE/Brasil, Fone/fax: 081 33206507.

Resumo

No Brasil, tilapias sdo cultivadas em 80% dos Estados, mas apesar da intensa criagdo sao
desconhecidos os agentes etioldgicos bacterianos e os antimicrobianos para seu controle.
Dentre as bactérias que causam infeccdo em peixes, destacam-se os vibrios, patogenos
oportunistas, cosmopolitas, responsaveis por prejuizos econdOmicos € representam risco para
a saude publica. Setenta e trés peixes, de oito fazendas, situadas no estado de
Pernambuco/Brasil, foram submetidos ao exame clinico e necropsia. Exames bacteriologicos
foram realizados de fragmentos de encéfalo, figado e rim, em Agar Tiossulfato Citrato Sais

de Bile Sacarose ¢ em Agua Peptonada Alcalina, incubados a 35-37 C por 24h.

Identificaram-se 13 espécies de vibrios: V. natriegens, V. metschnikovii, V. halioticoli, V.

fischeri, V. mimicus, V. diabolicus, V. furnissi, V. cholerae O1, V. scophthalmi, V.

proteolyticus, V. argarivorans, V. ordalii e Vibrio spp., que foram testadas para verificacdo

do perfil de sensibilidade microbiana pelo método de difusdo de discos de antibidticos em
Agar Mueller Hinton. Os vibrios isolados apresentaram maior sensibilidade em ordem
decrescente aos antimicrobianos enrofloxacina, florfenicol, gentamicina, cotrimoxazol,
tetraciclina e alta resisténcia a eritromicina, amoxilina e penicilina. A maioria dos vibrios
isolados ¢ ambiental, mas apresentaram multipla resisténcia e representam risco para a satide

das tilapias e consumidor.

Palavras-chave: peixes, doengas, bactérias, vibrio, antibidtico.
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I. INTRODUCAO

A tilapia ¢ um peixe de grande aceitag@o pelo mercado consumidor brasileiro, encontra-se
presente na grande maioria dos estados brasileiros, gera aproximadamente trés empregos por
hectare cultivado, além de possuir uma demanda internacional. Seu cultivo ¢ feito na
maioria por pequenos e médios produtores, que utilizam viveiros e tanques-rede em sistema
semi-intensivo e intensivo. Apresentam indices econdmicos relevantes como produtividade
de 150-200 kg/m*/ano, taxa de conversdo alimentar média de 1,6:1, 130 dias de cultivo para
atingir o peso de abate de 750 g, o que gera uma margem liquida que varia de 10 a 25%
(Ostrensky et al. 2008).

A boa liquidez da atividade ¢ decorrente das condi¢des ambientais favoraveis, como
temperaturas elevadas, presente o ano inteiro. Por outro lado, isto também beneficia o
desenvolvimento bacteriano no ambiente de cultivo, o que propiciara grande possibilidade
de ocorréncia de enfermidades bacterianas nos peixes. A vibriose ¢ comum no verdo em

funcdo das altas temperaturas. O Vibrio anguillarum ¢ o mais comum vibrio patogénico de

peixes. Animais contaminados podem apresentar ulceragdes, na pele, e infecgdes sist€émicas
nos 6rgaos ricos em ferro, como bago e rim. Na forma hiper aguda verifica-se anorexia,
escurecimento e morte subita em peixes jovens e na forma aguda escurecimento, oscilacio e
ulceras com cavidades subdermais com fluido sero-sanguinolento. Ha distensdo abdominal,
anemia ¢ hemorragia na derme (Noga 1996).

