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RESUMO

Objetivou-se caracterizar bactérias do complexo Aeromonas isoladas de Colossoma
macropomum, avaliar a resisténcia a antimicrobianos e promover a discussdo da teméatica no
ambito da sanidade animal, satde publica e do impacto ao meio ambiente. Para a realizagdo do
estudo, foram avaliados 40 exemplares de tambaquis, entre machos e fémeas, em fase de
engorda, oriundos da Ilha do Maranhdo. Em ambiente laboratorial, foram removidos
fragmentos de rim caudal e figado para a pesquisa de Aeromonas spp. com a utilizacdo de
técnicas microbioldgicas padronizadas e de referéncia (cultivo, isolamento, identificagdo
fenotipica) e da reacdo em cadeia da polimerase para a caracterizacdo genotipica dos isolados.
Na sequéncia, os testes de sensibilidade foram realizados pelo método de difusao em disco com
a utilizagdo de 10 antimicrobianos representativos das classes das penicilinas (penicilina G —
10 pg; oxacilina — 1 pg; ampicilina com subactam sodico — 20 pg); cefalosporinas (cefepime —
30 ng; cefoxitina — 30 pg; cefadroxil — 30 pg; e, ceftriaxona — 30 pg); quinolonas (ofloxacina
— 5 png); aminoglicosideos (neomicina — 300 pg); e, macrolidios (azitromicina — 15 pg). Os
isolados foram classificados como sensivel, sensivel com exposi¢do aumentada e resistente aos
principios antimicrobianos avaliados e classificados os fendtipos com resisténcia multipla a trés
ou mais antimicrobianos testados, de classes diferentes. No total foram isolados, no agar
gelatina fosfato sal, 132 isolados de 25 peixes (82,5%; n= 25/40), sendo confirmadas para o
género Aeromonas sp. a totalidade desse isolados, mediante a realiza¢cdo da coloragdao de gram
(cocobastonetes gram negativos) e testes de catalase (100 % positivas) e oxidase (100 %
positivas). Desses isolados, 56,81% (n=75) foram oriundos de figado € 43,19 % (n=57) de rim
caudal. Para confirmagdo fenotipica dessas cepas, foram realizadas 25 provas bioquimicas com
a identificagdo de 114 isolados a nivel de espécie, o que evidencia elevada taxa de identificagao
(86,37 %). Foram identificadas sete espécies de Aeromonas com perfil bioquimico compativel
ao citado em literaturas especializadas nas seguintes frequéncias: A. veronii by veronii (60,53
%), A. caviae (18,42 %), A. sobria (5,56 %), A. schubertii (5,56 %), A. veronii by sobria (5,56
%), A. media (2,63 %) e A. hydrophyla (2,63 %). Os primers desenhados para a detec¢dao de
Aeromonas spp. apresentaram resultados satisfatorios na amplificagdo da PCR, sendo
confirmados 47,37 % (n= 54) dos isolados como pertencentes ao género Aeromonas. As
espécies de Aeromonas spp. identificadas fenotipicamente apresentaram resisténcia
generalizada a penicilina; elevados percentuais de resisténcia a oxacilina, cefepime, cefadroxil
e azitromicina. Os antimicrobianos em que as bactérias apresentaram maior sensibilidade,

foram a ampicilina associada ao sulbactam, neomicina e ofloxacina. Em avaliacdo a resisténcia



multipla a drogas, 34,21 % (n= 39) dos isolados foram considerados fendtipos com resisténcia
multipla. As classes antimicrobianas e antimicrobianos que os isolados apresentaram maiores
percentuais de resisténcia, respectivamente, foram penicilinas e cefalosporinas e, penicilina,
oxacilina e cefadroxil. Para colaborar com o Programa de Sanidade de Animais Aquaticos no
estado do Maranhdo no contexto da sanidade animal, satde publica e meio ambiente, focando
nos resultados obtidos, foram elaborados dois materiais técnicos: (i) um guia orientativo
“Aeromonas em Peixes: o que €? como prevenir” - com a finalidade de levar informacgdes
ilustradas a diferentes publicos intressados na tematica; e, (ii)) um manual orientativo “Acdes
do servico veterinario oficial na cadeia produtiva de animais aquaticos de cultivo” — com a
finalidade principal de nortear as atividades de servidores vinculados a 6rgdo executores de
sanidade agropecudria no tocante a sanidade de animais aquaticos. Conclui-se que a totalidade
das espécies identificadas no estudo sdo consideradas patégenos de animais aquaticos com
potencial zoonoético para seres humanos e que a vigilancia correta das instalacdes de agua,
alimentos e saneamento, com a implementacdo de procedimentos diagndsticos e detecg¢ao
desses agentes ¢ essencial para a prevencdo de infec¢des e surtos. Embora ndo existam
antimicrobianos registrados no Brasil para uso no cultivo de C. macropomum, a resisténcia
antimicrobiana esta presente em isolados de Aeromonas spp. oriundos dos tambaquis da area
amostrada. A multirresisténcia em elevada frequéncia dos isolados de Aeromonas spp. suscita
preocupacao quanto aos cultivos dos peixes amostrados, bem como a saide humana dada a
possibilidade de infec¢des humanas por bactérias multirresistentes. Com, os materias técnicos
elaborados espera-se que as vigilancias ativa e passiva sejam mais efetivas e célere, o que,
invariavelmente, converge para a reducao de casos e surtos de doencas nas criagoes,
contribuindo com a sanidade animal e salvaguardando a satide de peixes, de consumidores e do

meio ambiente.

PALAVRAS-CHAVE: Aeromonadaceae. Piscicultura. Antimicrobianos. Saude tnica.

Vigilancia epidemioldgica.



ABSTRACT

The objective was to characterize bacteria from the Aeromonas complex isolated from
Colossoma macropomum, evaluate resistance to antimicrobials and promote discussion of the
topic within the scope of animal health, public health and the impact on the environment. To
carry out the study, 40 tambaqui specimens were evaluated, including males and females, in the
fattening phase, from Maranhao Island. In a laboratory environment, fragments of the caudal
kidney and liver were removed to search for Aeromonas spp. using standardized and reference
microbiological techniques (cultivation, isolation, phenotypic identification) and polymerase
chain reaction for the genotypic characterization of isolates. Subsequently, sensitivity tests were
carried out using the disk diffusion method using 10 antimicrobials representing the penicillin
classes (penicillin G — 10 pg; oxacillin — 1 pg; ampicillin with subactam sodium — 20 pg);
cephalosporins (cefepime — 30 pg; cefoxitin — 30 pg; cefadroxil — 30 pg; and ceftriaxone — 30
ng); quinolones (ofloxacin — 5 pg); aminoglycosides (neomycin — 300 pg); and, macrolides
(azithromycin — 15 pg). The isolates were classified as sensitive, sensitive with increased
exposure and resistant to the evaluated antimicrobial principles and the phenotypes were
classified as having multiple resistance to three or more antimicrobials tested, from different
classes. In total, 132 isolates from 25 fish (82.5%; n=25/40) were isolated on gelatin phosphate
salt agar, being confirmed for the genus Aeromonas sp. the totality of these isolates, by
performing gram staining (gram negative cocorods) and catalase tests (100% positive) and
oxidase (100% positive). Of these isolates, 56.81% (n= 75) came from the liver and 43.19%
(n=57) from the caudal kidney. For phenotypic confirmation of these strains, 25 biochemical
tests were carried out with the identification of 114 isolates to species level, which shows a high
identification rate (86.37%). Seven species of Aeromonas were identified with a biochemical
profile compatible with that cited in specialized literature at the following frequencies: A.
veronii by veronii (60.53%), A. caviae (18.42%), A. sobria (5.56%), A. schubertii (5.56 %), A.
veronii by sobria (5.56 %), A. media (2.63 %) and 4. hydrophyla (2.63 %). Primers designed
for the detection of Aeromonas spp. presented satisfactory results in PCR amplification, with
47.37% (n= 54) of the isolates confirmed as belonging to the genus Aeromonas. Aeromonas
spp. identified phenotypically showed widespread resistance to penicillin; high percentages of
resistance to oxacillin, cefepime, cefadroxil and azithromycin. The antimicrobials to which the
bacteria showed greater sensitivity were ampicillin associated with sulbactam, neomycin and
ofloxacin. When evaluating multiple drug resistance, 34.21% (n= 39) of the isolates were
considered multiple drug resistance phenotypes. The antimicrobial and antimicrobial classes in

which the isolates showed the highest percentages of resistance, respectively, were penicillins



and cephalosporins and penicillin, oxacillin and cefadroxil. To collaborate with the Aquatic
Animal Health Program in the state of Maranhao in the context of animal health, public health
and the environment, focusing on the results obtained, two technical materials were prepared:
(1) an advisory guide “Aeromonas in Fish: what It is? how to prevent” - with the aim of
providing illustrated information to different audiences interested in the topic; and, (ii) a
guidance manual “Actions of the official veterinary service in the production chain of farmed
aquatic animals” — with the main purpose of guiding the activities of employees linked to the
agricultural health executing body with regard to the health of aquatic animals. It is concluded
that all species identified in the study are considered pathogens of aquatic animals with zoonotic
potential for humans and that correct surveillance of water, food and sanitation facilities, with
the implementation of diagnostic procedures and detection of these agents is essential to the
prevention of infections and outbreaks. Although there are no antimicrobials registered in Brazil
for use in the cultivation of C. macropomum, antimicrobial resistance is present in isolates of
Aeromonas spp. originating from tambaquis in the sampled area. The high frequency of
multidrug resistance of Aeromonas spp. raises concern regarding the cultivation of the fish
sampled, as well as human health given the possibility of human infections by multi-resistant
bacteria. With the technical materials prepared, it is expected that active and passive
surveillance will be more effective and faster, which, invariably, converges to the reduction of
cases and outbreaks of diseases in farms, contributing to animal health and safeguarding the

health of fish, consumers and the environment

KEY-WORDS: Aeromonadaceae. Pisciculture. Antimicrobials. One Health. Epidemiological

monitoring.
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1. INTRODUCAO GERAL

O estado do Maranhao ¢ o segundo maior da federagao brasileira em extensao litoranea
com 640 km de linha de costa, sendo considerado tradicionalmente o principal produtor de
peixes na regido Nordeste, o que lhe confere importante representatividade no cenario nacional
aquicola (Isaac et al., 2006). Em termos produtivos, o Maranhao ¢ o quarto maior produtor de
peixes nativos do Brasil, com producao de 40.800 toneladas, segundo relatorio da Associagao
Brasileira de Piscicultura do ano de 2021 (Peixe BR, 2022).

Contrariamente a situagdo brasileira que tem a Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo)
como a espécie mais produzida, os peixes nativos' no Maranhdo confirmam a caracteristica
peculiar da piscicultura maranhense ¢ a aceitabilidade deles no mercado interno do Estado, com
destaque para o tambaqui (Colossoma macropomum) e seus hibridos (Souza ef al., 2022).

Apesar do potencial maranhense para o desenvolvimento da piscicultura?, muitos
gargalos dificultam que a atividade se desenvolva e se torne mais competitiva, como: (i)
aspectos regulatorios - licencas ambientais; (ii) aspectos economicos - ciclo de producdo longo;
e, (ii1) aspectos técnicos - métodos artesanais e rudimentares de producdo, gestdo inadequada
da atividade, falta de assisténcia técnica e qualificagdo da mao-de-obra e problemas recorrentes
de manejo, este ultimo envolve, sobretudo o manejo sanitario. Logo, o compromisso em
desenvolver a piscicultura no Maranhdo perpassa, fundamentalmente pelo envolvimento do
piscicultor (elo da cadeia produtiva normalmente esquecido), incentivo a novos investimentos,
estimulo a produgdo de conhecimentos, respeitando, sempre, 0 meio ambiente e as populagdes ja
inseridas nessa atividade.

No contexto sanitdrio, surtos de bacterioses constituem um fator limitante para a
piscicultura quando as medidas de biosseguridade® encontram-se comprometidas, afetando a
producdo com consequente queda na produtividade (Tavares-Dias e Martins, 2017; Watts et
al., 2017), desencadeando perdas econdmicas (Figueiredo; Leal, 2008; Turker; Yildirim;
Karakas, 2009; Zamri-Saad et al., 2014), estimadas em em 84 milhdes de dolares/ano (Tavares-

Dias e Martins, 2017).

! Tambaqui (Colossoma macropomum), tambatinga (cruzamento de féma de C. macropomum e macho de
Piaractus brachypomus), curimatd (Prochilodus lineatus), piau (Leporinus freiderici) e pacu (Piaractus
mesopotamicus).

2 Clima propicio para a produgdo de organismos cultivados, diversidade de espécies, disponibilidade de mao-de-
obra e localizagdo estratégica para o escoamento da producao.

3 Conjunto de procedimentos técnicos que tém o objetivo de prevenir, diminuir e controlar, direta ou indiretamente,
os desafios que surgem na produgdo animal frente aos agentes patogénicos.
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As bactérias de interesse para a piscicultura sdo consideradas oportunistas e estdo
presentes na 4gua e no microbioma* dos peixes, podendo desencadear infecgdes e doengas em
um hospedeiro debilitado (Leira ef al., 2016). Embora exista uma diversidade de bactérias com
potencial patogénico para essa classe de vertebrados, Aeromonas spp. adquiriram importancia
pelas altas frequéncias relatadas nos estudos (Suhet et al., 2011; Sebastido et al., 2015).

Bactérias do género Aeromonas sao bastante numerosas e reconhecidas por sua
capacidade hemolitica e de formacdao de biofilmes, caracteristicas que interferem na
patogenicidade da cepa (Sebastido et al., 2015; Pessoa et al., 2019). Sdo reconhecidas 36
espécies de Aeromonas spp., em que pelo menos 19 delas sdo consideradas patégenos
emergentes (PESSOA et al., 2019; Fernandez-Bravo; Figuera, 2020). Entre as espécies,
A. hydrophila se destaca por ser a mais isolada na piscicultura mundial, com
capacidade de infectar diversos hospedeiros (Pessoa et al., 2019). No Brasil, ha registros de
ocorréncia dessa bactéria em tambaquis (C. macropomum) (Gallani et al., 2020; Ledo et al.,
2020;Pessoa et al., 2020).

Para o tratamento de infeccdes bacterianas sdo utilizados antimicrobianos®. No Brasil
para a utilizagdo em peixes, apenas dois farmacos estdo liberados pelo Ministério da Agricultura
e Pecuaria (MAPA), o florfenicol e a oxitetraciclina, porém nenhum deles é permitido para uso
em espécies nativas (Brasil, 2011). Mas, ¢ comum o relato de uso de antimicrobianos ndo
liberados, o que contribui para o desenvolvimento de resisténcia das cepas bacterianas, que
afetam a satide e seguranca da populagdo e do meio ambiente (Pessoa et al., 2019).

Um dos principais agravantes da ameaca representada pelas bactérias € a crescente
resisténcia aos métodos convencionalmente utilizados para seu controle, sendo estes em sua
grande parte antimicrobianos. Comprovadamente, a resisténcia a antimicrobianos (RAM) tem
se mostrado um grande problema em diversos setores de saude humana e animal, sendo os usos
indevido e exacerbado os seus principais determinantes (Martin; Thottathil; Newman, 2015).

No ano de 2001, a Organizagdao Mundial de Satide (OMS) publicou a Estratégia Global
para conten¢cdo de RAM (WHO, 2001), apresentando um conjunto de intervengdes para retardar
o surgimento e reduzir a disseminagdo de micro-organismos resistentes a antimicrobianos.
Quanto a producao animal, o documento abordou a relacao entre o sistema de producao de

alimentos e a disseminacao de resisténcia a antimicrobianos (Silva et al., 2020).

4Conjunto de todos os micro-organismos naturalmente presentes no corpo (ex.: pele, intestino, cavidades oral e
nasal).

5 Substancias de ocorréncia natural, semisintética ou sintética que em concentragdo in vivo exibem atividade
antimicrobiana (matam ou inibem o crescimento de micro-organismos) (Brasil, 2015).
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O crescimento da populagdo mundial® invariavelmente gerou maior demanda por
produtos de origem animal (POAs) e, para suprir tal necessidade, transformagdes ocorreram no
modo de producdo animal com a intensificagdo dos sistemas produtivos, criando um ambiente
propicio a disseminacdo de agentes e doencas infecciosas entre os animais, sendo, entdao, os
antimicribianos utilizados no tratamento, na prevencao de doencas e, também na promog¢ao do
crescimento animal (WHO, 2001). Para Silva et al. (2020), ao considerar a complexidade e a
multicausalidade da RAM, vérias sdao as implicagdes para os setores economicos, incluindo a
agropecuaria. E, as respostas para seu enfrentamento devem integrar os diferentes elos da cadeia

produtiva, bem como a utilizagdo e comercializagdo dos antimicrobianos de forma racional.

1.1 Justificativa e Importancia do Trabalho

A piscicultura ¢ uma das principais atividades aquicolas do Maranhao, apresenta grande
representividade no processo de desenvolvimento economico e social do Estado,
principalmente na renda do pequeno produtor rural. Essa atividade produtiva movimenta a
economia de pequenos municipios, com a geracao de renda e empregos, especialmente na esfera
rural.

Dois aspectos relevantes caracterizam as piscisculturas maranhenses: (i) ocorre em todo
o territdrio maranhense; e, (i1) inexiste um padrdo sanitdrio de produgdo. Pelos aspectos
supracitados, fica evidente que essa atividade aquicola cria oportunidades, mas também hé de
se pontuar que se reveste de grandes desafios, que perpassam pela necessidade de qualificagao
dos pequenos produtores (base da producao maranhense), adequacao dos servigos de assisténcia
técnica e extensdo rural (ATER), aumento da eficiéncia dos sistemas de producdo, além da
melhoria da sanidade nas criagdes. A melhoria desses elementos ¢ essencial para garantir o
crescimento da producao, produtividade e competitividade da piscicultura nacionalmente.

E tdo importante quanto o volume de peixes produzidos ¢ a analise permanente dos

sistemas de criacdo, sobretudo em pequenas propriedades, ndo s6 por sua relevancia na

® A humanidade ultrapassou a marca de sete bilhdes de pessoas no ano 2011 de acordo com a Organizagdo das
Nagdes Unidas (ONU). Ainda segundo essa Organizagao, a populacdo humana pode chegar a 8,5 bilhdes em 2030,
9,7 bilhdes em 2050 e atingir um pico de aproximadamente 10,4 bilhdes durante a década de 2080 e permanecer
nesse nivel até¢ 2100 (FORBES, 2022).
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producdo, mas também, pelo impacto social da atividade, de modo que estas informagdes
possam subsidiar a tomada de decisdes adequadas as realidades social e econdmica locais.

Com o aumento da populagdo maranhense’, comprovado por estatisticas de 6rgdos
oficiais, a demanda por proteina de origem animal segiu a mesma vertente e, para suprir tal
necessidade, a intensificacdo dos sistemas produtivos aconteceu o que pode convergir para um
ambiente propicio a disseminag¢do de agentes infecciosas entre os animais, principalmente
quando o manejo sanitario ¢ negligenciado. Nesse sentido, o presente estudo vem contribuir
com informagdes cientificas para a sanidade de animais aquaticos, especialmente peixes, no
estado do Maranhdo, mas, também nacional e internacionalmente. Mas, também com a satde
publica e com o meio ambiente.

Nesse cenario, destaca-se o alinhamento do trabalho ao Programa de Sanidade de
Animais Aquaticos (PNSAA)® nacional em que se destaca a finalidade do referido Programa:
garantir a sustentabilidade dos sistemas de producdo de animais aquaticos e a sanidade da
matéria-prima obtida a partir dos cultivos nacionais; assegurar a preven¢ao, o controle ¢ a
erradicagao de doencas nos sistemas de producdo de animais aquaticos, contribuir para o
aumento da produtividade e, consequentemente, da oferta de pescado para o abastecimento do
mercado interno e externo. E, também o alinhamento direto ao Programa Nacional de
Monitoramento de Resisténcia a Antimicrobianos em Recursos Pesqueiros’ por meio do
monitoramento epidemioldgico da resisténcia a antibidticos nas exploragdes pecudrias que
cultivam animais aquaticos em territorio nacional.

Adicionalmente, busca-se destacar com este trabalho, a importancia de incorporar a
identificacdo genotipica (teste mais especifico) as metodologias microbiologicas tradicionais
(isolamento e identificacao fenotipica). A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), apesar de ja
utilizada vastamente em estudos, ainda € incipiente no estado do Maranhdo, sobretudo em
estudos que versam sobre bacterioses em peixes. Adicionalmente, estimular o uso de

fragmentos renais e hepaticos como uma opgao viavel em substitui¢ao a fragmentos musculares

"Populagio residente no estado do Maranhdo € de 6.776.699 pessoas, segundoinformagdes do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (Ibge, 2022).

8Instru¢do Normativa MPA n° 04, de 04 de fevereiro de 2015
(https://www.cidasc.sc.gov.br/defesasanitariaanimal/files/2020/02/IN -n°-04-de-fevereiro-de-2015-Aquicultura-
com-Sanidade.pdf)

‘Instrugdo Normativa N° 30, de 30 de dezembro de 2014 (https://www.gov.br/agricultura/pt-br/assuntos/sanidade-
animal-e-vegetal/saude-animal/programas-de-saude-animal/arquivos-programas-
sanitarios/INMPAn30de30.12.2014InstituioPNdeMonitoramentodeResistnciaaAntimicrobianosemRecursosPesq

ueiros.pdf)
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e dgua de lavagem de peixes — materiais normalmente utilizados para isolamento e identificagao
de bactérias nesses organismos.

Nesse sentido, destaca-se que a tese esta alinhada as politicas publicas do estado do
Maranhao, tendo como diretriz o fortalecimento da implementacdo da Agenda 2030, que
instituiu os Objetivos do Desenvolvimento Sustentdvel — ODS, com destaque aos objetivos 1 e
2: acabar com a fome, alcancar a seguranca alimentar ¢ melhoria da nutricdo e promover a
agricultura sustentavel e, ¢ vem subsidiar a publicagdo de informagdes que possam colaborar
com a sanidade de peixes e a saude publica que poderdo ser utilizadas mundialmente,
contribuindo assim com o desenvolvimento sustentavel do Estado, a geracdo de emprego e

renda aos produtores.

1.2 Hipotese Cientifica do Trabalho

O crescimento da piscicultura intensiva maranhense, aliado a incipiéncia de medidas de
biosseguridade nos cultivos, fundamentam a hipdtese de que os peixes cultivados, podem
albergar bactérias do complexo Aeromonas spp. multirerristentes, o que converge para a
necessidade de estudos com vistas a mitigacao de surtos e a implementacao de programas de

monitoramento preventivo.

1.3 Objetivos

1.3.1 Geral

. Caracterizar bactérias do complexo Aeromonas isoladas de Colossoma macropomum,
avaliar a resisténcia a antimicrobianos e promover a discussao da tematica no ambito da

sanidade animal, satide publica e do impacto ao meio ambiente.
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1.3.2 Especificos

. Avaliar a presenca de Aeromonas sp. em C. macropomum oriundos de cultivos da Ilha
do Maranhao.

. Identificar, por meio de testes genotipicos e fenotipicos, espécies de Aeromonas sp. em
tambaquis, potencialmente patogénicas ao homem e aos peixes.

. Avaliar a suscetibilidade de isolados de Aeronomas em C. macropomum, oriundos de
cultivos da Ilha do Maranhao.

. Determinar o quantitativo de Aeromonas spp. com resisténcia multipla a drogas (MDR).

. Propor dois materiais técnicos como acdo extensionista, no sentido de produzir
conhecimento intra e extramuros da academia.

. Promover a discussdo do impacto dos resultados a serem obtidos (identificacdo
fenotipica e genotipica e, resisténcia antimicrobiana) no dmbito da sanidade de peixes,

saude publica e do impacto ao meio ambiente.

1.4 Estrutura do Trabalho de Qualificacio de Doutorado

Este documento de qualificacdo encontra-se estruturado em oito (08) capitulos:

. Capitulo I: refere-se a introducdo geral do trabalho, na qual esta incluida a justificativa
e importancia do trabalho, a hipdtese cientifica do trabalho, além dos objetivos geral e
especificos.

o Capitulo II: Encontra-se a revisdo de literatura do trabalho fundamentada nos pontos
centrais da tese: (1) piscicultura no Brasil e no Maranhao; (i1) aspectos gerais de doencgas
em peixes; (iil) género Aeromonas; e, (1v) antimicrobianos na aquicultura.

o Capitulo III: ¢é apresentado um artigo intitulado “Featuring of Aeromonas spp.
isolated from tambaqui (Colossoma macropomum) grown under semi-intensive
production system, submetido & Revista Latin American Journal of Aquatic
Research!'®, ISSN 0718-560X, Qualis Capes no quadriénio (2017-2020) B2 — 4rea
Medicina Veterinaria — e, Fator de Impaco JCR 1,00.

Ohttps://www.lajar.cl/index.php/rlajar
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o Capitulo IV: encontra-se o artigo publicado na revista Ambiente & Agua (ISSN: 1980-
993X, Qualis Capes no quadriénio [2017-2020] A4 — aréa Medicina Veterinaria) com o
titulo “Antimicrobial resistance profile of Aeromonas spp. isolated from tambaqui
fish (Colossoma macropomum)”'!,

. Capitulo V: ¢ apresentado o guia orientativo “Aeromonas em Peixes: o que é? como
prevenir?” publicado pela Editora Eduema, com ISBN digital (978-85-8227-437-8).

. Capitulo VI: consta o manual orientativo “A¢des do Servi¢o Veterinario Oficial na

Cadeia Produtiva de Animais de Aquaticos de Cultivo” produgdo técnica conjunta

com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecudria do estado do Maranhao (Aged-MA).

o Capitulo VII: a apresentadas a conclusao geral da tese.
. Capitulo VIII: constam as consideragdes finais do trabalho de doutoramento.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piscicultura no Brasil e no Maranhao

A aquicultura, dentre as cadeias de producdo de proteina animal, vem se destacando
com crescimento rapido nos ultimos anos, contribuindo de forma relevante para a geracao de
emprego e renda, o que resultou na reducao dos indices de pobreza e fome em diversas partes
do mundo. De acordo com a Organizacdo das Nag¢des Unidas para a Alimentacdo e a
Agricultura (FAO, 2020), dentre as diversas atividades aquicolas, a piscicultura ¢ uma pratica
milenar e, na atualidade considerada uma atividade produtiva em franco desenvolvimento.

A piscicultura no Brasil é desenvolvida, principalmente em aguas interiores € tem se
expandido conformes evidenciam estatisticas oficiais. No ano de 2020, por exemplo, o cultivo
nesse ambiente, cresceu 16 % em relagdo a 2019, passando de 61.371 toneladas para 71.512
toneladas. Quase toda a producdo vem de reservatorios de hidrelétricas (UHE) nas bacias do
Tocantins-Araguaia, Parand e do S@o Francisco (Brasil, 2021). Segundo dados do Estado
Mundial da Pesca e Aquicultura (FAQO, 2016), 60 % dos peixes para o consumo humano virao
da piscicultura (producao em cativeiro) até 2030, uma producao que vem superando a pesca em
54 %.

Quanto ao cultivo, Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) € a espécies mais importante
entre os peixes cultivados no Brasil. De acordo com a Associacao Brasileira da Piscicultura -
(Peixe BR, 2020), a producao dessa espécie apresentou crescimento de 12,5 % em relagdo a
2019, com 486.155 toneladas produzidas em 2020, representando 66,6 % da produgao brasileira
de peixes cultivados. Com relagdo as espécies de peixes nativos, a producdo em 2020 foi de
34,7 % com destaque para o Colossoma macropomum (tambaqui).

No cenario de crescimento nos ultimos anos da piscicultura no Pais, o estado do
Maranhdo merece destaque, pois, nos ultimos cinco anos, acumulou crescimento de 97,5 %,
partindo de uma produgado de 24.150 toneladas no ano de 2016 para alcangar 47.700 toneladas
em 2020, ganhando posicao de destaque na cadeia produtiva nacional (Peixe BR, 2020-2021).

Dados apresentados pela Peixe BR em 2018 mostraram que o Maranhdo ¢ o maior
produtor de peixes nativos da regido Nordeste. A produ¢do de peixe vindo da piscicultura
maranhense atende, principalmente os estados vizinhos, como Para, Tocantins e Piaui. Quanto

a produtividade, Senador La Rocque € responsavel pela maior quantidade de peixes produzidos,
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com 32 % dos peixes comercializados pelo Maranhdo. A posicao de destaque desse Municipio
se deve ao nimero de propriedade de piscicultura. Em cidades vizinhas como Imperatriz, o
cultivo e comércio de muitas espécies da piscicultura apresentam representatividade no
comércio dentre eles estdo o C. macropomum - espécie ndo nativa na regiao — e, Colossoma
brachypomum (caranha) - espécie nativa (Barbosa; Viana; Queiroz, 2020).

Segundo a Secretaria de Agricultura, Pecuaria e Pesca do Maranhao (Sagrima), alguns
municipios como Estreito, Balsas, Imperatriz estdo entre os maiores produtores de peixes em
cativeiro do Estado. Em relagdo a valores da producdo na piscicultura maranhense, o
predominio dos Municipios da Baixada Maranhense e do noroeste do Estado, como Igarapé do
Meio e Matinha, representaram 15,2 % da produgao estadual com valores de aproximadamente
30,5 milhdes de reais no ano de 2018 (Maranhao, 2019).

Devido ao crescimento da atividade, a piscicultura tem garantido espaco como
alternativa de renda na zona rural, tal fato se deve as disponibilidades edafoclimaticas propicias
que a regido do estado do Maranhdo possui o que leva a prospectar que a criagdo de peixes
possa dar importante contribuicdo para alavancar a geracdo de emprego e renda na Regido

(Barros; Martins; Souza, 2018).

2.2 Aspectos Gerais de Doencas em Peixes

A producdo de peixes vem aumentando, e de igual forma, o nimero de casos de
doengas também tende a elevar. Dessa forma, o produtor se depara com entrevaes para
encontrar diagndsticos precisos para as doencas que acarretam a mortalidade de praticamente
toda a produgdo. Ademais, o uso desordenado de antibidticos e outras drogas causa o
aparecimento de espécies mais resistentes de micro-organismos e o numero de pesquisas sobre
vacinas tem apresentado um crescimento significativo nos ultimos anos, porém sem grandes
sucessos (Leira ef al., 2016). Para Danziger (2018), os principais problemas relacionados a
patdgenos de peixes tropicais estdo atrelados, normalmente a falta de medidas profilaticas,
falta de conhecimento ao manusear as espécies e suas exigéncias nutricionais e a ma qualidade
genética dos peixes reprodutores.

O pescado possui uma microbiota que ¢ influenciada pela natureza de seu habitat e
variagdo de temperatura (Cartonilho; Jesus, 2011). Além disso, fatores como tempo de
armazenamento e refrigera¢do inapropriados, manipulacdo e beneficiamento inadequados

podem favorecer a proliferacdo de micro-organismos (Subasinghe et al., 2012). O pescado
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vivo apresenta bactérias, principalmente na pele, branquias e escamas, que passam aos demais
tecidos ap6s a morte em caso de falhas no abate. Esses fatores podem estar presentes em toda
a cadeia de processamento, desde a captura ou despesca, passando pelo ponto de venda até a
mesa do consumidor, tornando-se um risco para a saude, principalmente de quem o consome
cru (Cartonilho; Jesus, 2011).

As contaminagoes indesejadas podem ocorrer pela baixa qualidade sanitaria no cultivo
dos peixes, por condi¢des inadequadas de higiene em fases do abate e pela distribuicao
incipiente de plantas frigorificas (Rocha et al., 2013). Diante disso, a legislagao vigente impoe
limites a presenca de micro-organismos, patogénicos ou deterioradores, para garantir a

seguranga da matéria-prima ¢ a qualidade desse tipo de alimento (Farias; Freitas, 2008).

2.3 Caracteristicas do Género Aeromonas

As bactérias do género Aeromonas sdo classificadas, quanto a temperatura de
multiplicagdo e a motilidade, em dois grupos. No primeiro grupo, estdao incluidas as espécies
heterogénicas mesofilas e patogénicas para o ser humano e para peixes, como a 4. hydrophila,
A. caviae, A. sobria, entre outras. Essas sdo espécies moveis, com temperatura de
multiplicagdo na faixa entre 5 a 45 °C, com a temperatura 6tima de 28 °C. O segundo grupo ¢
formado por bactérias imoveis psicrofilas que nao se multiplicam a 37 °C e composto pelas
espécies A. salmonicida. Ambas as espécies ndo se multiplicam em temperaturas menores que
22 e 25 °C. A. salmonicida nao € patogénica para o homem, porém causa furunculoses em
peixes (SILVA et al., 2014).

O género Aeromonas estd associado a ambientes aquaticos. Cepas dessa bactéria sdo
isoladas de rios, lagos, 4gua do mar (estudrios), tanques de piscicultura, todos os tipos de dgua,
de potavel a subterraneas. Sao encontradas também em aguas residuais e esgoto (Carnahan;
Joseph, 2005; Janda; Abbott, 2010; Martino ef al., 2011).

Virios estudos tém relatado a presenca de Aeromonas sp. em aguas potaveis, marinhas,
fluviais, tanques de piscicultura e, principalmente em aguas de sistemas de distribuicao para
consumo, configurando-se com um problema grave de saude publica, visto que essa bactéria
¢ considerada um indicador de qualidade ambiental e patogénicas para o homem. Outros
estudos tém indicado que mesmo algumas estirpes de Aeromonas podem sobreviver em
variagoes climdticas e diferentes condicdes fisico-quimicas da agua (Janda; Abbott, 2010;

Silva et al., 2014).
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Diversos sdo os fatores relacionados ao desenvolvimento de infec¢do por Aeromonas,
sendo a 4dgua e o alimento importantes veiculos. Estudos tém demonstrado os alimentos de
origem animal como um dos principais fatores que contribuem para a infec¢do por espécies
patogénicas para ser humano (Ottaviani ef al., 2011).

A primeira vez que o género Aeromonas foi considerado um patégeno humano foi em
1954, em um ataque fulminante de miosite, a partir do qual foi isolado o agente do sangue,
pulmdes, figado, baco, urina, fluido cefaloespinhal (Parker; Shaw, 2010; Von Graevenitz,
2007 apud Teodoro, 2021). Todavia, na contemporaneidade, ja foi reportado como causador
de gastroinfecgdes e de infecgdes extraintestinais (lesdes cutaneas, infec¢des respiratorias,
sanguineas e do trato urogenital, septicemia etc.) (Igbinosa et al., 2012; Janda; Abbott, 2010,
apud Teodor, 2021).

As Aeromonas spp. sdo agentes patogénicos para seres humanos, tendo a 4gua como
um veiculo de contaminacdo para peixes e seres humanos. Esses micro-organismos siao
frequentemente isolados de aguas tratadas, dguas estuarinas e praias, mas, também em aguas
contaminadas com esgoto bruto e lama (Cantas ef al., 2012). Esses organismos sdo tolerantes
a alta salinidade e concentragdes de cloro (Ghenghesh ef al., 2008),

Dentre as espécies veiculadas por peixes contaminados, 4. hydrophila pode ser causa
de infecgdes fatais para humanos (Del Castillo et al., 2013). Como doenga de transmissao
hidrica e alimentar, a infecdo por essa espécie, em particular, determina osteomielite,
meningite, septicemia e infec¢des da pele e do trato urindrio, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (Cantasa et al., 2012). A. caviae, A. hydrophila e A. sobria estao
associados a diarreia em criancas (Qamar ef al., 2016). Portanto, ¢ imperativo a qualidade
microbiologica de peixes utilizados na alimentagdo (Herrera ef al., 2006).

Infecgdes humanas por Aeromonas spp. se desenvolvem frequentemente em pessoas
imunocomprometidas para as quais a bacteremia pode ser uma ameaga severa a vida (Igbinosa
et al., 2012). Em pessoas saudaveis, os sinais clinicos mais comuns da infec¢do incluem
inchago localizado da ferida e gastroenterite (Sood; Nerurkar, 2014).

As espécies de Aeromonas mais citadaa, na microbiologia médica, como sendo
causadoras de gastroenterites sdo: A. caviae, A. dhakensis, A. veronii e A. hydrophila, mas essa
ocorréncia pode variar de acordo com o pais (Hoel; Vadstein; Jakobsen, 2019; Fernandez-
Bravo; Figueras, 2020, apud Teodoro, 2021). Zhou et al. (2019), em um estudo
epidemioldgico realizado, no periodo de 2015 a 2017, em 115 amostras clinicas provenientes
do hospital geral de Pequim na China, descreveram que as espécies mais prevalentes em

amostras de infec¢des intestinais foram: 4. caviae (43,9%), A. veronii (35,7%) e A. dhakensis
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(12,2%). J4, as mais prevalentes em infecgdes extraintestinais foram a 4. hydrophila (29,4%),
A. caviae (29,4%) e A. dhakensis (23,5%).

No Brasil, houve relato do envolvimento de Aeromonas em um surto de diarreia aguda,
no ano de 2004, na cidade de Sao Bento do Una - Pernambuco, um municipio com saneamento
basico precario. Foram registrados 2.170 casos de diarreia no periodo de janeiro a julho; 582
coproculturas foram realizadas no periodo de marco a junho desse ano, nas quais, 145 (25%)
114 eram Aeromonas, com a identificacao das espécies, A. caviae, A. veronii biovar sobria ¢
A. veronii biovar veronii (Hofer et al., 2006). Tempos depois, Silva et al. (2017) realizaram
uma nova classificagdo das espécies, por meio de analise filogenética pautada no alinhamento
dos genes 16S rRNA e gyrB, das amostras provenientes deste surto e verificaram a seguinte
prevaléncia: 4. caviae (64,1%), A. veronii (17,5%), A. aquariorum (10,7%), A. trota (3,9%),
A. hydrophila (1,9%) e A. jandaei (1,9%). Esses ultimos resultados foram comparados com os

obtidos de amostras de agua (também coletadas no mesmo periodo do surto) que revelaram a

identificacdo de 4. caviae (81,3%) e A. hydrophila (12,5%).

2.3.1 Taxonomia

A taxonomia do género ¢ complexa e alvo de constantes alteragdes, sendo que o
nimero de espécies reconhecidas tem aumentado. O género Aeromonas era anteriormente
dividido de acordo com a 7* edicdo do Manual Bergey’s (Popoff, 1984) em dois subgrupos e
classificados dentro da familia Vibrionaceae. As espécies moveis, incluiam A. hydrophila, A.
caviae ¢ A. sobria e, as imoveis, formadas pelas espécies A. salmonicida, subespécies
salmonicida, achromogenes € masoucida.