Vibrios sdo bacilos curvos, gram-negativos, em sua maioria oxidase e catalase positivos,
halotolerantes, presentes no meio aquatico e marinho, patégenos facultativos que podem
sobreviver e multiplicar no meio ambiente, comumente isolados de superficies mucosas e de
orgaos internos de peixes clinicamente sadios, como também de invertebrados, sedimentos e

coluna d’agua. O vibrio mais conhecido ¢ o Vibrio cholerae causador da Célera, mas outros

como V. alginolyticus, causador de infeccdes em feridas contaminadas por agua do mar,
otites em nadadores, mergulhadores, especialmente em aguas tropicais, o

V. parahemolyticus que possui uma toxina termoestavel, ¢ contaminante de frutos do mar,

como moluscos, ostras, camardo, o V. vulnificus é causador de necrose em feridas
contaminadas, ¢ também, se encontra presente nos frutos do mar, além do V. anguillarum,
V. ordalii, V. harveyi, sd3o causadoras de enfermidades nomeadas Vibrioses (Padrés 2007,

Buller 2004).

Shéaperclaus (1992) citou duas formas de vibrioses nos peixes: a aguda, que estd
associada a infeccdo generalizada, e a cronica, com infec¢des localizadas, principalmente na

pele, musculatura e intestino.Sinais como peixes suscetiveis (resisténcia diminuida) que
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podem morrer sem sinais clinicos evidentes, com convulsdes espasmodicas repentinas ja
foram observados na forma aguda,. Mas, geralmente, observam-se o desenvolvimento de
eritema e hemorragias nas nadadeiras e em outras partes do corpo.

O diagnostico da vibriose de acordo com Southgate (1993) deve ser baseado nos sinais
clinicos da doenga, achados histopatologicos da necrose de tecido tipica da septicemia e
isolamento e identificacdo da bactéria.

Lu e Levin (2008) relataram como géneros bacterianos predominantes Vibrio (69%),
Aeromonas (21,6%), Pseudomonas (2,0%) e Shewanella (9,9%), em amostras de agua
oriundas de um sistema de cultivo de tildpia, enquanto Mendes (2001) identificou o_V.

parahaemolyticus e o V. algynolyticus, como predominantes em ostras destinadas a

comercializacao em Recife/Brasil, representando risco para a saude publica.
Diante do exposto e dada a importancia de diagnostico e terapia efetiva para debelar as
vibrioses, objetivou-se identificar vibrios causadores de enfermidades e sua suscetibilidade a

antimicrobianos, em tilapias cultivadas no estado de Pernambuco, Brasil.

II. MATERIAL E METODOS

Foram coletadas tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) enfermas e/ou com alguma

anormalidade clinica, de oito propriedades, localizadas nas regides da Zona da Mata
(quatro), Agreste (uma) e Sertdo (trés), do estado de Pernambuco, totalizando 73 animais.
As fazendas de criagdao de tilapias adotavam o sistema semi-intensivo, com uso de racao
industrializada, indiferente se para viveiros, tanques-rede em acudes ou em lagos. As
pisciculturas que utilizavam viveiros, tinham de 3 a 47 ha de area total, adotavam o tempo
de cultivo médio de 170 dias, areas de viveiros de 2,4 a 7,5 mil m2, densidade de estocagem
com variacio de 1 a 4 peixes/m’. Nas propriedades onde eram feitos os cultivos em tanques-
rede em acudes, tinham area total de 2 a 50 ha, tempo de cultivo médio de 180 dias, tanques
de 4,8 26,0 m’ , densidade de estocagem com variagdo de 72,9 peixes/m3. Nas fazendas que
usavam tanques-rede em lagos, tinham area total de 0,07 a 22,0 ha de outorga, tempo de
cultivo médio de 175 dias, tanques com uma variagao de tamanho de 16 a 380 m’ , densidade
de estocagem com variac¢do de 57 a 180 peixes/m’.

Os peixes foram transportados vivos sob aera¢do constante, ao Laboratério de Sanidade
de Animais Aquaticos (LASAq), da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE)
ou ao Centro de Desenvolvimento e Difusdo de Tecnologia em Aquicultura (CDTA), da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), Campus Paulo Afonso, onde foram anestesiados

com benzocaina (100 mg/L), mensurados, pesados e submetidos ao exame clinico. Em
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seguida, realizou-se a eutanasia por sec¢do medular (Albinati, 2006). Apds a eutandsia, os
animais foram necropsiados e retiradas, assepticamente, amostras de encéfalo, figado e rim,
para analises bacterioldgicas, sendo estes oOrgdos citados na literatura como alvos nas
bacterioses.