No entanto, novos estudos evidenciaram a existéncia de formas atipicas e viu-se entao
a necessidade de uma nova classificacao das espécies (Joseph; Janda; Carnahan, 1988). Entao
foi proposta a classificagao do género em cinco espécies: A. hydrophila, A. caviae, A. sobria,
A. veronii e A. media (Janda; Duffley, 1988). Porém, de a classifica¢do anterior considerar,
apenas, quatro espécies: A. hydrophila, A. caviae, A. veronii agrupando A. sobria e
acrescentando a espécie A. jandaei.

Subsequentemente novas espécies foram descobertas e incluidas no género Aeromonas
ao longo dos ultimos anos. Segundo Galbis et al. (2002), havia sido definidos para o género
Aeromonas dezessete grupos de hibridizagdo a partir de estudos DNA-DNA: A. hydrophila
HG1, A. hydrophila-like HG2, A. salmonicida HG3, A. caviae HG4, A. media HGS, A.
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eucrenophila HG6, A. sobria HG7, A. veronii biovar sobria HGS, A. jandaei HGY, A. veronii
biovar veronii HG10, unnamed (Aeromonas sp.) HG11, A. schubertii HG12, unnamed HG13,
(grupo entérico 501), 4. trota HG14, A. allosaccharophila HG15, A. encheleia HG16 ¢ A.
popofii.

As espécies A. salmonicida e A. media pertencem a um segundo grupo e sio
caracterizadas como imoveis e psicrofilas. 4. media € incapaz de se multiplicar a 37°C e 4.
salmonicida em temperaturas menores que 22 ¢ 25 °C. Esta ultima nao ¢ patogénica para o ser
humano, no entanto, causa furunculose em peixes marinhos, ¢ dificil de ser detectada e nao ¢
encontrada em aguas superficiais (Popoff, 1984; Rodrigues; Ribeiro, 2004; Amador, 2007).

De acordo com o Taxonomic Outline of the Prokaryotes, Bergey's Manual of
Systematic Bacteriology, o género Aeromonas encontra-se classificado na ordem
Aeromonadales, familia Aeromonadaceae ¢ inclui dezesseis espécies € onze subespécies: A.
allosaccharophila, A. bestiarium, A. caviae, A. culicicola, A. encheleia, A. enteropelogenes,
A. eucrenophila, A. ichthiosmia, A. jandaei, A. media, A. popolffii, A. schubertii, A. sobria, A.
simiae, A. trota, A. veronmii, A. hydrophila subsp. hydrophila, A. hydrophila subsp.
anaerogenes, A. hydrophila subsp. dhakensis, A. hydrophila subsp. ranae, A. puctata subsp.
punctata, A. puctata subsp. caviae, A. salmonicida subsp. salmonicida, A. salmonicida subsp.
achromogenes, A. salmonicida subsp. masoucida, A. salmonicida subsp. pectinolytica, A.
salmonicida subsp. smithia (Garrity; Bell; Lilburn, 2004).

Mais recentemente foram reconhecidas 31 espécies do género aeromonas e 12
subespécies. As espécies comumente relacionadas a patologias em humanos sao 4. veronii, A.

caviae € A. hydrophila (Tavares; Cereser; Timm, 2014).

2.3.2 Fatores que interferem no crescimento de Aeromonas spp.

A sobrevivéncia da bactéria no ambiente depende de fatores ambientais, fisicos e
quimicos, como a temperatura, pH e salinidade da 4gua, além da incidéncia de radiagdo
ultravioleta e disponibilidade de nutrientes. A maioria das espécies cresce bem a 37 °C, mas a
temperatura 6tima de crescimento variando de 22 °C a 28 °C e pH entre 5,5 ¢ 9,0 (Janda;
Abbott, 2010).

O género Aeromonas inclui espécies capazes de crescer em temperaturas que variam
de 0 °C a 45 °C. Algumas linhagens de 4deromonas apresentam crescimento em temperaturas

entre 0 °C a 5 °C, enquanto outras crescem em temperaturas mais elevadas entre 40 e 45 °C
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(Jay, 2005). Espécies deste género estdo presentes naturalmente em diversos alimentos e sdo
capazes de se multiplicar em um periodo de 7 a 10 dias quando estocados a 5° C. Cepas
isoladas de espécimes clinicos sdo capazes de crescer a temperatura de refrigeracao, sendo
também observada a capacidade de produg¢do de enterotoxinas e hemolisinas nessa
temperatura. As espécies moveis de Aeromonas estao relacionadas a patogénicas no homem e
crescem em temperaturas que variam de 10 °C a 42 °C, com 6timo de crescimento a 28 °C
(Kirov, 2001; Martins; Marquez, Yano, 2002).

Aeromonas spp. apresentam crescimento em valores de pH entre 5,5 a 9,0, sendo
sensiveis a pH inferior a 5,5. Nao toleram concentragdo salina superiores a 5 % de NaCl. A
tolerancia ao pH e concentrag@o salina varia com a temperatura de crescimento. Alimentos
estocados a baixas temperaturas com concentragdo de 3 a 3,5% de NaCL e valores de pH
inferior a 6,0 inibem o seu crescimento. Para a temperatura de crescimento a 28 °C, as bactérias
crescem na concentragdo salina de 4% de NaCl, sendo esta tolerancia diminuida quando a
temperatura ¢ de 5 °C (Adams; Moss, 1995; Kirov, 2001; Franco; Landgraf, 2005).

Os acidos acético, tartarico, latico, sulfurico e hidrocloridrico sdo efetivos para
restringir o crescimento de Aeromonas. Os polifosfatos também podem controlar seu
desenvolvimento em certos alimentos. A utilizacdo de polifosfatos em combinagdo com outros
fatores que restringem o desenvolvimento de Aeromonas spp., tais como pH abaixo de 5,0 e

concentra¢do de NaCl acima de 3,5 %, tem uma maior eficiéncia (Kirov, 2001).

2.3.3 Fatores de viruléncia

O género Aeromonas apresenta um variado arsenal de fatores de viruléncia, sendo que
esses produtos ou estratégias potencializam a capacidade de causar doenga e sdo de suma
importancia na colonizacdo, estabelecimento do micro-organismo € posterior
desencadeamento da infec¢do no hospedeiro. As infec¢des causadas por Aeromonas spp.,
usualmente se iniciam mediante a ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados ou por
exposi¢do a agua ou solo contaminados. Entre os grupos mais suscetiveis ao desenvolvimento
de infecgdes causadas por essas bactérias estao as criangas € os individuos imunossuprimidos
(Fernandez-Bravo; Figueras, 2020).

A viruléncia de Aeromonas ¢ complexa e de origem multifatorial, principalmente
ligada aos componentes estruturais responsaveis pela adesdo, motilidade, colonizagdo

bacteriana e escape do sistema imune do hospedeiro; producdo de toxinas, citotoxinas e
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endotoxinas; proteinas extracelulares como amilase, quitinase, elastase, aerolisina, nuclease,
gelatinase, lecitinase, lipase e proteases; sistema de secre¢do e aquisicao de ions metalicos,
como por exemplo o Fe™ (Fernandez-Bravo; Figueras, 2020).

O mecanismo de patogenicidade de Aeromonas sp. € complexo e ainda ndo foi muito
bem esclarecido. A viruléncia é considerada multifatorial. As aeromonas produzem varios
produtos extracelulares biologicamente ativos, tais como: hemolisinas (aerolisinas),
citotoxinas, enterotoxinas, proteases, leucocidinas, fosfolipases, elastases, DNAses, adesinas
e, ainda, colinesterases e endotoxinas. A capacidade de produzir diversos fatores de viruléncia
contribui para a patogénese da doencga ocasionada por esse grupo bacteriano (Trabulsi;
Alterthum, 2005). Dentre os fatores conhecidos destacam-se as enzimas extracelulares, as
exotoxinas, endotoxinas (lipopolissacaridica), sider6foros, hemolisinas, camada-S, invasinas

e adesinas (Chopra; Houston, 1999).

2.3.3.1 Enzimas extracelulares

Bactérias sdo frequentemente produtoras de enzimas extracelulares, como quitinases,
lipases, proteases, amilases, nucleases, enolases, colagenases e gelatinases. Tais enzimas tém
importante papel ndo s6 na adaptacdo bacteriana ao meio ambiente em que estd inserida, mas
também contribuem para a viruléncia (Fernandez-Brav; Figueras, 2020). Lipases promovem
o dano celular, como a glicerofosfolipidio: colesterol aciltransferase (GCAT), uma enzima que
atua nos lipideos de membrana e levam a lise celular. Essa enzima ¢ considerada um dos
fatores de viruléncia mais letais presentes em A. salmonicida (Pessoa et al., 2019; Fernandez-
Bravo; Figueras, 2020).

Para as varias enzimas extracelulares produzidas por Aeromonas destacam-se as
proteases, as DNases, as lipases, as elastases, as amilases, as lecitinases e as gelatinases. Ainda
nao foram determinadas suas fungdes nos mecanismos de viruléncia, mas sabe-se que as
proteases podem contribuir para a patogenicidade, causando danos diretos aos tecidos ou
aumentando a capacidade de invasdo. J4 as lipases, representadas pela
glicerofosfolipideocolesterol-aciltransferase (CGAT), t€ém a propriedade de provocar a lise da

membrana celular e de eritrécitos (Merino et al., 1995; Kirov, 2001).
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2.3.3.2 Enterotoxinas

A producao de enterotoxinas também ¢ outra caracteristica importante para a viruléncia
e patogenicidade de Aeromonas. Resumidamente, as enterotoxinas de Aeromonas podem
apresentar efeito citotoxico, como o produto dos genes act, hylA e aerA, ou citotdénico, como
por exemplo, os produtos dos genes alt e ast. O efeito citotoxico atua promovendo o dano nas
células a nivel de epitélio intestinal, levando a degradagdao das microvilosidades intestinais e
atividade hemolitica. Por outro lado, as enterotoxinas que produzem um efeito citotonico nao
geram de fato um dano celular e estdo ligadas ao aumento da produgdo de muco pelo epitélio
intestinal (Chopra; Houston, 1999).

As enterotoxinas citotonicas t€m peso molecular de aproximadamente 15kDa, estudos
demonstraram a capacidade de provocar arredondamento das células da adrenal de
camundongos sem provocar sua lise, sdo inativadas quando aquecidas a 60 °C por 20 minutos
e estaveis se o aquecimento for a 56 °C por 10 min. Ja as enterotoxinas citotdxicas causam o
engurgitamento das células e a morte do tecido celular e podem estar associadas a atividade
hemolitica assim com a toxina colérica. Em temperaturas de 4 °C podem ser produzidas por
algumas cepas de deromonas (Eley; Geary; Wilcox, 1993; Franco; Landgraf, 2005).

A maioria das cepas de Aeromonas produzem aerolisina, uma enterotoxina termolabil,
B-hemolitica e citotoxica com peso molecular de 52kDa (Franco; Landgraf, 2005; Jay, 2005).
Dentre as espécies de Aeromonas spp., A. sobria é considerada mais virulenta que A.
hydrophila. Esse fato foi comprovado a partir da produg¢ao de citotoxinas e outras exoenzimas
em camundongos, causando alta letalidade. Essa espécie ainda apresenta maior capacidade de

invasao e adesao que A. hydrophila (Daily et al., 1981).

2.4 Isolamento de Aeromonas sp.

Diferentes meios de cultura tém sido utilizados para o isolamento de Aeromonas spp.
a partir de alimentos. Muitos meios usam carboidratos como agente diferencial e ampicilina
ou penicilina como agentes seletivos. O dgar amido ampicilina (SA) elaborado por Palumbo
et al. no ano de 1985 tem sido muito utilizado para este fim, pois seleciona uma alta taxa de
colonias presuntivas confirmadas para o género. Outros meios também tém sido usados, como:
agar xilose-desoxicolato citrato, 4gar Maconckey manitol-ampicilina, 4gar Maconckey xilose-

ampicilina, agar sangue com ampicilina, agar peptona extrato de carne glicogénio, o meio
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Rimler-Shotts, o meio Rimler-Shotts modificado, o 4gar verde brilhante com sais biliares, o
agar Maconckey e dgar Wagatsuma modificado (Krovacek et al., 1992).

Em um estudo comparativo nenhum meio de cultura empregado unicamente resultou
em um crescimento efetivo de Aeromonas. Em funcao disso, combinagdes de diferentes meios
e métodos de isolamento, sdo frequentemente empregados. As combinagdes sdo realizadas por
meio de revestimento direto, filtragdo por membrana ou testes de tubos multiplos para
determinar os niimeros mais provaveis. O método de filtragdo por membrana foi autenticado
para o isolamento de A. hydrophila de amostras de agua potavel (Abbott; Cheung; Janda,
2003).

Viarios meios de cultura de enriquecimento foram avaliados para a recuperagdo de
Aeromomas em alimentos. E recomendado utilizar Agar de Ampicilina de Amido (SAA) e
Agar Verde Brilhante de Inositol e Sais Biliares (BIBG) com enriquecimento inicial em agua
de peptona alcalina ou caldo de triptose contendo ampicilina (TSB-30, ampicilina 30mg/L),
simultaneamente com meios comercialmente disponiveis como meio base de Aeromonas
(meio Ryan) (Mcmahon; Wilson, 2001).

Tsai et al. (1997) testaram meios de cultura de diferentes composigdoes, além de outros
fatores como temperatura, pH, concentracdo salina e oxigénio dissolvido na produgdo de
hemolisinas e citotoxinas por Aeromonas hydrophila isoladas de amostras de ostras. Os meios
testados foram: caldo infusdo cérebro coracao (BHIB), caldo extrato de levedura casamina
(CAYEB), caldo nutriente (NB) e caldo de soja e tripticaseina (TSB) e foi observado que em
todos os meios a taxa de crescimento apresentou-se semelhante, contudo, os niveis na
producdo de toxinas foram diferentes. O meio BHIB apresentou melhor producdo de
hemolisinas e citotoxinas € o NB detectou menor producao.

Uma alternativa aos meios de cultura tradicionalmente utilizados sdo os meios de
culturas prontos para uso. No mercado estdo disponiveis meios cromogénicos (substratos
enzimaticos sintéticos) que imitam um substrato utilizado por bactérias. Estudos tém
demonstrado a eficiéncia destes meios na identificacao direta de bactérias isoladas de amostras
clinicas, tendo a confirmacdo de 99,3 % das amostras investigadas posteriormente por provas

bioquimicas (Oliveira et al., 2006).
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2.5 Aeromonas em Peixes

As bactérias do género Aeromonas sao muito comuns no ambiente, predominantemente
nos ambientes aquaticos e fazem parte da microbiota normal de organismos aquaticos. Sao
patdgenos oportunistas e podem causar enfermidades em animais pecilotérmicos e
homeotérmicos, inclusive no homem, sendo consideradas importantes patdogenos de peixes (Yu
et al., 2005).

Infecgdes por A. hydrophila em peixes no Brasil, estd normalmente associada a quadros
de septicemia hemorragica, sendo a manifestagdo mais comum e importante da enfermidade.
Tal infeccdo estd relacionada a um quadro de infeccdo generalizada acometendo,
principalmente rins, figado, bago, branquias, musculatura esquelética e cérebro. Ademais,
sinais clinicos de letargia, anorexia, branquias palidas e melanose sdo observadas inicialmente
e com a evolucdo do quadro clinico, podendo ser observada hiperemia, petéquias e hemorragia
na pele, boca e base das nadadeiras, bem como, ascite, exoftalmia e nata¢do. O quadro de
septicemia e a sintomatologia nervosa podem ser confundidos com os sinais clinicos
ocasionados por infec¢des por Streptococcus sp., sendo necessario um diagndstico laboratorial
mais preciso para determinar o agente etioldgico envolvido no surto (Figueiredo ef al., 2014).

Os sinais clinicos observados em peixes acometidos por Aeromonas spp. sao tipicos de
uma septicemia bacteriana e, para fechar o diagnostico, € necessario associar os sinais clinicos
e achados laboratoriais. A observacdo geral revela peixes com natacdo lenta e posicionando-se
nas areas mais rasas dos viveiros, anorexia (redu¢do na ingestdo de ragdo) e a inspecao nos
animais sintomaticos, revela lesdes de pele hemorrdgicas em diferentes regides do corpo,
especialmente na base das nadadeiras. Lesdes ulcerativas sobre o corpo, escamas erigadas,
olhos hemorrégicos e ascite (liquido na cavidade abdominal), palidez de branquias e mucosas
(CNA, 2022).

A transmissdo da bactéria Aeromonas sp. € horizontal pelo contato direto entre animal
infectado e animais saudaveis ou via dgua ou sedimentos. Para o homem, a principal via de
transmissdo ¢ a oral (dgua e alimentos contaminados), ou por via cutdnea em aquaristas,
piscicultores ou manipuladores de alimentos (CNA, 2022). A transmissdo da bactéria 4.
hydrophila em sistemas de cultivo ocorre por via direta por contato direto de peixes infectados
e sadios, através da veiculagdo da bactéria via dgua. Adicionalmente, a ingestdo de racdo
contaminada tem sido descrita como um potencial fonte de infec¢do para os peixes (Faria et al.,

2013)
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A intensificacdo dos sistemas de criacdo, tem surgerido a necessidade de maiores
conhecimentos sobre o manejo adequado para prover melhoria nas condigdes de saude dos
peixes, principalmente nas fases iniciais da produg¢ao, na larvicultura e alevinagem. O ambiente
de cultivo aquatico proporciona naturalmente o crescimento e a multiplicacao de patdgenos. A
pratica de manejo inadequada compromete o equilibrio entre patdégeno, hospedeiro e ambiente,
estimulando a transmissao de doengas, que pode ser vertical ou horizontal (Tavares-Dias et al.,
2013). Importante ressaltar que nas producdes aquicolas, quanto mais eleva-se a densidade do
cultivo, mas os animais tornam-se sucetiveis a possiveis enfermidades.

O género Aeromonas apresenta espécies consideradas importantes patdégenos de
peixes, com capacidade de sobreviver e se multiplicar, produzindo fatores de viruléncia a
baixas temperaturas A temperatura de multiplicagdo bacteriana pode afetar a expressdo de
varios fatores associados a viruléncia. Esse fato pode explicar a patogenicidade de isolados de
Aeromonas em alimentos estocados a baixas temperaturas (Rodrigues; Ribeiro, 2004).

O género Aeromonas apresenta trés espécies que sio causadoras de doencas em peixes,
que sao: Aeromonas hydrophila, Aeromonas caviae ¢ Aeromonas sobria. A bactéria A.
hydrophila é a que mais se destaca como patogeno importante para homens e peixes. E possivel
encontrar essas bactérias em diversos ambientes, tanto terrestres como aquaticos, ¢ fazem parte
da flora intestinal de uma vasta gama de peixes. Esses patdogenos sdo oportunistas e se
beneficiam da reducao da imunidade dos peixes para causar a doenca (SNA, 2018).

Rall ef al. (1998) isolaram as espécies A. hydrophila, A. caviae e A. sobria de 50
amostras de peixes Pintado comercializados em supermercados do estado de Sdo Paulo e
verificaram que 88 % eram cepas de A. hydrophila, 27 % A. sobria e 13 % de A. caviae; essas
espécies produziram enterotoxinas in vitro.

A pesquisa realizada na Baixada Maranhense, abrangendo os municipios de
Palmeirandia, Pinheiro, Sdo Bento, Sdo Jodo Batista e Sdo Vicente Ferrer, com espécies nativas
da regido como a traira (Hoplias malabaricus), bagrinho (Trachelyopterus galeatus) e curimata
(Prochilodus lacustris), demonstrou que das 120 amostras de peixes oriundas de feiras e pontos
de despesca dos municipios supracitados, 56,66 % estavam contaminadas por bactérias do
género Aeromonas, apresentado a seguinte estratificacdo por espécie: 4. hydrophila (95,5 %),
A. caviae (1,5 %), A. veroni biovar veroni (1,5 %) e A. trota (1,5 %) (Silva, 2013).