Para a detecgdo de vibrios, as amostras foram inoculadas em Agar Tiossulfato Citrato
Sais de Bile Sacarose e em Agua Peptonada Alcalina, incubadas em estufa a 35-37 C por 24
horas. As colonias caracteristicas foram submetidas ao estudo do perfil bioquimico,
conforme a orientagdo de Silva (1996) e Buller (2004).

O perfil de sensibilidade microbiana foi analisado utilizando-se o método de difusdo de
discos de antibidticos em agar Mueller Hinton, com os seguintes discos de antibidticos:
tetraciclina (30ug), amoxilina (30 pg), penicilina (10 UI), eritromicina (15 pg), gentamicina
(10 pg), cotrimoxazol (1,25 png/ 23,75 ng), enrofloxacina (05 pg) e florfenicol (30 pg)
(SENSIFAR-CEFAR). Apo6s a inoculagdo do microrganismo e deposicdo eqiiitativa dos
discos na placa (Meio Mueller Hinton) e incubagdo em estufa (35C durante 24 horas),
realizou-se a leitura da presenga ou ndo do halo de inibi¢dao, medindo-se o seu diametro por
meio de uma régua especifica, confrontando-se o resultado com os valores estabelecidos
para definir a sensibilidade ou resisténcia (NCCLS, 2003).

Foi utilizado o indice MAR (multipla resisténcia antimicrobiana) para estimar a relacao
a/b, em que “a” ¢ o nimero de antibidticos aos quais o isolado foi resistente e “b” o nimero
de antibidticos aos quais o isolado foi exposto. O indice MAR quando superior a 0,2
caracteriza uma multipla resisténcia (Krumperman 1983).

Para analise comparativa das varidveis qualitativas, presenca de vibrios, presenca de
lesdes, tipos de cultivo, o0rgdo amostrado, foi utilizado o teste Qui-Quadrado de
independéncia, com corre¢ao de Yates, sendo todas as conclusdes tomadas ao nivel de
significancia de 5%. Para realizar os calculos utilizou-se o pacote Estatistico SysEapro

versao 2.0.

II1. RESULTADOS

As pisciculturas que adotavam viveiros obtiveram sobrevivéncia média de 78,3%, com
fator de conversdo alimentar em torno de 1,4 e peso final de 0,6 kg. Nos cultivos feitos em
tanques-rede em agudes, foram relatados sobrevivéncia média de 95%, com fator de
conversao alimentar em torno de 1,3 e peso final de 0,9 kg. Nas fazendas que usavam
tanques-rede em lagos, a sobrevivéncia média foi de 91,3%, com fator de conversao

alimentar em torno de 1,7 e peso final de 0,8 kg.
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As tilapias amostradas apresentaram variagao de peso de 80,3g a 1610,0g, com média de
493,47 g + 30,8g, e quanto ao comprimento, uma variacdo de 16,1cm a 42,0cm, com
comprimento médio de 28,10 cm £ 0,5 cm e tempo de cultivo de, aproximadamente, cinco
meses.

Nao houve diferenca estatistica (P > 0,05) quanto ao 6rgao amostrado (encéfalo, figado e
rim) e quanto ao tipo de cultivo (viveiro escavado, tanque-rede em acude tanque — rede em
lago), em relagdo ao isolamento de vibrios. Os peixes foram examinados quanto a presenca
de lesdes nos seguintes 6rgaos e suas alteragdes: olhos, pele, branquias, nadadeiras, opérculo
(Tabela 1), bago, intestinos, rim e figado (Tabela 2). A quantidade de gordura visceral
(Tabela 2) dos peixes necropsiados também foi observada de acordo com os seguintes
niveis: auséncia, menos que 50%, 50% de gordura visceral, mais de 50% e quase que 100%
de gordura visceral no celoma.