Pesquisa sobre a qualidade higiénico-sanitaria de tambaqui (Colossoma macropomum)
comercializado na cidade de Sao Luis - MA, quantificou populacdes de coliformes totais e
termotolerantes elevadas, com a identificacao da E. coli em 43,3 % das 30 amostras analisadas

provenientes de feiras, além de bactérias patogénicas, como Aeromonas spp. em 93,3% (n=
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56/60) das amostras, o que segundo os pesquisadores pode estar relacionada a origem dos
exemplares avaliados (criadores locais e regionais) e ao local de comercializagao (feiras livres
e supermercados) (Santos et al., 2019).

Aratjo et al. (2020) relatam a necessidade do desenvolvimento de pesquisas mais
aprofundadas para identificagdo de Aeromonas em ambito de espécie, testagem para fatores de
viruléncia das cepas para melhor conhecimento das estirpes endogenas as pisciculturas, bem
como realizagdo de testes para profilaxia e tratamentos alternativos de facil acesso e
implementagao pelos piscicultores de pequeno porte.

E necessaria vigilancia frente aos problemas sanitirios que podem acometer as
pisciculturas e que sdo capazes de impactar negativamente a produtividade dos peixes, com
destaque para os problemas ocasionados por bacterioses (Leira et al., 2016).

Os principais problemas vinculados a patdgenos de peixes tropicais, se remetem,
normalmente, a falta de medidas profilaticas, falta de conhecimento ao manusear as espécies e
suas exigéncias nutricionais ¢ a ma qualidade genética dos peixes reprodutores (Danziger,
2018). Para debelar a carga de patdgenos, antibidticos tém sido utilizados, principalmente no
que se refere aos patdgenos oportunistas. Considerada um dos principais patdogenos oportunistas
que causam doencas em tambaqui, 4. hydrophila esta associada a frequentes registros de

mortalidade na aquicultura (Figueiredo; Leal, 2008).

2.6 Antibioticos na Aquicultura

A aquicultura, assim definida como atividade relacionada com o cultivo de animais
aquaticos, marinhos ou de agua doce, como peixes, moluscos, crustaceos, repteis e anfibios,
incluindo técnicas de criacdo e de manejo que sofrem interferéncia humana, bem como a
utilizacdo de racdo controlada, aplicagdo de medicagdo e reproducao para melhor obtengado de
resultados na producdo, resulta na producdo e disponibilizacdo de fonte proteica animal para
consumo humano (Gastalho et al., 2014; FAO, 2016; Santos, 2019).

O crescimento da producdo brasileira de peixes resulta em preocupagdes acerca da
qualidade e seguranca dos peixes e a saude dos consumidores (Gaspar, 2018; ABP, 2019). Em
meio a essa produtividade, também se tornam prementes preocupagdes com as doengas que
acometem os peixes, impulsionando o uso de antibidticos, todavia essa pratica requer prudéncia
quanto para ndo ocasionar problemas maiores, a exemplo de resisténcia microbiana pelos usos

exacerbado e indiscriminado. Nao so a resisténcia bacteriana € resultado da utilizacao excessiva
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de antibidticos para combater infeccdes que acometem os animais aquaticos e,
consequentemente, controlar a mortalidade de peixes atingidos por micro-organismos, como
também a proliferagdo e aumento de infecgdes zoondticas ocasionadas por bactérias (Read et
al.,2003; ECDC-EFSA-EMA, 2017; Santos, 2019).

De maneira geral, Aeromonas spp. isoladas de amostras clinicas, ambientais e
alimentos sdo sensiveis aos seguintes agentes antimicrobianos: cloranfenicol, colistina,
gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol-trimetoprim. Porém resistentes a ampicilina,
carbenicilina, cefazolim, cefalotim e ticarcilina (Murray et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que existem alternativas capazes de inibir acdo de agentes
microbianos em peixes, a exemplo do uso de fitoterapicos. Assim, o uso de produtos feito com
extrato de vegetais ¢ capaz de controlar o desenvolvimento de patdgenos e tem sido estimulado
em diferentes setores em produ¢do animal. Cardoso et al. (2020) ressaltam que os fitoterapicos,

sdo factiveis, economicamente vidveis e ambientalmente corretos.
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ABSTRACT. The aim of the present study is to feature Aeromonas spp. isolated from tambaqui
(Colossoma macropomum) grown under semi-intensive production system. In order to do so,
40 tambaqui specimens, both male and female, at fatting stage, were assessed. Tail kidney and
liver fragments were removed in laboratory environment to asses Aeromonas spp. based on
standardized, reference microbiological techniques (cultivation, isolation and phenotypic and
genotypic identification). In total, 132 isolates were obtained, all belonging to genus Aeromonas
sp. according to gram stain, catalase and oxidase tests. The aliquot of 56.81% (n=75) of the 132
isolates came from the liver and 43.19% (n=57) from the kidney. Twenty-five (25) biochemical
proofs were carried out to confirm the 132 bacterial isolates, 114 isolates were detected at
species level, and it evidenced high identification rate (86.37%). The study identified seven
Aeromonas spp. species at the following frequencies: 4. veronii by veronii (60.53%), A. caviae
(18.42%), A. sobria (5.56%), A. schubertii (5.56%), A. veronii by sobria (5.56%), A. media
(2.63%) and A. hydrophyla (2.63%). Primers designed for the detection of Aeromonas spp.
presented satisfactory results in PCR amplification, with 47.37% (n= 54) of the isolates
confirmed as belonging to the genus Aeromonas. In conclusion, all the herein identified species
are aquatic animals’ pathogens with zoonotic potential in humans and the genotypic

identification of a high percentage of isolates reinforces the public health problem.

Keywords: Aeromonas. Fish Farming. Animal Health. Epidemiological Monitoring. Human

health. Environment.

INTRODUCTION
Maranhdo State is the second largest Brazilian federation in coastal extension (640 Km
of straight coastal line); it is traditionally considered the main fish producer in Northeastern
Brazil, and it gives this state important representativeness in the national scene (Isaac et al.
2006). When it comes to yield rates, Maranhao is the fourth biggest native-fish producer in the
country: 40,800 tons of it, back in 2020 (Peixe BR 2020).
Different from the Brazilian situation, which has redbreast tilapia as the most produced
species, Maranhao native fish confirm the peculiar feature of fish farming in the state, as well
as its acceptability in the state’s internal market, with emphasis on tambaqui (Colossoma

macropomum) and on its hybrids (Souza et al. 2022).
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Despite Maranhao State’s potential to develop fish farming, as aforementioned, several
bottlenecks impair this activity to develop and to become more competitive and profitable, such
as (1) the activity’s regulatory aspects, (ii) economic aspects — long production cycle - and (ii1)
technical aspects — artisanal and rudimentary production methods, inappropriate activity
management, lack of qualified manpower and management issues, mainly sanitation-
management issues. Thus, commitment to develop fish farming in Maranhdo State is closely
linked to fish farmers’ engagement, to incentive to new investments, to encouraging the
production of new knowledge based on respecting the environment and the populations already
living on this activity.

According to Tavares-Dias & Martins (2017), fish farming yield gets limited when
biosafety measures are compromised, since it favors the entering and outspread of infectious
diseases that lead to losses (in this sector) expected to reach 84 million dollar/year. These
outcomes show the relevance of properly monitoring fish’s health conditions in order to detect
diseases at their early stage and to avoid the outspread of infectious agents in farms and in the
environment.

Bacteria of interest for fish farming are considered to be opportunistic. They are found
in water and in fish microorganisms; yet, they can trigger diseases in weakened hosts due to
stress caused by changes in water quality — this process is often associated with high fish density
(Leira et al. 2016). Although there is a whole diversity of etiological agents with pathogenic
potential, Aeromonas spp. species get very important because of their high frequency observed
in previous studies (Suhet et al. 2011, Sebastido et al. 2015).

Bacteria belonging to genus Aeromonas are organized into two groups: (i) the first one
1s featured by psychrophilous and non-motile species represented by Aeromonas salmonicida,
which is the agent accountable for causing boils in fish, and (ii) the second group, which is
featured by being mobile, disease-causing mesophilic found both in humans and animals
(Seshadri et al. 2006, Austin & Austin 2007, Janda & Abbott 2010, Suhet et al. 2011, Furmanek
2014; Sebastido et al. 2015).

Although previous studies have proven that other mobile Aeromonas can also cause
different diseases in fish, such as Aeromonas caviae (Kozinska 2007, Martins et al. 2008),
Aeromonas veronii (Nawaz et al. 2006, Kozinska 2007), Aeromonas sobria (Kozinska, 2007,
Beaz et al. 2010) and Aeromonas jandaei (Kozinska 2007), Aeromonas hydrophila is the most
referenced one (Joseph & Carnahan 1994, Nielsen et al. 2001, Deng et al. 2014) because it is
considered an opportunistic pathogen accountable for hemorrhagic sepsis. This sepsis is

featured by small hemorrhagic lesions on body surface that progress to bleeding ulcers and,
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consequently, cause exophthalmos, ascites, fins and tail necrosis, loss of scales and gill
hemorrhage (Cipriano 2001, Pavanelli et al. 2008). Nowadays, A. caviae, A. hydrophila and A.
veronii bv sobria are getting closer attention because they are associated with a whole variety
of human diseases like skin infections, gastroenteritis and septicemia (WHO 1993, Figueras et
al. 2005, Skwor et al. 2014).

By taking into consideration the relevance of Aeromonas spp. species for fish and
human health, the aim of the present study was to characterize assess the features of 4eromonas
spp. isolated from tambaqui (Colossoma macropomum) grown under semi-intensive production
system.

MATERIALS AND METHODS
Ethical aspects

All methodological procedures were carried out in compliance with ethical principles
set by the Brazilin Collegiate for Animal Experimentation (Colégio Brasileiro de
Experimentag¢do Animal) and approved by the Ethics Committee for Animal Experimentation

(CEEA) of State University of Maranhdo (UEMA) (Protocol n. 09/2022).

Sample collection

Fish specimens were collected between November and December 2022, in fish farms located in
Paco do Lumiar, Raposa, Sao José de Ribamar and Sao Luis counties, since they belong to
Maranhao State’s Metropolitan Region. In total, four fish farms were sampled, one farm in each
county, based on the sampling plan adopted by Kim et al. (2019). Farms that have joined the
study presented similar features to each other, such as (i) semi-intensive production system, (i1)
use of commercial feed and (ii1) tambaqui as main farming species. In total, 40 living tambaqui
(Colossoma macropomum) specimens, both male and female (36.6 + 4.32 cm and 998 + 248.30
g), were herein used — 10 per county.

The fish specimens were captured with 2.5-mesh net (25mm). Subsequently, the
specimens were taken, still alive, in isothermal boxes (added with water oxygenation gear)
filled with water from the cultivation place, to the Laboratory of Food and Water Microbiology
of UEMA, right at collection day.

Isolation and phenotypic identification of Aeromonas sp.
The living fish were subjected to clinical examination in laboratory environment; likely
traces of changes suggesting aeromonosis were registered. Subsequently, the fish specimens

were euthanized through perforation of the upper part of the head with the aid of a pointed
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instrument (scalpel blade); incision in the ventrolateral portion; reflection of tissues attached to
the viscera region was carried out in an aseptic microbiological-flow ways; tail kidney and liver
fragments were, then, collected (40 fragments) — it totaled 80 tissue fragments for
microbiological analysis.

Kidney (1.0g) and liver (1,0g) tissue fragments were immediately inoculated with
9.0mL of alkaline peptone water (APW) added with 30 pg/mL ampicillin. The samples were
homogenized and incubated at 28°C for 24 hours. After incubation was over, 100 pL inoculum
broth was transferred to gelatin phosphate salt (GSP) added with ampicillin (20 pg/mL), based
on the spread plate method. They were once more incubated at 28°C for 24 hours after the
suggestive colonies had grown (yellowish/ amylase production, 2-5mm width clear hallo
around the colony); up to three colonies presenting the same morphotype were taken to Tryptic
Soy Agar (TSA) medium and incubated at 28°C/24h for colony purity checking purposes.

Bacterial isolates were subjected to Gram stain and to catalase (biochemical proof
carried out in hydrogen peroxide) and oxidase (biochemical test carried out with oxidase
strands) tests. After the presence of Pure Gram-negative coccorods positive for catalase and
oxidase was confirmed, the isolates were considered to belong to genus Aeromonas sp.
(Carnahan et al. 1991).

The phenotypic identification of Aeromonas sp. isolates was performed in cultures
grown in TSA agar, based on Holt (1994) and on the American Public Health Association
(APHA 2001). The biochemical panel composed of 23 proofs was used to identify the species;
it was in compliance with standard phenotypical reactions (indole, Voges Proskauer, Simmons
citrate, H2S production, urea hydrolysis, tryptophan deaminase, lysine, arginine and ornithine
decarboxylation, malonate, glucose oxidation, lactose fermentation, sucrose, mannitol,
adonitol, myoinositol, sorbitol, sorbitol, raffinose, rhamnose, maltose, melobiose, and esculin
hydrolysis). DNase and growing biochemical tests were also conducted at growing NaCL

concentrations (0%, 1% and 6%).

Ghenotypic identification of Aeromonas sp.

From the TSB medium, 1.0 mL of the bacterial culture was centrifuged at 12,000 x g
for 1 min, the supernatant was discarded and the pellet was used for DNA extraction using
InstaGene Matrix ® (BioRA) resin, according to the indications of the manufacturer.

The extracted DNA was quantified in a spectrophotometer by reading the absorbance at

260 nm and the 260/280 nm ratio was used to determine the purity of the samples. Then, the
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concentration of the samples was adjusted with TE pH 8.0 to approximately 200 ng/uL and the
DNA was stored at -20° C until the polymerase chain reaction (PCR) technique was performed.

The DNA of Aeromonas spp. isolates. was characterized by PCR using the GoTaq®
Colorless Master Mix Kit (Promega®) according to the manufacturer's recommendations,
obtaining a final volume of 25 puL per reaction. The amplification program used was: 95 °C for
10 min, 30 cycles at 95 °C for one minute; specific temperature of 58.1 °C for annealing the
primer, for one minute; 72 °C for one minute and 72 °C for 10 min for final extension, according
to Kim et al. (2019). The primer was used for the bacterial 16S rRNA gene (F: 5-
TGACGTTACTCGCAGAGGA-3; R: 5-GCTTGCAGCCCTCTGTACG-3) which amplifies a
fragment of 786 base pairs.

The PCR products were visualized by applying 5 pL of the amplified product to a 2%
agarose gel, stained with SYBR Safe®, and subjected to horizontal electrophoresis for 30
minutes at 90V in 1X TBE buffer. The bands were visualized under ultraviolet light and digital
images were recorded with the L-PIX Image EX model (Locus Biotechnology, Brazil).

Data analysis

Microbiological results were tabulated, interpreted, stored in a database, ordered and
presented in tables to allow a good visualization of the variables’ set. Descriptive statistics
analysis was also carried out to find absolute and relative frequencies. Fisher’s test was carried
out in Instat free software to assess whether there were differences in bacterial isolation location

at 5% significance level (P<0.05).

RESULTS
Bacteria were isolated in 19 and 25 kidney and liver fragments, respectively, of the 40
analyzed tambaqui specimens!* (Table 1). In total, 132 isolates were obtained in gelatin salt
phosphate (GSP); they were confirmed to belong to genus Aeromonas sp. after Gram strain
(gram-negative coccorods), catalase (100% positive) and oxidase (100% positive) tests were

performed.

14 Clinical aeromonosis signs: (skin lesions featured by depigmented or ulcerated areas, exophthalmos,
ascites, visceral petechiae, hepatomegaly, splenomegaly, renal enlargement, friable kidneys and hemorrhage
in the inner wall of the abdominal cavity) (Kim 2019).
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Table 1. Location of Aeromonas sp. isolation in tambaqui (Colossoma macropomum) and the

frequency of bacterial isolates.

With respect to bacteria’s isolation location in the assessed fish specimens, the number
of bacterial isolated in the kidney and liver did not differ from each other (P=0.26); in other
words, there was no statistically significant difference in it. In total, 56.81% (n=75) of the 132
isolates came from the liver and 43.19% (n= 57), from the kidney.

Twenty-five (25) biochemical proofs were carried out to confirm the 132 bacterial
isolates (Carnahan et al. 1991, Joseph & Carnahan 1994, Cunha & Silva, 2006, Erden et al.
2011, Murray et al. 2017, Koneman et al. 2018); 114 isolates were identified at species level
(Table 2), and it evidenced high phenotypical identification rate (86.37%).

Table 2. Biochemical profile of 114 Aeromonas sp. isolates from tambaqui (Colossoma

macropomum) coming from fish farms in Maranhao State’s Metropolitan region.

The study showed 7 Aeromonas species identified at the following frequencies: 4.
veronii by veronii (60.53%), A. caviae (18.42%), A. sobria (5.56%), A. schubertii (5.56%), A.
veronii by sobria (5.56%), A. media (2.63%) and A. hydrophyla (2.63%) (Table 3).

Table 3. Aeromonas species isolated from tambaqui (Colossoma macropomum) coming from

fish farms in Maranhdo State’s Metropolitan Region.

The seven identified species presented biochemical profile in compliance with that

shown in the specialized literature (Table 4).

Table 4. Biochemical features of species belonging to genus Aeromonas isolated from black
tambaqui (Colossoma macropomum) coming from fish farms in Maranhao State’s Metropolitan
Region.

The primer designed for the detection of Aeromonas spp. (16S gene - rRNA) presented
satisfactory results in PCR amplification, with 47.37% (n= 54) of the isolates confirmed as
belonging to the genus Aeromonas and the species 4. caviae, A. media, A. veronii by sobria

and A. hydrophyla confined in phenotypic tests.
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DISCUSSION

The presence of bacteria belonging to genus Aeromonas in food has been documented
in several studies. According to Bizani & Brandelli (2001), contaminated water is the main
source of food contamination. A screening carried out in India by Agarwal et al. (2000) about
the contamination of animal-origin food by Aeromonas sp. showed that these bacteria were
isolated from fish (22%), quail eggs (18%), buffalo milk (2.8%) and goat meat (8.9%).

In a study carried out in Southern Brazil, Shama et al. (2000) assessed 100 silver catfish
(Rhamdia quelen); 43.40% bacteria isolated by them were collected in the kidneys; 35.85%, in
external lesions; and 18.87% were simultaneously isolated from these two assessed structures.
Dos Santos et al. (2014) performed a study at Sao Francisco Valley to identify bacteria with
pathogenic potential in 100 pac-man catfish (Lophiosilurus alexandri); they identified that most
bacterial isolates were collected in gills (51.98%) and kidneys (36.72%). Leung et al. (1992)
investigated Aeromonas spp. in catfish viscera, in water and in fish farms’ sediments; they
found bacteria in all samples, however, the highest counting of them was observed in fish
viscera. Therefore, results in the present study, in addition to the aforementioned ones, highlight
the importance of fish organs (gills, kidney and liver), viscera and skin lesions at the time to
isolate bacteria from this animal model.

The herein recorded phenotypic results point out that the adopted tests allowed
achieving identification at species level; however, it is important highlighting the impairments
and the need of having a larger number of proofs in order to get to a more conclusive
identification of Aeromonas species. It is worth mentioning Sobral (2018), who reported hard
time identifying Aeromonas species through conventional methods.

Bacteria belonging to genus Aeromonas (A. hydrophila, A. caviae, A. veronii, A.
jandaei, A. schubertii) are the main bacterial agents isolated from fish (Zamri et al. 2014), from
a whole variety of environmental samples (different water sources and bivalve molluscs) and
from shrimp (Neyts et al. 2000, Galbis et al. 2002). Martins et al. (2009) identified Aeromonas
spp. in 100% (n=30) of fish assessed in Sao Luis City, Maranhao State. They isolated 254
bacterial strains, but only 184 of them were classified as belonging to genus Aeromonas sp. —
the following species received phenotypic identification: 4. cavie (43.4 %), A. hydrophila (28.2
%), A. veronii (26.6 %) and A. sobria (1.6 %).

If one takes into account the classification proposed by Janda & Abbott (1998), five of
the herein identified species are associated with pathogenic infections in humans, and it totals
92.10% (n= 105) of the isolates. Three of these species are involved in more pathogenic

infections (4. caviae, A. veronii by sobria and A. hydrophyla) and two, in less pathogenic ones
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(A. veronii by veronii and A. schubertii). A. media and A. sobria, in their turn, are considered
environmental species. However, according to Janda & Abbott (2010) and Fernandez-Bravo &
Figueras (2020), all herein identified species are aquatic animals’ pathogens with zoonotic
potential.

Most the herein Aeromonas species isolated from fish (92.10%; n=105/114) have been
associated with human gastroenteritis, including cases called travelers' diarrhea by Pereira et al.
(2008). According to Peixoto et al. (2012) and Grim et al. (2014), species mostly associated
with human infections are A. hydrophila, A. caviae and A. sobria. These species can present
different virulence factors, such as adhesins, capsule, polar and lateral flagella, proteases,
hemolysins, cytotoxins, enterotoxins, leukocidin, elastase, among others.

Aeromonas caviae was the species recording the second highest frequency in the present
study, and its importance must be highlighted, since it has high virulence, mainly in cases of
sepsis and opportunistic infections in immunocompromised patients, as highlighted by Whang
et al. (1996).

Although the frequency of some Aeromonas species (4. sobria, A. schubertii, A. veronii
by sobria, A. media and A. hydrophyla) is low, it is important highlighting the clinical-
epidemiological profile of their isolation in the analyzed samples. Aeromonas sobria, for
example, had been isolated in enteric infections in humans. Previous studies have shown that
most isolates belonging to this species have a toxin similar to that of cholera, and that
approximately 20% of patients with this disease present dysentery symptoms similar to those
caused by species Shigella and by invasive Campylobacter jejuni strains (Albert et al. 2000).
There are reports in the literature about human infections on this species, and about its isolation
in the peritoneal fluid of dialysis patients (Song et al. 2019), as well as in blood samples from
adult and pediatric patients with hematological disorders (Valcarcel et al. 2021).

A. hydrophila became quite relevant in the last decade since it recorded high frequency
in the carried out studies (Suhet et al. 2011, Sebastido et al. 2015). This species is considered a
food-origin emerging pathogen that can frequently cause gastroenteritis when ingested by
humans (Park et al. 2021).

Species A. hydrophila has been associated with fish mortality worldwide over the last
decade, and it led to significant economic losses. Sanitation episodes of mortality included more
than 25,000 carps in St. Lawrence River, in 2001; 820 tons of fish in Indonesia, in 2002 — it
resulted in estimated loss of US$ 37.5 million. In some of these cases, only Aeromonas spp.
species accounted for causing secondary infection in immunosuppressed fish due to spawning

or to environments presenting high temperatures or low water level (Monette et al. 2006).
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Aeromonas schubertii embodied clinical-epidemiological relevance associated with its
isolation from skin lesion infection developed after the species exposure to contaminated water
or soil (Hofer et al. 2006).

Dong et al. (2015) state that cultivation conditions and the presence of stressors can
increase the number of diseases caused by bacteria residing in fish or water, with infections in
which Aeromonas spp. assume clinical and epidemiological importance.

The contamination of aquaculture production systems, of the environment, water and
food, is the potential pathway for infections caused by Aderomonas spp. It is essential pointing
out that several bacterial virulence and resistance mechanisms still can be transferred to other
individuals with pathogenic potential. Therefore, it is of fundamental importance to ensure
adequate biosecurity measures. Proper monitoring of water, food and sanitation facilities, based
on the implementation of diagnostic procedures and on the detection of these agents, is essential
for infection prevention.

According to the herein recorded results, seven Aeromonas species were isolated from
C. macropomum: A. veronii by veronii, A. caviae, A. sobria, A. schubertii, A. veronii by sobria,
A. media and A. hydrophyla. All the identified species are considered aquatic animals’
pathogens with zoonotic potential in humans. And the genotypic identification of a high
percentage of isolates reinforces the public health problem. Infections caused by bacteria

belonging to genus Aeromonas spp. are seen as emerging issue for unified health.
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Table 1. Aeromonas sp. isolation location in tambaqui (Colossoma macropomum) and the
frequency of bacterial isolates

Total
number of Tissue
Isolation locations an.alyzed fragments Number of Rate of (%)
tissue with bacterial isolates isolates
fragments isolates
Kidney 40 19 57 43.19
Liver 40 25 75 56.81
Total 80 44 132 100

Table 2. Biochemical profile of the 114 Aeromonas sp. isolates from tambaqui (Colossoma
macropomum) coming from fish farms in Maranhdo State’s Metropolitan Region

Biochemical proofs

Aeromonas sp. Isolates

Pattern

expected for

Positive (%) Negative (%) Aeromonas sp.”
DNase 86.84 13.16 +/_
Growth in 0% NaCL 100.00 0.00 +
Growth in 1% NaCL 100.00 0.00 +
Growth in 6% NaCL 15.70 84.21 -
Indole Production 97.37 2.63 +/_
Voges Proskauer Reaction 71.05 28.95 +/_
Simmons Citrate 97.37 2.63 +/_
H:>S Production 97.37 2.63 +/_
Urea hydrolysis 100.00 0.00 -
Tryptophan deaminase 92.11 7.89 +/_
Lysine decarboxylation 100.00 0.00 +/_
Arginine decarboxylation 78.95% 21.05% +/_
Ornithine decarboxylation 98.20 1.75 +/_
Malonate 100% 0%
Glucose oxidation 97.37 2.63 +/_
Sucrose fermentation 97.37 2.63 +/
Mannitol fermentation 100.00 0.00 +/_
Adonitol fermentation 71.05 28.95
Myoinositol fermentation 81.58 18.42 +/_
Sorbitol fermentation 97.37 2.63
Raffinose fermentation 89.47 10.53
Rhamnose Fermentation 97.37 2.63 +/_
Maltose fermentation 100.00 0.00 +/_
Melobiose fermentation 100.00 0.00
Esculin hydrolysis 94.74 5.26 +/

According to Carnahan et al. (1991), Joseph & Carnahan (1994), Morita (2005), Cunha &
Silva (20006), Silva (2009), Erden et al. (2011), Zacaria (2016), Lima (2017), Murray et al.

(2017) and Koneman et al. (2018).
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Table 3. Aeromonas spp. species isolated from tambaqui (Colossoma macropomum) coming
from fish farms in Maranhao State’s Metropolitan Region

Microorganism Number of isolates rate (%)

A. veronii by veronii 69 60.53
A. caviae 21 18.42
A. sobria 6 5.26
A. veronii by sobria 6 5.26
A. schubertii 6 5.26
A. hydrophyla 3 2.63
A. media 3 2.63
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Table 4. Biochemical features of species belonging to genus Aeromonas isolated from
tambaqui (Colossoma macropomum) coming from fish farms in Maranhao State’s metropolitan

Region

Aeromonas spp. Species

A. A.
Biochemical tests 0, A. A. A. A. A media veronii
by sobria caviae hydrophila schubertii = by sobria
veronii
Gram - - - - - - -
Oxidase + + + + + + +
Catalase + + + + + + +
DNase +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Growth in 0%
+ + + + + + +
NaCL
Growth in 1%
+ + + + + + +
NaCL
Growth in 6% ) ) ) i i ] ]
NaCL
Indole + + + + - +/- -
Voges Proskauer + - - + +/- - +
Simmons Citrate +/- + + + + + +
H>S Production - - - + - - -
Urea hydrolysis +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Tryptophan +/- + +/- + + + +
deaminase
Lysine + + - + - + +
decarboxylation
Arginine +/- +/- + + + + +
decarboxylation
Ornlthlne‘ - e . e i 4 -
decarboxylation
Malonate + + + + + + +
Glucose oxidation + + + + +/- + +
lactose fermentation + + + + + + +
SuCI"OSG. + + + + +/- +/- +
fermentation
Manmtql + + + N ) N N
fermentation
Adomtql " N i ) N ] ]
fermentation
my01n051F01 " N i N N ] N
fermentation
Sorblto! +/- + + + + + +
fermentation
rafﬁnosg " N N N 4. ] N
fermentation
Rhamnose n N N N N ] N

Fermentation



Maltose
fermentation
Melobiose
fermentation
Esculin hydrolysis
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ANTIMICROBIAL RESISTANCE PROFILE OF Aeromonas spp.
ISOLATED FROM TAMBAQUI FISH (Colossoma macropomum)

ABSTRACT

The aim of the current study is to assess the resistance profile of Aeromonas spp. individuals
isolated from tambaqui tish (Colossoma macropomum) grown in fish farms located in Sao Luis
Metropolitan Region - MA. In total, 114 bacterial strains belonging to species Aeromonas spp.
were used in the experiment. Antimicrobial resistance profile was defined based on using the
disk diffusion method and 10 antimicrobials. Isolates were classified as susceptible, susceptible
upon increased exposure and resistant to the assessed principles; phenotypes showing resistance
to multiple tested drugs (MDR) were classified. Bacterial strains presented widespread
resistance to penicillin; as well as high oxacillin-, cefepime-, cefadroxil- and azithromycin-
resistance rates. Ampicillin associated with sulbactam, neomycin and ofloxacin were the
antimicrobials recording the highest sensitivity rate; high frequency of isolates (34.21%) were
categorized as MDR phenotypes. Antimicrobial resistance was observed in the herein assessed
Aeromonas spp. isolates, despite the lack of antimicrobials registered in Brazil to be used for
C. macropomum fish farming purposes.

Keywords: Aeromonadaceae, bacterial resistance, fish farming.

PERFIL DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS DE Aeromonas spp. ISOLADAS
DE TAMBAQUIS (Colossoma macropomum)

RESUMO

Objetivou-se avaliar o perfil de resisténcia de Aeromonas spp. isoladas de tambaquis
(Colossoma macropomum) oriundos de cultivos da Regido Metropolitana de Sdo Luis - MA.
Foram utilizadas 114 cepas bacterianas pertencentes a espécies de Aeromonas spp. € o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo em disco com a utilizagao
de 10 antimicrobianos. Os isolados foram classificados como sensivel, sensivel com exposi¢ao
aumentada e resistente aos principios avaliados e classificados os fendtipos com resisténcia
multipla as drogas testadas (MDR). As cepas bacterianas apresentaram resisténcia generalizada
a penicilina; elevados percentuais de resisténcia a oxacilina, cefepime, cefadroxil e
azitromicina. Os antimicrobianos com maior sensibilidade foram a ampicilina associada ao
sulbactam, neomicina e ofloxacina e elevada frequéncia dos isolados (34,21%) foram
categorizados como fenotipos MDR. Conclui-se que embora ndo existam antimicrobianos
registrados no Brasil para uso no cultivo de C. macropomum, a resisténcia antimicrobiana esta
presente nos isolados de Aeromonas spp. avaliados.

Palavras-Chave: Aeromonadaceae, piscicultura, resisténcia bacteriana.
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1. INTRODUCTION

Synthetic antimicrobials play essential role in preventing and treating bacterial
infections, in protecting both human and animal health, as well as aquatic organisms produced
in intensive systems. However, the use of non-authorized antimicrobials in aquaculture systems
has mainly contributed to drug-resistance development in bacterial strains capable of affecting
populations’ health and safety, as well as the environmental ones. In addition, these substances
can leave residues in animal-origin products (AOP), such as fish, and it can pose risks to human
health due to their consumption (Gastalho, Silva and Ramos, 2014; De Sousa et al., 2019;
Pessoa et al., 2019).

The emergence of antimicrobial resistance among food-borne pathogens is widely
recorded in the literature; such a phenomenon is attributed to indiscriminate use of
antimicrobials in animal production systems (Canica et al., 2018). Bacteria can undergo
selective pressure due to antimicrobials’ using; consequently, they can function as reservoir of
resistance genes and horizontally transfer them to other bacterial species (Hussain et al., 2017).
Thus, bacteria presenting multidrug resistance (MDR) phenotypes are a growing concern for
One Health, since they can directly transfer resistance genes to humans through AOP intake,
and it can make it hard to treat infectious diseases in both humans and animals (Nhung,
Chansiripornchai and Carrique-Mas, 2017).

Bacterial infection outbreaks are a limiting factor for aquaculture systems, since they
affect production by decreasing its yield (Watts et al., 2017); consequently, they lead to
significant economic losses (Figueiredo and Leal, 2008; Turker, Yildirim and Karakas, 2009;
Zamri-Saad et al., 2014). Bacteria of interest to fish farming systems are classified as
opportunistic; they are found in water and in fish microbiome, as well as can trigger bacterial
infections in weakened hosts (Leira et al., 2016). Despite the diversity of bacteria showing
potential pathogenicity in fish, Aeromonas spp. stands out for its high frequency rates (Suhet et
al.,2011; Sebastido et al., 2015).

Bacteria belonging to genus Aeromonas are quite numerous and acknowledged for their
hemolytic and biofilm formation abilities, which can affect strains’ virulence (Sebastido et al.,
2015; Pessoa et al., 2019). Thirty-six Aeromonas spp. species are listed in the literature; at least
19 of them are considered emerging pathogens (Pessoa et al., 2019; Fernandez-Bravo and
Figuera, 2020). Aeromonas hydrophila stands out among the aforementioned species as the
most isolated one in fish farming systems, at global level, as well as for its ability to infect
several hosts (Pessoa et al., 2019). This bacterial species was recorded in tambaqui fish
(Colossoma macropomum) grown in Brazil (Ledo ef al., 2020; Pessoa et al., 2020; Gallani et
al., 2020).

Maranhao State is the fourth largest native-fish producer in Brazil. According to report
by the Brazilian Fisheries Association (Peixe BR, 2020), the aforementioned state produced
40,800 tons of fish in 2020 and, unlike the Brazilian context, which has tilapia as the most
produced species, native fish grown in Maranhdo State corroborate the peculiar feature of
Maranhdo fish farming and its acceptability in the State’s internal market, with emphasis on
tambaqui fish (Colossoma macropomum) and on its hybrids (Souza et al., 2022). Thus, it is
necessary implementing biosecurity techniques in fish farms in order to meet the growing
demand for fish consumption and production at local, regional, national and international level.
The prevention and treatment of bacterial infections, as well as multidrug-resistant bacteria
control, stand out among the main biosecurity techniques. Therefore, the aim of the current
study was to assess the antimicrobial resistance profile of Aeromonas spp. isolated from
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tambaqui fish (Colossoma macropomum) grown in fish farms located in Sdo Luis Metropolitan
Region — MA.

2. MATERIALS AND METHODS

Ethical Aspects

All methodological procedures were carried out in compliance with ethical principles
established by the Brazilian College of Animal Experimentation, as well as with the Animal
Experimentation Ethics Committee (CEEA - Comité de Etica em Experimentagdo Animal) of
State University of Maranhdao (UEMA - Universidade Estadual do Maranhao) (Protocol n.
09/2022).

Aeromonas spp. Bacterial Isolates

In total, 114 bacterial strains isolated from tambaqui fish (Colossoma macropomum)
were used in the current study. The aforementioned fish individuals derived from fish farms
located in Sdo Luis Metropolitan Region - MA and they did not present clinical signs of
aecromonosis. All strains were confirmed as species belonging to genus Aeromonas, based on
staining (Gram staining) and biochemical tests (oxidase; catalase; indole; Voges Proskauer;
Simmons citrate; H>S production; urea hydrolysis; tryptophan deaminase; lysine, arginine and
ornithine decarboxylation; malonate; glucose oxidation; lactose, sucrose, mannitol, adonitol,
myoinositol, sorbitol, raffinose, rhamnose, maltose and melobiose fermentation; as well as
esculin hydrolysis, DNase and growth at increasing NaCL concentrations [0%, 1% and 6%]),
according to Holt, Williams and Wilkins (1994) and to the American Public Health Association
(APHA, 2001).

Thus, seven Aeromonas species identified through biochemical tests were assessed; they
totaled 114 strains, namely: A. veronii by veronii (n=69), A. caviae (n=21), A. sobria (n=6),
A. schubertii (n= 6), A. veronii by sobria (n=6), A. media (n=3) and A. hydrophyla (n=3).

Antimicrobial Resistance Test

Resistance-to-antimicrobial-agents tests were carried out based on the disk diffusion
method, in compliance with the protocol recommended in the guidelines of the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). The aforementioned tests used disks holding 10
antimicrobial agents that represented the following classes: penicillins (penicillin G - 10pg;
oxacillin - 1ug; and ampicillin associated with sodium sulbactam - 20ug); cephalosporins
(cefepime - 30pug; cefoxitin - 30ug; cefadroxil - 30pg; and ceftriaxone - 30ug); quinolones
(ofloxacin - 5pg); aminoglycosides (neomycin - 300ug); and macrolides (azithromycin - 15ug).

In order to carry out the resistance test, Aeromonas spp. isolates were inoculated in brain
and heart infusion (BHI) broth and incubated at 37°C, for 24 hours, until they showed turbidity
compatible to McFarland standard n. 0.5. Sowing was carried out with the aid of a sterile cotton
swab, on plates filled with Miiller-Hinton agar; five minutes later, antimicrobial disks were
added to the plates, based on using flamed tweezers. Plates were incubated in bacteriological
oven at 37°C, for 24 hours. After the incubation procedure was over, inhibition halos - formed
around the respective active principles - were measured with millimeter ruler.

Results were compared to the measurement table set by the laboratory accounting for
manufacturing the antimicrobial disks. Isolates were classified as susceptible, susceptible upon
increased exposure and resistant to the assessed antimicrobial principles (Table 1).
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Table 1. Interpretation pattern of disk diffusion test based on halo measurements, and results observed
for sensitivity, sensitivity upon increased exposure and resistance of Aeromonas spp. isolates tested
against 10 antimicrobials.

Diameter zone (mm)

Antibiotic Code Classes Concentration

(ng) S I R
Penicillin G PEN 10 >15 NR <14
Oxacillin OXA 1.0 >18 15to 17 <14
Ampicillin Penicillin
associated with ASB 20 >15 12to 14 <11
Subactam
Cefepime FEP 30 >25 19t024 <18
Cefoxitin CFO 30 >18 15t0 17 <14

Cephalosporin

Cefadroxil CFD 30 >18 15to 17 <14
Ceftriaxone CRO 30 >23 20to 22 <19
Neomycin NEO Aminoglycoside 30 >17 13to16 <12
Ofloxacin OFX Quinolone 5.0 >16 13to15 <12
Azithromycin AZI Macrolide 15 >13 NR <12

Wherein: S= susceptible; I= susceptible upon increased exposure; R= resistant; PEN= penicillin; OXA=oxacillin;
ASB=ampicillin associated with sulbactam; FEP= cefepime; CFO= cefoxitin; CFD-=cefadroxil; CRO=
ceftriaxone; NEO=neomycin; OFX=ofloxacin; AZI = azithromycin.