Clinicamente alguns peixes apresentaram lesdes de menor gravidade, de leve perda até
grave perda de escamas. Lesdes mais severas como hemorragia, escoriagdes e ulceras foram
presentes em poucos animais e escurecimento da pele em apenas um dos peixes examinados.
Em quase metade das nadadeiras dos peixes examinados foram observadas desde leve
erosao, hemorragias até deformacao.

Das 73 amostras analisadas, 30 apresentaram positividade para vibrio, totalizando 46
isolados, sendo identificadas 13 espécies: V. mimicus (50,0%), V. scophthalmi (8,7%),

V. proteolyticus (6,5%), Vibrio spp.(6,5%), V. metschnikovii (4,3%), V. fischeri (4,3%),
V. ordalii (4,3%), V. natriegens (2,2%), V. halioticoli (2,2%), V. diabolicus (2,2%),
V. furnissi (2,2%), V. cholerae O1 (2,2%) e V. argarivorans (2,2%).

De acordo com os resultados das analises dos isolados frente aos antimicrobianos, as
bactérias foram consideradas sensivel, intermediaria e resistente. O vibrio apresentou maior
sensibilidade aos antimicrobianos enrofloxacina (100%) e florfenicol (98,18%) e em ordem
decrescente, gentamicina (90,91%), cotrimoxazol (sulfametoxazol + trimetroprima)
(76,36%), tetraciclina (67,27%), eritromicina (30,91%), amoxilina (3,64%). Todos os
isolados testados apresentaram resisténcia a penicilina (Fig.1).

Quanto ao indice de multipla resisténcia a antibioticos (MAR), 96,4% (53/55) dos
isolados de vibrio identificados apresentaram indice MAR superior a 0,22, caracterizando

multipla resisténcia, de acordo com as citagdes de Krumperman (1983).
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VI. DISCUSSAO

De acordo com o descrito por Noga (1996) as vibrioses quando sdo cronicas, apresentam
inflamac¢ao do intestino, como verificado em todas as amostras examinadas.

Shéperclaus (1992) citou uma forma cronica de vibriose com infecgdes localizadas,
principalmente, na pele, musculatura e intestino, ¢ na forma aguda, o desenvolvimento de
eritema e hemorragias nas nadadeiras e em outras partes do corpo. No presente trabalho, ndo
foi possivel estabelecer uma relacdo de dependéncia entre as lesdes e a presenca do vibrio
(P>0,05). Possivelmente, as lesdes tiveram outra etiologia que ndo o vibrio presente ou
podendo ser resultantes de infec¢des anteriores a coleta ou ndo foi possivel isolar o agente
responsavel em decorréncia de possivel uso de antimicrobianos em tratamento prévio.

O principal fator predisponente a vibriose, descrito por Noga (1996), ¢ a alta temperatura.
Aglomeragdes, poluicdo organica e outros fatores estressantes podem potencializar o
aparecimento desta enfermidade. O cultivo de peixes em sistemas com alta biomassa ¢ uma
das causas habituais de problemas patoldgicos, pois provocam variagdes nas concentragoes
de gases dissolvidos devido a respiragdo dos peixes, trocas no pH, maior quantidade de
amonia presente associada a excre¢do, maior quantidade de matéria organica em suspensao,
devido a fezes e restos de comida, o que faz com que algumas populagdes bacterianas
diminuam e outras possam proliferar, algumas podem ser patdgenos oportunistas ou
primarios (Padros, 2007). Os cultivos de onde foram coletadas as amostras eram todos de
sistema intensivo, caracterizado pelo uso de altas densidades populacionais. Ressalta-se que
o estado de Pernambuco se caracteriza por clima tropical atlantico (litoral) e semi-arido
(Agreste e Sertdo), suscitando duvidas quanto a viruléncia dos vibrios isolados, pois estes
foram isolados de orgdos, normalmente, isentos de quaisquer microrganismos, como
encéfalo, figado e rim, além de serem reconhecidamente oportunistas.

De acordo com os relatos de Buller (2004), a grande maioria dos isolados neste trabalho,
ndo ¢ patogénica para peixes, reforcando a idéia de que ndo sdo agentes primarios das lesdes
(Tabela 3). Apesar da maioria dos vibrios isolados serem considerados ambientais, ndo os
isenta de serem agentes etioldgicos responsaveis por manifestacdes clinicas ainda que de
forma secundaria, pois foram encontrados em oOrgdos como cérebro, figado e rim,
demonstrando seu potencial invasor para os peixes. Southgate (1993) citou que a maioria
das bactérias causadoras de doencas em peixes sdo saprofitos e ambientais, sendo
encontradas sobre a superficie corporea ou intestino, com manifestagdo clinica se o animal
sofrer estresse ou na presenca de outras doengas, caracterizando sua acdo como patogénica e

oportunista.
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Ao investigarem a mortalidade de Dicentrarchus labrax em Portugal, através da

identificacdo de agentes bacterianos na pele e na dgua, Saavedra et al. (2004) encontraram
Vibrio spp. em 25% das estirpes, e estas apresentaram 80% de resisténcia a carbexilina e
40% a amoxilina e ampicilina, além de 100% de resisténcia a estreptomicina. Os autores
sugerem que a morbidade deve-se a elevada carga parasitaria e as bactérias presentes nos
peixes examinados.

Ao avaliarem a resisténcia multipla de antibidticos em Vibrio spp. de diferentes
ambientes (estuarino e marinho) na costa indiana, Manjusha et al. (2005) constataram que
83,19% dos isolados de vibrio foram resistentes, sendo 30,3% resistentes a trés diferentes
antibioticos e 55,5% foram resistentes de 4-10 antibioticos, 14,14% foram resistentes a mais
que 10 dos antibioticos e 54% mostraram ter resisténcia multipla. Observaram-se altos
indices de resisténcia aos antibioticos amoxilina, ampicilina, carbenicilina e cefuroxina,
rifampicina e streptomicina, clorafenicol, tetraciclina, clortetraciclina, furazolidina, 4cido
nalidixico, gentamicina, sulfafurazole, trimetroprim, neomicina e amicaxina.

Ao estabelecer o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de vibrios isolados de agua de
viveiro e camarao cultivados, Rebougas (2008), no Ceara, observou maior incidéncia de
resisténcias aos antibiodticos: ampicilina (46,15% e 44,44%), cefatoxina (7,69% e 27,78%) e
tetraciclina (53,85% e 38,89%) para amostras oriundas de agua de viveiro e camardo
respectivamente. A maioria (80,64%) das estirpes de Vibrio spp. isoladas apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos antibidticos testados e um percentual (44%) significativo de
multiresisténcia.

Carneiro et al. (2007) caracterizaram populagdes microbianas em trés distintos sistemas
de cultivos de tilapias (tanque de alvenaria + arragoamento; tanque de terra + arragoamento
e tanque de terra sem arragoamento) sem uso anterior de antibidtico, obtiveram
predominancia da familia Vibrionaceae nos trés sistemas, com elevada resisténcia a
ampicilina e eritromicina, ¢ metade resistentes a tetraciclina. Resisténcia a norfloxacina e
gentamicina ndo foram frequéntes. Do total de amostras, 96% apresentaram resisténcia
simultanea a dois ou mais antimicrobianos. Os antibidticos testados foram: ampicilina,
cefuroxina, cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, nitrofurantoina, norfloxacina,
tetraciclina e sulfonamidas.

A resisténcia de vibrios foi estudada por Saavedra et al. (2004), que encontraram 40% de
resisténcia a amoxilina, superando os porcentuais achados neste trabalho. Manjusha et al.
(2005) observaram altos indices de resisténcia a amoxilina em vibrios isolados de ambientes

estuarino e marinho, assemelhando-se aos resultados observados. Os antimicrobianos
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enrofloxacina e florfenicol e em ordem decrescente, gentamicina, cotrimoxazol
(sulfametoxazol + trimetroprima) se mostraram mais eficazes contra os isolados de vibrio
encontrados.