The current study took into consideration multiple-drug resistance (MDR) phenotypes,
as well as isolates showing resistance to three, or more, antimicrobial classes many different at
the same time, according to Dos Santos et al. (2014).

3. RESULTS AND DISCUSSION

Aeromonas spp. isolates, deriving from tambaqui fish (Colossoma macropomum), have
shown generalized resistance to penicillin, as well as high resistance to oxacillin, cefepime,
cefadroxil and azithromycin (Table 2); this finding suggested environmental contamination
and/or likely use of these antimicrobials in fish farms. According to Saavedra et al. (2004),
Costa et al. (2008) and Franco et al. (2010), Aeromonas spp. resistance to beta-lactam
antibiotics, such as penicillin, oxacillin, cefepime and cefadroxil has been increasing in
aquaculture systems (Miranda, Tello and Keen, 2013). According to Harakaeh, Yassine and El-
Fadel (2006), the increased number of antimicrobials-resistant microorganisms is explained by
the indiscriminate and excessive use of these drugs in intensive animal production systems.
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Table 2. Action of antimicrobials against Aeromonas spp. isolated from tambaqui fish (Colossoma
macropomum), deriving from Sao Luis Metropolitan Region (Maranhao State).

Aeromonas Tested Antimicrobial Resistance
_species  Isolat
SPP- Specles S(Zf)es PEN OXA ASB FEP CFO CFD CRO NEO OFX AZI
) (o) ") ) () () (B () (%) (%)
A. veronii 69 100 9420 434 870 1740 7826 8.70 - - 3479
by veronii
A. caviae 21 100 100 - 1429 - 7142 1429 2858 - _
A. sobria 6 100 100 - 50 ; 50 50 ; ; 50
A ;
. 6 100 100 ] 5 100 - ; ; 50
schubertii
A. veronii -
o 6 100 100 ; ; 50 ; ; ; 50
by sobria
A. media 3 100 100 - 100 - ] ; ; ; ]
A. 3 100 100 100 - ] 100 - - 100
hydrophyla

Wherein: PEN= penicillin (10 pg); OXA= oxacillin (1.0 png); ASB= ampicillin associated with sulbactam (20 pg);
FEP= cefepime (30 pg); CFO= cefoxitin (30 pg); CFD-= cefadroxil (30 pg); CRO= ceftriaxone (30 pg); NEO=
neomycin (30 pg); OFX= ofloxacin (5.0 ng); AZI=azithromycin (15 png); % resistant isolates’ rate.

Bacterial infections are one of the main causes of economic losses in intensive
production systems like fish farming (Tavares-Dias and Martins, 2017; Bandeira Junior ef al.,
2019; Pessoa et al., 2019). According to Pessoa et al. (2020), Aeromonas hydrophila was the
most prevalent bacterial species isolated (41.2%) from tambaqui fish, although other species
were also isolated at lower rates, namely: A. dhakensis, A. caviae, A. veronii and A. jandaei.
These findings have evidenced that tambaqui fish are not free from epizootic outbreaks caused
by bacteria belonging to genus Aeromonas. Therefore, greater attention should be given to this
bacterial genus in native fish species.

Only two antimicrobial drugs have their use approved by the Ministry of Agriculture,
Livestock and Food Supply (MAPA) to treat bacterial infections in fish, namely:
oxytetracycline - used to treat salmonids and catfish, and florfenicol - used to treat trout and
tilapia; both drugs are orally administered through fish feed (Sindan, 2018). Among these drugs,
florfenicol is the antimicrobial drug most often used in aquaculture systems to treat several
bacterial diseases in fish (Zhang et al., 2020). However, according to Miranda et al. (2013) and
Pessoa et al. (2019), antimicrobial drugs are misused as prophylactics and therapeutics in fish
farms, a fact that contributes to the selection of resistant bacteria, as well as to the selection and
dissemination of their respective antimicrobial resistance-encoding genes.

Ampicillin associated with sulbactam (penicillin), neomycin (aminoglycoside) and
ofloxacin (quinolone) were the antibiotics showing the best activity against Aderomonas spp.
isolates in the present study, i.e., the ones isolates presented the highest sensitivity to (Table 2).
High sensitivity to antimicrobial “ampicillin” may be associated with the presence of compound
“sulbactam”, which is an irreversible inhibitor of most beta-lactamases found in penicillin-
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resistant organisms, such as Aderomonas sp., and it indicates synergistic interaction between
these components.

Resistance to ampicillin is expected in most Aeromonas spp. species, in association with
beta-lactamase enzymes’ production (Miranda ef al., 2013); this antimicrobial drug is used as
selective agent in culture media used to grow this bacterium (Jacobs and Chenia, 2007). Costa
et al. (2008) observed high ampicillin resistance level in bacteria isolated from catfish (Rhamdia
quelen) grown in Santa Maria County, Rio Grande do Sul State, Brazil. Franco et al. (2010)
assessed bacterial isolates extracted from shrimp (Litopenaeus vannamei) and recorded 12.5%
isolates’ sensitivity to ampicillin.

Quinolones are drugs widely used to treat furunculosis, among other infections caused
by Aeromonas spp., in fish (Smith et al., 2010). However, according to Alcaide, Blasco and
Esteve (2010), there is concern about the indiscriminate use of quinolones, since resistance to
this antibiotic emerges from the inhibition of nucleic acid synthesis. Akinboale, Peng and
Barton (2008) observed sensitivity of bacteria isolated from a wide variety of fish species and
aquaculture environments in Australia, in tests conducted with ciprofloxacin, which is a
quinolone type. Costa et al. (2008) recorded 84.31% (n= 43) sensitivity to nalidixic acid
(another quinolone) in 15 Aeromonas spp. isolates extracted from catfish (Rhamdia quelen).
These findings are consistent with those observed for the same class of antimicrobial drugs in
the present study.

Franco et al. (2010) assessed bacterial isolates extracted from shrimp (L. itopenaeus
vannamei) and recorded 81.2% isolates’ sensitivity to neomycin. Akinboale et al. (2008)
observed sensitivity to gentamocin in bacteria isolated from a wide variety of fish species and
aquaculture environments in Australia; gentamocin belongs to the class of aminoglycosides.
The aforementioned findings are similar to the one observed in the present study.

High frequency of isolates (n= 39; 34.21%) were categorized as multidrug resistance
(MDR) phenotypes, since they were resistant to three antimicrobials different classes, at the
same time (Table 3). Penicillins and cephalosporins, as well as penicillin, oxacillin and
cefadroxil, were the antimicrobial classes and antimicrobial drugs recording the highest
resistance rates, respectively.

Table 3. Multidrug-resistance profile of Aeromonas spp. species isolated from tambaqui fish
(Colossoma macropomum) grown in Sdo Luis Metropolitan Region — Maranhao State.

Aeromonas spp. species Number of isolates Antibiotics

A. veronii by veronii 3 PEN-OXA-CFD-AZI

A. veronii by veronii PEN-OXA-CFD-AZI

. veronii by veronii PEN-OXA-CFD-AZI

. veronii by veronii PEN-OXA-CFD-AZI

PEN-OXA-FEP-CFD-AZI

A
A
A. veronii by veronii
A

. veronii by veronii PEN-OXA-CFO-CFD-AZI

A. sobria PEN-OXA-FEP-CRO-AZI

W W W W W W W

A. veronii by sobria PEN-OXA-CFD-AZI
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PEN-OXA-FEP-NEO-CFO-CFD-

A. caviae 3 CRO

A. caviae 3 PEN-OXA-NEO-CFD
A. hydrophyla 3 PEN-OXA-FEP- CRO-AZI
A. schubertii 3 PEN-OXA-CFO-CFD-AZI

A. schubertii 3 PEN-OXA-CFD-AZI

WHEREIN: PEN= PENICILLIN (10 pG); OXA= OXACILLIN (1.0 pG); FEP= CEFEPIME (30 pG); CFO=
CEFOXITIN (30 pG); CFD-= CEFADROXIL (30 pG); CRO= CEFTRIAXONE (30 uG); NEO= NEOMYCIN
(30 uG); AND AZI= AZITHROMYCIN (15 pG).

Aeromonas spp. species presented different resistance profiles in the antimicrobial susceptibility
test (Table 3), with emphasis on the multidrug resistance observed for the following isolates: A. veronii
by veronii (PEN-OXA-FEP-CFD-AZI), 4. sobria (PEN-OXA-FEP-CRO-AZI), A. caviae (PEN-OXA-
FEP-NEO-CFO-CFD-CRO), 4. hydrophyla (PEN-OXA-FEP-CRO-AZI) and 4. schubertii (PEN-OXA-
CFO-CFD-AZI). Resistance profiles observed for fourth-generation cephalosporin (cefepime) in A.
veronii by veronii, Aeromonas sobria, A. caviae and A. hydrophyla is a finding of particular clinical-
epidemiological interest.

The high frequency of isolates showing MDR profile in the current study represents the risk of
spreading antimicrobial resistance to humans through contaminated fish intake. Food contamination
with MDR bacteria can take place at different production chain stages, and it makes it hard to define the
antimicrobial resistance origin (Oniciuc et al., 2018). However, according to Khan et al. (2018),
indiscriminate use of antimicrobial drugs is the main cause of resistant microorganisms’ selection in
bacterial populations and of resistance induction in certain bacterial species.

According to Hirsch et al. (2006), the circulation of multi-resistant Aeromonas species in fish
can increase the risks of disseminating resistance genes through plasmids or transposons, and it implies
the need of continuously monitoring antimicrobial resistance, mainly in intensive production systems.

Antibiotic-resistant bacteria transfer to humans through contaminated food is an emerging
public health issue. The literature has fewer studies focused on investigating antibiotic resistance in
bacteria isolated from aquatic animals than studies focused on investigating this topic in land-based
food-producing animals. The present study provides further support to the hypothesis that there is
potential risk of transferring resistant bacteria to humans through fish intake.

4. CONCLUSIONS
Based on findings in the current study, it is possible concluding that:

e Despite the lack of antimicrobial drugs registered in Brazil to be used for Colossoma
macropomum culture purposes, antimicrobial resistance was observed in Aeromonas
spp. isolated from tambaqui fish.

e Multiresistance to three or more antimicrobials observed in high frequency of
Aeromonas spp. evaluated raises concern about fish farming in Sdo Luis Metropolitan
Region - MA, as well as about human health, given the likelihood of human infections
caused by resistant bacteria due to fish intake.

e Given the clinical and epidemiological implications of Aeromonas spp. species
investigated in the present study, as well as the identification of antimicrobial drug
resistance and multidrug resistance profiles, it is worth emphasizing the urgent need of
both warning about and clarifying these pathogens’ significance for Public Health. This
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knowledge can positively help establishing preventive infection control guidelines in
intensive fish farming carried out in Maranhao State and countrywide.
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5. GUIA ORIENTATIVO

5.1 Aeromonas em Peixes: o que é? como prevenir.

Este guia orientativo foi elaborado com a finalidade de levar informagdes a diferentes
publicos que se dedicam ao estudo ou ao cultivo de peixes, sejam eles estudantes,
pesquisadores, professores, técnicos, produtores e, ao publico em geral interessado na tematica.
De forma ilustrada, em um total de 28 paginas, busca-se orientar, o publico ja mencionado,
sobre Aeromonas, uma bactéria que apresenta importancia clinica e epidemiologica para peixes,
com impactos (sanitario, economico e social) para os produtores e as criagdes e, também para
a saude Unica, ja que algumas espécies sao zoondticas.

O guia esté organizado em cinco topicos: (i) Peixes — caracteristicas gerais; importancia
dos peixes para o ecossistema; (ii) Doengas bacterianas em peixes; (iii) Género Aeromonas - —
Aeromonas em ambientes aquaticos; Aeromonas em peixes; espécies de importancia clinica;
diagnoéstico de Aeromonas; (iv) Problematica da aeromonose na industria pesqueira — como
prevenir; e, (v) Consideragdes finais.

Entende-se que com o compartilhamento de informagdes, os envolvidos na producao
estardo mais capacitados para atuarem nas vigilancias ativa (investigacao imediata de suspeitas
pelo servico oficial) e passiva (notificagdes feitas por profissionais responsaveis técnicos de
pisciculturas, produtores ou por qualquer pessoa que tenha conhecimento da ocorréncia de
mortalidade repentina de peixes), o que invariavelmente converge para a redug¢do de casos e
surtos de aeromonose nas criagdes, contribuindo com a sanidade e salvaguardando a saude de
peixes, do ser humano e do meio ambiente.

Com o material técnico produzido, infere-se que a tese cumpre uma importante missao
das universidades em produzir e difundir conhecimento intramuros e extramuros. E, ainda,
promove a interagdo dialdgica, interdisciplinaridade e indissociabilidade entre o ensino-
pesquisa-extensao, impactando na formagao do estudante e na transformagao social. Acredita-
se que o publico-alvo serd beneficiado com obten¢do de conhecimento atualizado e gratuito e

como forma de promover a satide Unica.
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PEIXES

Ola pessoal, prazer!
Me chamo An.

[Eu, sou a Nat. !
Eu, me chamo Danj

L

e

omos estudantes da Universi-
dade Estadual do Maranhao,
onde desenvolvemos pesquisas
na area de diagnostico de do-

encas em peixes. B 5
_-'/ == i Fi

N




PEIXEDS

AT
to sobre Aeromonas em peixes. A
partir disso, resolvemos trazer al-

gumas informagoes sobre essa

_bactéria para vocés. \famaslﬂ?_’,

Estamos trabalhando com peixe?

Os peixes, sdo animais vertebra-
dos que vivem exclusivamente em
ambientes aguaticos.

2t q _

0 Caracteristicas Gerais

"Entﬁﬂ! Que tal mmpn:‘

endermos algumas ca-
Ederisticas dos peixes?

fEémn o Dan citou, 0s peixes séo

animais aquaticos, que respiram
pelas branguias. Existe uma va-
riedade de espécies, com forma-

\Es e habitos de vida diferentes.
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PEIXES

Os peixes dominam os ambientes aquaticos desde

sua origem ha aproximadamente 900 milhdes de
anos. Para colonizar e ter sucesso em uma diversida-

de de ambientes, eles desenvolveram fascinantes
adaptacbes anatomicas, fisiologicas, comportamen-
tais e ecologicas (Zuanon et al., 2015).

Figura 01. Caracierisficas da anatomia externa dos peixes

MACADEIRA MATADEIRA
DORGAL ESPINHOSA DORSAL MOLE

MADADEIRA
\ \ AL
MARIMNAS s U AP

HADADEIRA ANAL

Fonte: olhapeixe com_br
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PEIXES

Figura 02. Caracteristicas da anatomia interna dos peixes.
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Fonte: Alfonso (2023)

0 Importincia dos Peixes para o
Ecossistema

Quanta coisa Ja aprendermos, né
pessoal' Mas, vocés ja se pergun-
taram sobre a importancia dos pelr-
Xes para o ecossistema?

14



PEIXES

s =+ VOCE SABIA?
@ A presenca de peixes em uma colegdo

e de agua depende da associacao de inu-
meros fatores ambientals, e ndo apenas da existén-
cia de agua no estado liquido (Feio; Ferreira, 2019).

J

Vejamos abaixo a importancia dos peixes para o meio ambiente.

% Sa0 uma fonte de alimento para | % Sd0 imporiantes para a circudagao
‘ muitos animals lemesies e | de nutnentes em ecossislemes
i g

% Uma importante fonle de alimento

para 0s seres humanos:

* Imporfanies para a saude dos
recifes de corals;

% Si0 05 principais predadores de | & Contribuem para & sadde do
insetos & outros animais aquaticos; | ecossistema atraves da remogo
| de deldtos e oulros maleriass

organicos da agua,
Fonte: Elaborado pelos autores.
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DOENCAS BACTERIANAS
EM PEIXES

Pessoal, até aqui, aprendermos so-
bre 0s peixes e suas caracteristicas

e Importancia.

N | ]
o Lot

”F:.:I;isJ vocés sablam que oS peixes sao
muito suscetivels a acédo de agentes
Zoonoticos que podem colar em risco
a saude dos peixes e do ser humano,
a exemplo das bactérias.

N—

Figura 03. Exemplos de agentes que podem infectar 0s pel-
XEs.

W - -
it e
S W N

Fonte: crapeixe.h_lspot.mm
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DOENCAS BACTERIANAD
EM PEIXES

" VOCE SABIA?

b

As bacterias que afetam 0s peixes séo
consideradas oportunistas e estdo frequentemente
presentes na agua e na microbiota de animais sauda-
vels, afetando-os em situactes de estresse.

(ﬂma questdo Importante a
ser ressaltada e que a micro-
biota dos peixes e 1déntica a
microbiota da agua em eles

\Eli'le estéo insendos.

(Oris er al.. 2015).

O surgimento de patogenos Gﬂﬁ?\
derados zoonoticos em peixes es-
ta se tornando cada vez mais co-
mum & representa um rsco signifi-
cativo a saude humana. _J

13




DOENCAS BACTERIANAS
EM PEIXES

0 Doengas Bacterianas Transmitidas
por Peixes

Ola pessoal, abaixo Iremos

conhecer algumas bacternas
i |a identificadas em peixes.
bty

Tabela 01. Especies de bacterias identificadas em peixes.

Tucunare (Cichla ocellaris) Kocuria palustrs;
Lactococeus raffinolactis

Dourado (Salminus brasilien-  Flesiomonas shigelloides
Sis)

Curimba (FProchilodus line- Aeromonas hydrophila,
atus) Macrococcus caseolyticus
Mandi (Pimelodus pohli) Lactococcus lactis;

Agromyces mediolanus;
Moraxelia osiognsis;
Aeromonas veroni

Fonte: Adaplado de Sales et al. (2022).
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e,

"!-E-;tﬁﬂ pessoal, depois de aprendemos sobre os

peixes e suas caracteristicas e importancia para
0 ecossistema, conhecemos também, um pouco,

sobre as bactenas que podem acometer 0s pel-
xes denire elas a Aeromonas.

Vamos conhecer um
pouco sobre 0 género
Aeromonas?

'u.:ﬂ

GENERO Aeromonas

==

/P;_baﬂtérias do género Aeromonas
S840 caracterizadas como bastone-
tes Gram negativos, anaerobios fa-
cultativos e com 1 a 3,5 pm de

comprimento.

_‘>_ =

Martinez-Murcia: Benlloch: Cofins (1982)
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GENERO Aeromonas

fnm até aqui algumas carac-
teristicas do género Aeromo-
nas. Mas, vocés sabiam que
as bactérias deste gﬁnﬂm sdo
divididas em dois gruf

Vejamos abaixo essa dmaﬁc}

As espécies de Aeromonas produzem \
diversos tipos de enzimas hidroliticas,
tais como arilamidases, esterases,
amilases, elastases, desoxirrbonu-
cleases, quitinases, peptidases e ]v .

Joseph & Caenahan {1000

LA
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GENERO Aeromonas

qtaxﬂnumia das principais
espécies de Aeromonas
esta listada na Tabela 02.