A mualtipla resisténcia também foi observada por Reboucas (2008), em que 80,64% das
estirpes de Vibrio spp. isoladas mostraram resisténcia ao menos a um dos antibidticos
testados e um percentual significativo de multiresisténcia. Os altos indices de multipla
resisténcia a antimicrobianos € preocupante, pois os isolados sdo considerados bactérias
ambientais, caracterizando sua prévia exposi¢do a estas drogas ou outros fatores (Lima
2004), debilitando sua utilizagdo como recurso terapéutico, para peixes € outros organismos
aquaticos.

A maioria das espécies de vibrios isoladas nao ¢ considerada patogénica para os peixes
(ambientais), mas ainda assim podem representar risco para a saude das tilapias por questao
de oportunismo e do consumidor, principalmente se consumido cru.

A multipla resisténcia apresentada a alguns antibioticos testados ¢ bastante preocupante,
uma vez que podem causar prejuizos a producao de tilapias, ¢ nocivo para o ambiente, €

podem ser para as populagdes que os utilizam como fonte alimentar.
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329 VIII. TABELAS
330 Tabela 1. Lesoes observadas em orgdos externos de tilapias enfermas, procedentes de cultivos comerciais, Pernambuco, Brasil.
Olhos Normais Opacos Exoftalmia Hemorragicos Cegos Ausentes
(%) 75,3 9,6 2,7 8,2 2,7 1,4
Grave perda Leve perda ’ Escurecida
Pele Normal Escoriacdes Hemorragias  Ulceras
de escamas de escamas
(%)
64,4 11,0 6,8 5,5 4,1 5,5 2,7
Branaui Normais Unidas Anémicas Congestas
ranquias
(%) 71,2 12,3 9,6 6,8
Erosdo grave Erosdo Leve
. Normais Deformadas
Nadadeiras ) . ~
sem hemorragia com hemorragia erosao
(%)
52,1 11,0 17,8 17,8 1,4
. Normais Congestos Escoriacdes Deformados Hiperémicos
Opérculos
(%) 63,0 19,2 9,6 4,1 4,1
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331 Tabela 2. Anormalidades verificadas em 6rgdos internos em tilapias enfermas procedentes de cultivos comerciais, Pernambuco, Brasil.
Bago Normal Preto Vermelho Palido Atrofiado Noduloso Aumentado
(%) 37,0 37,0 17,8 2,7 2,7 1,4 1,4
Intestinos Leve inflamacdo Severa inflamagdo
(%) 94,5 5,5
Rim Normal Intumescido Friavel
(%) 94,52 2,74 2,74
Normal Friavel Pélido Noduloso Descolorido
Figado
(%) 54,8 27,4 9,6 5,5 2,7
Gordura Auséncia <50 % =50 % >50 % + 100 %
visceral 12,3 35,6 12,3 30,1 9,6
(o)

332

333




334  Tabela 3. Relagdo entre espécies hospedeiras e organismos. Adaptado de Buller, 2004.
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Espécie de vibrio

Organismo

Relagao

V. mimicus
V. scophthalmi

V. proteolyticus

V. metschnikovii

V. fischeri
V. ordalii

V. natriegens

V. halioticoli

V. diabolicus

V. furnissi

V. cholerae Ol

V. argarivorans

Crustaceos e homem
Rodovalhos jovens
Artémias
Peixes
Rodovalho

Truta e salmdo

Peixes, presente na flora normal de intestinos

Enguias
Homem

Abalone

Patdgeno oportunista
Nao patogénico
Patogeno
Nao patogénico
Patogenicidade dubia
Patogénico

Ambiental

Ambiental
Patogenicidade duvidosa
Patogeno

Patogénicidade desconhecida




,,,,,,,,,,,,,,,,,,
oooooooooooo
000000
........

apias enfermas em cultivos



50

JOURNAL OF THE WORLD AQUACULTURE SOCIETY
Checklist for Manuscript Preparation
. General Instructions
Format manuscripts for 22 x 28 cm (8)2 x 11 inch) or A4 (21 x 30 cm) paper.
Number all pages sequentially.
Number all lines in the text beginning with the title page
Use any standard 12 pt font. Do not use italic, bold, or other non-standard type.
Underline words to be italicized. Do not justify right margins. Indent the first
sentence of all paragraphs.
Double-space throughout, including title page, abstract, literature cited, tables, and
figure legends.
Leave at least a 2.5-cm (1-inch) margin on all sides.
Use metric units of measurement. When needed, English equivalents may be given in
parentheses.
Abbreviations accepted without definition are listed on the inside back cover of the
Journal. Designate temperature as 20 C. Define all other abbreviations the first time
they are used.
Express ratios by using a slant line (e.g., mg/L).
Scientific names should accompany common names in the title and when they are
first mentioned in the abstract and in the text. Authority for scientific names need not
accompany the genus and species unless needed for clarity.
Spell out one to ten unless followed by a unit of measurement (e.g., four fish, 4 kg,
14 fish). Do not begin a sentence with a numeral. Use 1,000 instead of 1000; 0.13
instead of .13; and % instead of percent.
Use the 24-hour clock for dial time: 0830, not 8:30 a.m. Calender date should be day
month year (7 August 1990).
Each reference cited in the text must be listed in the Literature Cited section, and
vice versa.
Literature citations in the text follow the name-and-year system.
1. One author: Jones (1994) or (Jones 1994)
2. Two authors: Smith and Jones (1994) or (Smith and Jones 1994)
3. Three or more authors: Smith et al. (1994) or (Smith et al. 1994)

4. Manuscripts accepted for publication: Jones (in press) or (Jones, in press)



I1.

51

5. Reference to unpublished data or personal communications is strongly
discouraged. If necessary, cite as R. Ishihara (Humboldt State University,
unpublished data) or R. Ishihara (Humboldt State University, personal
communication).

6. Within parentheses, use a semicolon to separate multiple citations of literature
and figures and tables (Smith1991; Jones 1994) (Table 1; Fig. 2). Cite multiple
references within parentheses by year, with the oldest first.

Use “Figure” only to start a sentence; otherwise use “Fig.” or “Figs.” (e.g., Fig. 5;

Figs. 5, 6). Spell out “Table” in all usages.

Assemble the manuscript in this order: title page, abstract page, text, literature

cited, tables, figure legends, figures.

Title Page (Page 1)

Near the middle of the page, type the title of the paper, centered, in capital and lower
case letters (e.g., Acute Toxicity of Copper Sulfate to Channel Catfish Ictalurus
punctatus).

Below the title, type the author(s) names, affiliation(s), and unabbreviated complete
address (es). If the author is currently at another location, include a superscript
number after the name and provide the full present address as a footnote.

In papers written by authors at different addresses, type the name and address of the
first author, the name and address of the second author, and so on.

In multiauthored papers, type “Corresponding author:” and follow with the full
mailing address of the author responsible for correspondence. Type this near the

bottom of the page, but above any footnotes.

ITI. Abstract page (Page 2)

Type the heading “Abstract,” centered, at the top of the page.

Abstract must be one paragraph. Do not cite references or use abbreviations other
than those listed on the back cover of the Journal.

Be concise (normally not more than 3% of the text length) but include why you
did the study, how you did it, the results of the study, and what the results mean.

“Communications” do not have an abstract.

IV. Text (Beginning on page 3 for full papers; on page 2 for Communications)



Follow general instructions in Section 1.

Begin with an introduction that concisely establishes the purpose and importance
of the work. Do not use a heading for this section.