—

Yy W

Tabela 02. Classificacdo das espécies validas & propostas do gé-
nero Aeromonas
Espizie {Amo) € linic amenic Distimta expicic *
nificaliva Cenelicmmente  Hiogdm cans wle
A Bydrepiita 195 =Hm Sim Sim
A sifmmonicids {1953) Sim Sim Mo
A. sobra {[581} M im Bim
Metos A, (1983) Sim Cimi Sim
A caviae | 1584) e Bl s
* veroait (1988) Sem S1m Mo
A q-u.;q-.-nlnm.'.-.'n'ilhh Bl S %im
A schrbherran | 1985 Smm &im Sim
A gervekaes | 1997 Sim Sim Sim
1 rotar {1992} Him Girm —
{. eachella (1905) Min Sirn [
A. Besparm | |59} Hrm 2im Wi
A papaffis (19957} Sim Sim W
A zimpae (M) Nio Sim Sim
. molTuscorum [ 2004) fn J1 1) Sim S
A. bivedviue (3007 Blie B i
A. aguwarrerim | J00E) Mo i iy
A e (21405 Him K i
1 allasgerharophila (1992) Mo Nio N
1 ealioteeds (3002 B Sim Nia
A sivormeang | 2004} Mo Sim Sim

Fonte: Lima (2017). o



GENERO Aeromonas

0 Aeromonasem Ambientes
Aquiticos
"E;Aemmﬂnasr estao presentes em ﬁ
ros nichos e substratos, 1sso inclui ali-
mentos, animals, aves, solos naturais,
peixes e, principalmente ambientes

aquaticos. ),
%améﬁas naturais de ambi;:—\'

tes aguaticos e apresentam alta
capacidade de adaptagdo a uma
grande diversidade desses ecos-
\ sistemas, sendo observada sua

presenga em agua doce e salgafliaj

As bactérias do género Aeromonas em sistemas de
distribuigéo de agua potavel possul capacidade de co-

lonizar a tubulacdo do sistema formando biofilmes
(Bomo et al., 2004).
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GENERO Aeromonas

\; O QUE E UM BIOFILME?

E uma membrana pegajosa (matriz poliméri-
ca extracelular) que protege a adesdo e sobrevivéncia
de uma comunidade estruturada de micro-organismos
sessels em superficies bidticas e/ou abioticas.

Figura 04. Ciclo de desenvolvimento de um biofilme

| deslac ameTitn

L O- AL TEEIC R0

Addeslko i “:""""""."'”‘
necial II.'I al_l';u'rl g

reversivel [acdesio
irrewersivel)

Fonte: Lima (2017).

ﬂ_ﬂanlﬂ pessoal, a agua & a princi-
pal fonte de contaminacéo e um im-
portante veiculo para a dissemina-

cao de Aeromonas spp. .
i e
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GENERO Aeromonas

0 Aeromongsem Peixes

(Juanta coisa ja aprendemos! Mas,
nao finaliza por ai, vamos entender
um pouquinho sobre Aeromanas em

Ixes?
peixes’ N

E um dos principais patogenos
em pelxes.

Figura 05. Peixes diagnosticados com Aeromonas hidrophi-

Fonte: abdurrasyidfadila blogspot.com



GENERO Aeromonas

Para 0s peixes, a bacteria Aeromonas spp. & consi-
derado oportunista, organismos patogenicos faculta-
tivos que se manifestam no hospedeiro enfraquecido
efou infectado por outros patogenos.

O peixe € o almento de Grig_e?n\
animal que soire detenoragéo mais
rapidamente, uma vez gue uma
sere de alteracoes se inicia imedi-
atamente apos a despesca.

_/

_@_ VOCE SABIA?

=~ A espécie Aeromonas hydrophila € a mais
frequentemente isolada em peixes doentes.

100



101

GENERO Aeromonas

0 Espécies de Importincia Clinica

Tabela 03 Espécies de Aeromonas sp. de importancia
chinica

A hydrophila LesOes de pele
= Necrose
& oAEe Septicemia hemor-
A sobna ragica
A veronii Abcesso ou ulcera-
5 ¢Oes no pedunculo
A_schuberti e

Fonte: Elaborado pelos autores,

0 Diagnéstico de Aeromonas

/aj_fmta coisa né pessoal, r@
ainda ndo acabou. Depois de to-
das as Informacdes apresenta-
das & importante sabermos co-
mo é feito o diagnostico de Aero-

=7
monas, Ne ¢ _/

b1 | -|.,-..:' ! -
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GENERO Aeromonas

Métodos convencionais de deteccao

Figura 06. Método geral de isolamento de bacténas do
género Aeromonas

Ennguecmento inicial em
» ==+  dgua de peptona alcalina
ou caldo de Triptose

Agar de Amido  Asay Vierde contendo ampicihna
Suplementado  Brihante de

com Am@cling jnosital & Sais +
(554 Bliares
(BIBG)
Kew base de
Agvomongs

{maio Ryan)

Figura 07. Métodos clinicos e ambientais para isolamento de bac-
térias do género Aeromaonas

Meétodos Clincos Metodos Ambientass

Agar Agar Sangue Meko da

I'..'Ir;l:-un:-c':,l Catsuleding su;ﬂnm.;.ﬂtm Glutamalo de

rgasan- s AT
Mrepeoma E'.upltml-.l'l-ﬁ:b
fe= T AITF:M: COmi
Ampiilinag e

HHIH'Eltll;.h ClacramoOodass = Paniciling

Farmentacia de Glosse = [(SEAP10)
Pradugio de Gelatinase «
Fermentaclo de Inosisl -

Fonte: Mcmahon e Wilson (2001), Kelly, Stroh e Jessop (1988).
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Deteccao Molecular

Figura 08. PCR convencional para identificacéo de bactérias do
género Aeromonas.

Fonte: www scielo.org.com

PROBLEMATICA DA AE-
ROMONOSE NA INDUS-
TRIA PESQUERIA

Pessoal, chegamos ao nos-
so ultimo topico. Muita coi-
sa legal vimos ate aqui.

Nao esquegam, o aumento na pre-
valéncia de enfermidades bactena-
nas em peixes induz perdas signifi-
cativas na producéo aquicola.

P ¢a0aq A 2y
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PROBLEMATICA DA AE-
ROMONOSE NA INDUS-
TRIA PESQUERIA

0 Como Prevenir?

qbaim, trouxe alguns meto-
dos para prevencéo de Ae-
romonas nos peixes, princi-
palmente de cultivo.

" #
'.@..' SE LIGA NA DICA!

25




CONSIDERACOES FINAIS

() aumento da prevaléncia de doengas bacterianas
em peixes induz perdas na producdo aquicola que
afeta o desenvolvimento do setor em muitos pai-
ses. As bacténas do género Aeromonas sdo um dos
principais causadores de perdas na piscicultura.
Mas, esse agente pode ser identificado, também em
peixes de ambiente natural

Pessoal, chegamos ao final do nosso guia, espera-
mos que tenha sido uma excelente leitura e que vo-
cé consiga colocar em pratica todo conhecimento
adquindo ao longo da sua leitura e que vocé te-
nham uma excelente trajetoria na busca pelo conhe-
cimento.

Os autores!
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6. MANUAL ORIENTATIVO

6.1. Acoes do Servico Veterinario Oficial na Cadeia Produtiva de Animais Aquaticos de

Cultivo

Este manual orientativo foi elaborado com a finalidade de levar informagdes a diferentes
publicos que se dedicam ao estudo ou ao cultivo de peixes, sejam eles estudantes,
pesquisadores, professores, técnicos, produtores e ao publico em geral interessado na tematica.
Mas, sobretudo, pensado para nortear as atividades de servidores vinculados a Orgdo
Executores de Sanidade Agropecuaria (OESA), como a Agéncia Estadual de Defesa
Agropecudria do Maranhdo, no tocante a sanidades de animais aquaticos (peixes, moluscos,
crustaceos etc.).

De forma ilustrada, em um total de 26 paginas, busca-se orientar, o publico ja
mencionado, sobre as agdes do servigo veterinario oficial na cadeia produtiva de animais
aquaticos de cultivo, no sequintes quesitos: (i) A¢des do SVO na ULSAYV; (ii) Ag¢des do SVO
na propriedade; (iii) Atividades do SVO no transporte; (iv) Atribui¢des do SVO na industria;
e, (v) Educacao sanitaria.

Com o material técnico produzido, espera-se que a vigilancia ativa (investigacao
imediata de suspeitas pelo servigo oficial) e passiva (notificagdes feitas por profissionais
responsdveis técnicos de pisciculturas, produtores ou por qualquer pessoa que tenha
conhecimento da ocorréncia de mortalidade repentina de peixes) sejam mais efetivas e célere,
0 que, invariavelmente, converge para a reducao de casos e surtos de doengas nas criagoes,
contribuindo com a sanidade e salvaguardando a saude de peixes, dos consumidores e do meio
ambiente.

Infere-se que a tese cumpre uma importante missdo das universidades em produzir e
difundir conhecimento intramuros e extramuros. E, ainda, a interacdo dialdgica,
interdisciplinaridade e indissociabilidade entre o ensino-pesquisa-extensao, impacto na
formag¢do do estudante e na transformacdo social. Acredita-se que o publico-alvo serd
beneficiado com obten¢do de conhecimento atualizado e gratuito e como forma de promover o

desenvolvimento local.



AGOES DO SERVIGO
VETERINARIO OFICIAL NA
CADEIA PRODUTIVA DOS

ANIMAIS AQUATICOS DE
CULTIVO
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LISTADESIGLASE
ABREVIATURAS

AGED - Agéncia Estadual de Defesa Agropecudria do Maranhdo
CRAS - Centro de Referéncio de Assisténcia Social

FORM-=IN - Formuldario de Investigagdo Inicial

GTA - Guia de Transito Animal

LFDA - Laboratorio Federal de Defesa Agropecudria

NT - Nota Técnica

PeixeBR - Associogdo Brasileira da Piscicultura

pH - Potencial HidrogeniGnico

113

RENAQUA - Rede Nacional de Laboratérios do Ministério da Pescae _
Aquicultura i
2

SIGAMA - Sisterna de Gestdo Agropecudaria de Maranhdo

SISBRAVET - Sistermma Brosileiro de Vigilancio e Emergancios *—

Veterindrias
SVO - Servigo Veterindrio Oficial
ULSAV - Unidade Local de Sanidade Animal e Vegetal
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O'I INTRODUCAO

0 Estado do Maranhio apresanta boos carocterizticas de clima, sclo & potancial
aguifero que o coloca em posigiio de destoque na produgto de animais aquaticos
de cultivo.

Atuaimente, o estado tem sa destacado o aguicultura, a exemplo da pisciculturag,
no ranking nacional & ocupa o 5° lugar com produgfo de 47.700 tonelodas de
pelxes erm 2020, conforme dodos da Associagio da PeixeBR de 2021, J4 de acordo
com o instituto Brasileiro de Geografio e Estatistica (IBGE, 2019), o estodo produziu
363.665 kg de comario e 21,600k de moluscos bivalves.

Com o crescimento da atividode produtiva de animoiz aguaticos hd o
necessidade de adogho de medidas preventivaz e de controbe para minirmizar
efou evitar a ocoréncia de doengos nestes organismos. Neste sentido,
glaborou-se o presents guia orentative cormn o objetive de disponibilizar
informagtes atualizodas oo Servico Veterdndrio Oficial (Svo).
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AGCOES DO SVO

NA ULSAV

Tudo o que vocé precisa saber sobre as agoes
do SVO na ULSAV

Codostro do propriedade & dos animaois oguatices, conforme formulano de
cadastro Onico.

Aponte o celular para o QR
CODE & atesse o Farmuldrio de
Cadastro

r 3 el dr=falalfs | 1
UL T LT |

= Ter acessc 008 documentos pessoais do propretdrio ou de outres gue estejam
com a posse da propriedade [arrendotarnis, posseino, meeiro, etc);

- Contato (telefone & e-mail ) do proprietdrio ou dagueles que estejam na posse
da propriedaode & o enderego residenciol destes.

Azsizta oo video instrutivo n™ 001/2022 disponivel no canal “Plataforma Aged” no
YauTube

Aponte o celular para o QR L
‘g < [DERCA]
CODE & spasge pi wideas sabra
qﬁ, Tenha acesso aos materials

clicando na QR Code

cadastramentn

(]

o ! |." iy "-j '_:,’L e o
;i‘{lr:g I"-!-?@ ﬁ;wrh ug&\% J’:’E@a ‘Eﬁ% L?%:u VA é‘« -ﬂ?ﬂiﬁ‘i l!’ f
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3 EMISSAO DE GTA

Quais os requisitos legais para o SVO emitir GTA?
Atentar para os requisitos dispostos no manwal de emissio de GTA, versdo 9.0

Para a emissio de andmoaois oquiticos vivos, seu material de multiplicagdo
(material genética) & matéria-prima obtida de animais de cultive, os sequintes
itens devern ser preenchidos:

ITEM D8 ANIMAIS AQUATICOS
ITEM 10: TOTAL POR EXTENSO
ITEM 11 PROCEDENCIA

ITEM 12 DEESTING

ITER 13 FINALIDA DE

ITEM 14: MEIC DE TRANSPORTE

i T
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4" ITEM 17 OBSERVAGAOD $
? s  ITEM 20: BMISSAD ?..
| :h;.. ’ ITEM 11 IDENTIFICAGAD E ASSIMATURA DO EMITENTE %..
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A emissfo de GTA para o transite de moluscos bivalves para estabelecimentos de
processamento somente serd permitido se os animais forem provenientes de
lpcais com retirada liberada de moluscos bivalves ou locais com retirada liberada

sob condigdo.

b

x A

Em se tratando de emissGo de GTA, quais as

hipoteses de dispensa:

< F proibido o emissdo do GTA pora animais oguaticos recolhidos mortos no
momento do despesco

e

A
£
-

i

-
-
]
=
l'll.
. o
o Ficara dispensoda o emissdo da GTA quonde o local da despesa for contiguo &
" ared do estabelecimento processador @ ambos pertengam o mesma pessoa
T juridica, no cosc de tronsporte de animois aqudaticos com o finolidode de

-1 nbate processamanto, Neste coso, o transporte ficord condicionodo & emissdo de
Formulirio de Origem do Pescodo, conforme Anexo Il da Instrug 8o Normativa do
Ministério da Pesca e Aquicultura n”4 de 04/02/2016.

e
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@

wqﬂ' Ficard dispanzada a emissdo do GTA quondo sa trator de transporte de onimais ; aﬁ
i < ogudticos vives, seu material de multiplicogdo e matéria-prima, omparados por .

J7 formularios préprics, com finalidade de diognastico pela Rede Federal de "
"P:_' Laboratérios de Defesa Agropecudna, nesta incluidoes oz Laboratbrios de Pesca e "ﬁ}
¥ = Aguicultura (RENAQUA) & laboratérios credenciados plblices e privados. 0
- % .,JN-:-:- deverd ser amnitida Guia de Transito Animal para respaldar transito de onimais | f’,
__F” ogqudticos ou sua matéria priemo quando a Altima crigam for um estobelacimento o

com inspecdo sanitario oficial, mesmo no caoso de animais gue soiam vives do

Y estobelecimento para qualguer desting, 3; '

1§ Obs: A Onico excegdo é quando ha retorno de animais de estabelocimento de
precessamento pard um pstoba locimanto do nrtu':i:ull:'.lrn.

k- = J Nao deverd ser emitida Guia de Trénsito Anirmal para respokdar trénsito de animais
'.F"" aqudticos ou sua matéria prima quando a Gltima origem for a pescafextrativismo,

» sendo que para produtos de pesca o documento comprobatdnio de origem & a
i_j,.--' Nota Fiscal do pescador profissienal.
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) ACOES DO SVO

'NA PROPRIEDADE

Tudo o que vocé precisa saber sobre as agoes do
SVO na ULSAV

¥

B Il- - als=-Tall, alalsa M AT oW

W L LT 7 RIS iall ALl Ll 3
| i i

wfl o R B N R TV el =]
1O 0] _;_-.-“‘ e [ =X

Realizar a visita na propriedade in locu para preenchiments do formulano de
cadastro Unico, para obtengdo dos seguintes dados:

Area do propriedade;

informogdes sobre instalogdes e infroestrutura da propriedade;

Dados sobre todas as exploragbes pecudrias existentes além dos organismos
oquaticos;

Oz pontos dos coordenadas geograficas na propriedade.
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Tipos de tanques que devem ser apontados no
cadastro

TANQUE ESCAVADD TANQUE ESCAVADO L
3 T

.::;__ TANQUE DE GEOMEMBERANA TANQUE DE GEOMEMEBRANA

i TANQUE DE FIBROCIMENTO TANCQUE REDE ﬂ
Ly 5 -

£

a
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’ ) Conhecendo os Sistemas de Producgdo

0 Extensivo

O sisterna extensivo consiste em colocar o8 peixes juvenis em logos ou represas,
T ¢t onde permanecerfo até o momente de serem capturados. Esse sistema & mais
R voltado para a subsisténcia ou comércio local pols a produgdo final & peguena.
i Ainda nesse sistermna, pode-se utilizor o técnica do policultive, quando varias
. espécies sdo cultivadas oo mesmao tempo.,

*
S
Ty

-.,{ semi=intensivo
5, Hesse sistema, amplaments difundide ne Brasil, também se uso of viveires ou
= ¥  bormamentos, mas hd formecimento de agimentacdo para os pnms,. sando esse
| alimento constituido por ragdes balanceadas e alimentos vivos. Esse fornecimento
= deve ser feito desde a fase de alkevinos aw alcangarem o ponto de
- # comerciolizogdo.
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2]

Sistema Intensivo o,
Esse tem o finalidade de obter alta produtividade e, consequentemente, precisa de
estruturas adequadas, maior atengdo 4 qualidade da dgua ¢ maior adogdo de
tecnologias ¢ equipamentos. Ainda deve ser a principal atividode da propriedade =1 7
haja vista o alto investimento e a necessidode de dedicagdo a ela. ;ﬂ

Sistema Superintensivo =
Mo superinteneive & permitida uma densidade de povoaomento ainda maior doque |-
a do sisterna intensive. Para congegquir egsa alta concentragio de peixes, eles sdo ¥
cultivodos em estruturas apropriados como calxas odaptadas, tangues circukares, K-:u:
onques-lona ou Ongues-rede. Obwviomente, opresenta moior custo de e
implantagdo, mas também permite produtividade ainda maior. L

St s e 1 o



3 j O que o SVO deve verificar durante a vigilancia
- | epidemiologica na propriedade?

}‘?J'ﬂhtﬂln do plantel como um tode, caso seja possivel, e inspegio dos animais
ﬁ doentes, se houver;

——J Verificar os aspectos higiénicos do ambients, coluboradores e visitantes, se existe
] controle de progas, de animais silvestres e domésticos, como & feito o descarte
dos residucs organicos e descarte responsdvel de lxo & efluentes,;

verificar o acesso de veiculos préprios e de visitantes.

2 [ Em se tratando de animais aquaticos, o que deve ser
= ' verificado e inspecionado, de acordo com a espécie?

4

A=Piscicultura:
I~ verificar a procedéncia dos peixes (GTA);

2-verificor os longues, incluindo: capocidode de adensamento desses e aspectos
higiénicos;

i-Verificar o qualidode da dgua dos tanques, incluindo: cor; pH, oxigénio
dissolvido, salinidade, tempe rotura, condutividode (obtidos com a utilizagdo de
sonda multipardmetro ou kits rdpidoz) e turbidez (disco de secchi); nitrito,
amdnia, dureza e ferro (Kit colodmétrico):

4- verificar o comportomento dos peixes no langue, tois como: estio letargicos

(porades), de boco aberta, busconde ar na superficie, em conflito no tangue, com
coloragio estranha, ete,

.o p

=]

B-Carcinicultura:
- verificar a procedéncia das pés-larvas de caomardo (GTA);

I-Vaerificar os tangques, incluindo: capacidade de adensamento desses & aspectos
higiénicos.

TP

C-Malacocultura:
1= verificar a procedéncia dos moluscos;
1= Boas praticas de mangjo no cultivo;

3~ Dbservar as carocteristicos de gualidade dos ostras, tals como: ostras com
conchas fechadas; se as ostras estdo perdendo peso; se houve alta taxa de
moralidode.
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—¢ Diante da queixa de animais aquaticos doentes I
= 0Umortos, o que fazer? -

j - © SVO ird registrar os dados sobre a quelxa no fermulario de investigagdo a. '
% inicial- FORM N @ inserir os dados no SISBRAVET;
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oAE Nota: recomenda-se reglstro fotografice das agdes. gxlia
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— 2 0 SVO poderd coletar amostras de animols doentes para emvio oo loboratrio
| p‘ dos LFDA-MG e LFDA-GO para mealizagdoe de andlises microbioldgica, y
. fisico-guimica e toxicologica. [ =
T W !
Obs: nde enviar animals mornbundoes pora serem onalisados no &

|.'rr'%';., laboratorio. aflly o=

]

4 __ 3- O SVO irG recomendar o descarte cometo (biodigestdo) dos animais <

277 meribundos: ;fﬁ
Ak f'_ -
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4 4- O 5VO ird verificar como & feita as boas praticas de manejo, limpezado o

<L  ambiente, higienizagdo (tanques, loboratario, depasito de ragdo, etc); : -
. despesca. ¥ |
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ATIVIDADES DO SVO

NO TRANSITO

O que o svo deve verificar durante a fiscalizagéo no
transito dos animais aquaticos?

Verificar e o motorsta estd com o GTA dos animails agqudticos que estio sendo
trarsportados;

Avaliar os atributas de frescor, respeitando os particularidades de cada sspécis,
verificando as carocteristicas sensonais que s80 aplicoveis a pescado fresco,
resirindo e congelado.
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CARACTERISTICAS SENSORIAS: Peixes

Superficle do corpa limpa, com relativo brilho metdlico e reflexos multicores
praprios da espécie, sem qualquer plgrmentacio estranha

Oihos claros, vivos, brilhontes, luzentes, convexos, transparentes, ccupando
toda a covidode orbitario

Ewﬂnql.iun ou guelras riseas ou vermelhas, imidos e brithantes com odor
natural, proprio e suave

Abddmen com forma normal, firme, ndio deixando impressdoe duradoura a
pressdo dos dedos

Escamas brilhantes, bermn aderentes 4 pele, @ nadadeiras apresentando certa
resisténcia oos movimentos provocados

Carne firme, consisténcia elastica, da cor propria da espécie

Visceras integras, perfeitomente diterenciadas, paritdnio oderente @ pareds
da cavidade celomdtica

Anuz fechodo

Odor proprio, caracteristico da espécie

Mota: O irdnsite dewve sar felto em condicBes ncl-u:'ql.mdl:r: oo .|11'E|'n:'r1-|:'

Formas correta & incormeta de conservagio do pescado
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>>IMPORTANTE <<

Colocar o pescade no gelo de qualidade e em quantidade adequada & uma das
melhores formas de manter sua qualdade.

DHC A° O ideal é colocar 1,5 kg de gelo para cada quilo de pescado, sendo que a
Frimﬂiru e g ditimao camadas serdo sampre da -Wh:l. camao pﬂﬂ-l:ﬂﬂl‘.'l entre elas,
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CARACTERISTICAS SENSORIAS: Crustéceos

Aspecto geral brlhante, Omido

Corpo em curvatura natural, rigida, articulos firmes e resistentes

Corapoga berm aderente oo corpo

Coloragho propria do espécie, sem qualquer pigmentagio estranha

Clhos vivos, proe minentes

Ddor proprio e suave

Logostos, sifis e coranguejos, estarem vivos e ﬂgmnsuﬁ

Nofa:
O transito deve ser fefto em condigdes odequodos de conforto
FEhrrico POra O criimes.

O fransrio deve ser f'effo erm con |'.|'|.|:.'I'.'E': odequaados e I.-\.'j'l ane

»>>IMPORTANTE< <

Transportar 0s caranguejos em caixas ipo
monoblocos {(37x54x32cm), com 60 animais/ coixa,
contendo BEPUI"I"II:FE umedecidas sob e sobre o5
aninmesis.

P speis v s g
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CARACTERISTICAS SENSORIAS: Anfiblos

Odor suave & caracteristico dg espéeie

Cor roso palida na carne, branca ¢ brithanta nas proxmidades das

articulagtas

Auséncia de lesbes & alementos estranhos

Coloraghoe propria da espécie, sem qualquar pigmentagdo estranha

Textura firme, eldstico e tenra

Mot O trdnizlte deve ser felto em condigdes adequadas de higlens

CARACTERISTICAS SENSORIAS: Moluscos

Bivalves Gatropodes Cefalopodes
Estarem vivos, com | carne Gmida, aderida
valvas fechadas & a cencha, de cor i
com retengo de 4gua | chrgeteristicn de cada et
incodor e limpida nas espécie
conchas
OIhGs ivos,
Odor proprio @ suave Odor proprio e suave proeminentes nos
arbitas
carne Omida, bem
aderente @ concha, de
: Estarem vivos e
aspecto esponjoso, da vigorosos Carne firme e elgstica
cof caracteristica de
cada espécie
Auséncia de gualguer
pigmentagao
estranha o espécie
Cdor praprio
Molas

& trgnzsile dove cor felto em rcrrn;.‘lr;r'ln:l: acdeqguadat de conlorio

fErmice [alelga = el lals

O transfio deve ser felie em condigde: odequadas de higivna

128
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2
Gﬂﬂﬂ'lﬁ STICAS SENSORIAS: H‘Ftﬂl l ol
i
Carne de jacarés Carne de quelénies X
Cdor caracteriztico da expécie Odor préprio e suave by ,
NS
LN d
cor branca rosoda Cor caracteristica da espécie, S
livre de manchos escuros "
Ausdncio de [esdes e :
T fi , nr
S Rl extura firme, eldstica e tenra ?ﬁ;
Textura macia com filbras [, l_l
musculares dispostas -
uniformemente g
-b‘ ]
.. F'
L
Mol O transiio deve ser feflo em condigoes odequodds de fighene. L
=

Verificar as condigbes higienicas do acondiclonamento dos peixes intelros .:-"'-Er.
resiriados. oy T

T packs rrrn e g
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ATRIBUIGOES DO SVO
NA INDUSTRIA

Aponte o celular para o QR CODE

e ocesse todo documentocdo

pira reqestro da AGroindiustr i
' oy

n. TEnhil &0 U] BON PUTATLES
: dicards ma QR Cace

SVO-SEDE:

J Realizar a vistoria do terremo ou do estabelecimento se j& estiver iniciado a

\
w‘ ‘..-r"'"-

Analizor o projeto de construgdo ou reformo do estabelecimento, opos o
aprovagdo do terrenc;

;._ - ':_- “ifl ;

I

bk 4 @wé bk, Dbl Jiatd K@Q\%ﬂlﬂ
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b« EMitir o parecer de deferiments do projeto. autorizandos o inicio da “a

Q construgdo ou reforma; ﬁ
2 .;‘__"F Realizar as vistorias de acompanhamento da obra; 7 g
.,/ Realizar a vistoria final; %9
.:;F“T-..JE mitir certificado de registro e autorizagde do funcionamento. {:'Tf‘

ey . : . . R 3
= Quais as acoes fiscais do SVO na agroindustria? = -

“f SVO-ULSAV . 4

Yoo Realizor as inspegdes pds-meortem de pexes, comardes, caranguejo, astras  na Fﬂﬁ;

@ unidode de benaficiamanto; 5

i -«f Realizor as inspectes (ante @ post-mortem) de répteis e anfibios nos obatedourcs & _
~ frigorificos;

Y o,
:ﬁql"‘dar'rf'mcrr ze oz plonos de autocontrole apresentados pelas empresas e validodos :f*
oh . pelo SVO estdo sendo  cumpridos. 2

- =
O que o SVO deve verificar durante a :
“# fiscalizac@o no trénsito do pescado? = A
7, %
3 o
"-*'f'_#...-"'n.i'ariric:nr se o motorista estd com a nota fiscal do pescado; (i
7 W
'.'.'u. Y '.- ‘I.‘.
AP A
Fan £h
o Y )
> ; ::-“_"
Ly £ om
; -+ Observar o acondicionamento do pescado (peixe, comardo seco, g =
L Eﬂl‘ﬂnﬁlﬂﬁﬂ]j 7 e
R S
-'II:.:'. :.ﬁ:-I

=
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22

— « Verificar os condigdes higignicas e de refrigeragdo do transporte; s
o JVerilicar as condicdes de armazenamento do produte (temperatura de i* .
B refrigeragdo ou congelaments); -"y.-'*'l:
. /Mo coso do trangporte de camardo pré=cozido salgodo seco, verificar o
o acondicionamento em caivas de isopor, @ boos condigoes de uso ocucaixa T,
i ‘ plastica de poliproplleno ndo varada, e devidamente higienizada; e

J '1JEm ambos 0% casos, o produto deverd estar embalado em saco plastico
transparente grosso de primeiro uso, conforme nota técnica n® 01, de 31de = =
agosto de 2017,

C .

fy  Fig. 1~ Caixo de izopor, em boas condigbes de uso. . k3
o )
Bl byt
£y £
| ?:u -'"J 1’
5N SR
I. I
: Fig. 2 - Caixa plastica de polipropilenc, ndo vazada. = H1
el
o by
=¥ P
| "?l il = 1'!‘
J
=Y P
e F o
| 'g'{ Fig. 3 - Saco plastico grosso, ideal para suportar pesos &;1‘1
#7494  entrel0e 30 kg o
Eg P>
| ‘ﬁ. =% |
W S
2N 2
b . 9
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6 EDUCAGAO SANITARIA

& Educacdo Sanitdria em Defesa Apropecudria é um processo continuo, gue visa promover
conhecimento sobre matérias referentes a prevengdo, controle @ erradicacio de doengas
dos animais ¢ vegetais com vistas a producho de alimentos seguros para os consumidores,
bem como, despertar a populagdo a se reconhecer participe nesse processo. Nesse
contexto, o Programa Agulcultura com Sanidade utiliza a educacdo sanitdria como
ferramenta cruclal para promogdo da sanidade dos animais aquiticos de cultivo. Assim,
diversas sio as aghes educativas |4 realizadas pelo SVD desta agéncia, voltadas para
conscientizar todos os atores da cadeia produtiva dos animais aquiticos sobre suas
responsabllidades no processo de sanidade desses animals.

denrde o el gl para o 0E Crele pars
dnsmiir @ COreesEnso  com o

AT
| ]

Apnmee o relula pama o = Code pars
gugeir g primean dis do sebindes

Aponte o celular para o QR CODE
o ocesta o folder informative do
Programa de Sanidode dos
Animas Agqudticos,

“' - ey

"l? Tenha Jresso 305 maar o5
cleardc no QR Coce

[

:—E%W rtf,%' ..w ﬁrl nril P%N&%\%r Ir.’*‘aﬁﬂ& K S/ gk%ﬁ%%
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CONSIDERAGOES

FINAIS

Diante do potencial predutive oquicola gue tem o Maranhdo, ndo resta davida que
a sanidode dos animais oquaticos de cultvo deve se fazer presente para garantia
de matéria=-prirng @ pescodo com quolidade.

Com as informagfes do presente guiko esperg-se que os sarvidores representantes
do servico veterindrio oficial do AGED possam superr suas dividas no que se melene
a execucdo das agtes do progroma de sanidade dos animais oquaticos da cultivo.

Acreditamas gue o guk & um importante NStiumento para ofentacdo dos
servidoras da AGED, gue podeard influenciar positivaments nos resultados dos
aghes do servigo veterindario oficial

ot S Y A 7 [ A S o A T 7 (N A '
sk bt ek bl bl J
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CAPITULO VII
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7. CONCLUSAO GERAL

Com os resultados obtidos nesse estudo conclui-se que:

Sete espécies de Aeromonas foram identificadas em C. macropomum: A.
veronii by veronii, A. caviae, A. sobria, A. schubertii, A. veronii by sobria, A.
media e A. hydrophyla. A totalidade das espécies identificadas no estudo sdo
consideradas patogenos de animais aquaticos com potencial zoonotico para
seres humanos.

Constatou-se 0 DNA de Aeromonas spp. em 47,37 % (n= 54) dos isolados
confirmados fenotipicamente como pertencentes a esse género.

Embora ndo existam antimicrobianos registrados no Brasil para uso no cultivo
de C. macropomum, a resisténcia antimicrobiana esta presente em isolados de
Aeromonas spp. oriundos de tambaquis.

A multirresisténcia a trés antimicrobianos pertencentes a classes de antibidticos
diferentes, observada em elevada frequéncia dos isolados de Aeromonas spp.,
suscita preocupacao quanto aos cultivos de peixes da Ilha do Maranhao, bem
como a saude unica, dada a possibilidade de infecgdes humanas por bactérias
resistentes.

Ao se considerar as implicagdes clinico-epidemiologicas das espécies de
Aeromonas spp. avaliadas no presente estudo, bem como a identificagdo de
perfis de resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos, ressalta-se a
necessidade urgente de alertar e esclarecer a importancia destes patogenos para
a Saude Unica. Esse conhecimento poderd auxiliar positivamente no
estabelecimento de diretrizes de controle preventivo de infec¢des em criagdes
intensivas de peixes no Maranhdo e em todo o territdrio nacional.

Infecgdes ocasionadas por bactéria do género Aeromonas sp. sdo consideradas
problematicas emergentes para a saide Unica. Surtos de doengas ocasionadas
por essas bactérias determinam perdas pessoais, econdmicas € sociais
associadas ao impacto da dgua contaminada no meio ambiente.

A contaminagdo de sistemas de producdo aquicola, meio ambiente, dgua e
alimentos constitui potencial veiculo de infec¢des causadas por Aeromonas sp.
Ressalta-se que os diversos mecanismos de viruléncia e resisténcia bacteriana

podem ainda ser transferidos para outros individuos com potencial patogénico.
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Portanto, se reveste de fundamental importancia garantir medidas sanitérias
adequadas, como a preparacao de alimentos, higienizagdo das maos e o sistema
eficiente de eliminagao de esgoto. A vigilancia correta das instalagdes de agua,
alimentos e saneamento, com a implementacdo de procedimentos diagnosticos

e deteccdo desses agentes ¢ essencial para a prevencao de infecgdes.
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CAPITULO VIII
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8. CONSIDERACOES FINAIS

A piscicultura tem apresentado crescimento punjante em todo territorio maranhense,
porém a caréncia de medidas de biosseguridade nos cultivos de peixes ¢ uma realidade premente
em todo o Estado. Assim, ndo resta divida que os peixes podem albergar micro-organismos e
impactar a produgdo e a produtividade, como bactérias Aeromonas sp. multirresistentes a
diferentes antimicrobianos, conforme comprovado na presente pesquisa 0 que suscita
preocupacao por se tratar de uma bactéria que compromete a sanidade dos peixes, saude do
homem e meio ambiente. Outrossim, um ponto importante a destacar ¢ que as bactérias do
género Aeronomas foram isoladas de exemplares de peixes de cultivo sem sintomatologia
clinica evidente, o que acende um alerta para a necessidade de monitoramento sanitario dos
peixes de cultivo, com uma frequéncia de pelo menos um monitoramento por ciclo produtivo.

Diante do exposto ora apresentado, destaca-se que a detecg¢ao de espécies de Aerononas
sp., com potencial zoondtico, em peixes de cultivo oriundos da ITha do Maranhao, bem como o
diagndstico de bactérias multirresistentes nos exemplares de peixes, objeto do estudo,
representa um desequilibrio entre homem, animal e meio ambiente, o que configura impactos
negativos de ordem social e econdmica. Nesse sentido, no intuito de dirimir o problema
apresentado e contribuir para o desenvolvimento da piscicultura com sustentabilidade no nosso
Estado, sugere-se algumas propostas para colaborar com a Agéncia Estadual de Defesa
Agropecudria do Maranhao (AGED-MA), que ¢ a entidade excutora do Programa Nacional de

Sanidade dos Animais Aquaticos no Maranhao:

e Aquisi¢do de materiais para subsidiar as agdes de vigilancia ativa do servigo
veterinario oficial da AGED-MA, em especial voltadas para monitoramento da agua
de cultivo e coleta de material de organismos aquaticos para fins de analise.

e Realizacdo de estudos em parcearias com a Academia que versem sobre a
caracterizacgdo da vigilancia ativa do Servico Veterinario Oficial da Aged no controle
sanitario de doencas de peixe de cultivo, com a aplicacdo de questionarios para
conhecer a realidade da vigilancia ativa, no que se refere ao monitoramento sanitario
dos cultivos de peixes oriundos de propriedades cadastradss na Agéncia. E, como
produto, a elaboracdo de videos com instrutivos sobre coleta oficial de material (dgua

e peixe) oriundos de cultivo para fins de diagnostico laboratorial.
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Importante destacar a boa comunicagdo existente entre a Universidade Estadual do
Maranhao — UEMA e a AGED-MA, inclusive, esta universidade ¢ membro do Comité Estadual
de Sanidade dos Animais Aquaticos de Cultivo, 6rgdo colegiado, constituido por varias
entidades e 6gaos publicos estaduais e federais, que apesar de ter carater consultivo, tem uma
forte caracteristica propositiva, pois discute temas que comprometem a sanidade dos animais
aquaticos e apresenta alternativas para dirimir os problemas inerentes a sanidade dos animais
aquaticos de cultivo, conforme propostas vigentes a seguir apresentadas:

E como sugestoes de trabalhos futuros tem-se:

e Elaboracdo de norma estadual para institucionalizar o Programa Estadual de Sanidade
dos Animais Aquaticos, que irda dispor sobre as diretrizes inerentes a prevengao,
controle e erradica¢dao de doengas dos animais aquaticos de cultivo;

e Elaboracdo de norma estadual que ira dispor sobre a rastreabilidade dos peixes
destinados a comercializagdo nas feiras e supermercados, bem como ao Programa de
Aquisi¢do de Alimentos com doagao simultanea;

e Termos de cooperacdo técnica com os laboratérios da Universidade Estadual do
Maranhao e Federal do Maranhdo para realizacao das analises oficiais dos animais
aquaticos de cultivo oriundos de propriedades cadastradas na Aged;

e Termos de Cooperagdo técnica com o Laboratorio Central de Satde Publica do
Maranhao- LACEN-MA para realizagdo das analises oficiais dos animais aquaticos de
cultivo oriundos de propriedades cadastradas na Aged;

e Realizacdo de eventos voltados para aquicultores com foco nas boas praticas para
promocao da sanidade dos peixes de cultivo.

e FElaboracdo com a colaboragdo da Agéncia Estadual de Extensdo e Pesquisa
Agropecuaria- AGERP, de uma segunda planta baixa de uma unidade de
beneficiamento de peixes com uma dimensdo maior € que nao ultrapasse o limite de
250 metros quadrados de area util construida, que serd apresentada ao governador e
deputados estaduais e federais.

Por fim, ressalta-se que esta tese integra pesquisa e extensao dialogando com diversos
setores da sociedade, com vistas a subsidiar os gestores publicos na elaboragdo das politicas
publicas que sejam socialmente relevantes, interdisciplinares e que contribuam para o

desenvolvimento sustentavel do estado do Maranh3o.