Subsequent sections in the text should include centered headings in capital and
lower case letters. Typical main headings are Materials and Methods, Results,
Discussion, and Acknowledgments. Do not start these sections with a new page.
Second level headings (if required) are centered, in capital and lower case letters,
and underlined. Do not use third level headings.

Acknowledgments should contain grant and contribution numbers. Acknowledge
only those people and institutions that contributed directly to the research or

manuscript quality.

. Literature Cited
Start this section at the top of a new page.
Spell out journal names in full.
Verify all entries against citations in the text.
Verify the accuracy of all entries against the original sources, especially journal
titles, authors, pages, and spelling.
Start the first line of each entry at the left margin and indent other lines.

Alphabetize entries first by the surnames of the senior authors and first word or

52

acronym of corporate authors; second by the initials of senior authors with the same

surname (e.g., Smith, B. F. precedes Smith, J. W.); and third, by the surnames of the

junior authors. Single authored citations precede multiauthored works by the same
senior author regardless of date.

List multiple works by the same authors by date.

Distinguish papers by the same author in the same year by putting lower case letters

after the date (e.g. 1994a, 1994b). Be sure that such date citations within the text

correspond to the dates in the Literature Cited.

The following illustrates some common citation formats.

Journal Article:

Xu, D. and W. A. Rogers. 1993. Oxytetracycline residues in hybrid striped bass
muscle. Journal of the World Aquaculture Society 24:466-472.

Book:



53

Boyd, C. E. 1982. Water quality management for pond fish culture. Elsevier
Scientific Publishing Company, Amsterdam, The Netherlands.

Stickney, R. R., editor. 1986. Culture of nonsalmonid freshwater fishes. CRC Press,
Inc., Boca Raton, Florida, USA.

Article or chapter in a book:

Ward, P. D. 1982. The development of bacterial vaccines for fish. Pages 47-58 in R.
J. Roberts, editor. Microbial diseases of fish. Academic Press, New York, New
York, USA.

Dissertation or Thesis:

Hymel, T. M. 1985. Water quality dynamics in commercial crawfish ponds and
toxicity of selected water quality variables to Procambarus clarkii. Master's thesis.

Louisiana State University, Baton Rouge, Louisiana, USA.

VI. Tables (Continue page numbering)

Start each table on a new sheet.

Double space everything, including title, column headings, and all entries. Do not
reduce type size in an effort to fit the table on one page. Use the same size type as
the text. Print tables broadside, if necessary, to allow adequate margins. In extreme
instances, continue the table on a second page.

Type the table caption at the top of the page. Start at the left margin with the table
number, which should be in arabic followed by a period (e.g., Table 4.). Follow
with the table title using sentence-style capitalization (not title-style).

Place a single horizontal line beneath the table title.

Use single horizontal lines to separate column heads.

Use a single horizontal line to indicate the end of the table.

Do not use vertical lines in the table. I

Indicate footnotes by lowercase superscript letters (a, b, ¢, etc.).

VII. Figure Legend (Continue page numbering)

Put captions on the same page as the figure.

Type the first line at the margin for each entry. Indent other lines. Spell out “Figure’

followed by an arabic number. Use sentence-style capitalization of the caption:



54

Figure 1. Growth of Peneaus setiferus over time at various combinations of water
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- Lettering should be clear and large enough to withstand at least 50% reduction
without becoming illegible. A clean sans serif typeface (such as Helvetica or
Univers) is preferred. Lettering on a figure 20 cm wide should be at least 4.5 mm

high (18-point type) to withstand reduction.

Photographs
- Submit electronic copies of photographs with the initial manuscript submission. Save
files in TIFF or EPS format at 300dpi.resolution or higher.

- The cost of color reproduction must be paid for by the author.

IX. What and Where to Submit
- Completed manuscripts should be submitted online via the website

(http://mc.manuscriptcentral.com/jwas). New users should go to the tab in the

upper right hand corner to “Create an Account”. A User ID and password will be
sent via email within a few minutes. Follow the online directions for submission of

your manuscript.
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