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RESUMO

As bactérias constituem importantes patdgenos na piscicultura intensiva e semi-intensiva, devido
a sua facilidade de disseminagdo e podem ocasionar impactos econdmicos consideraveis devido
as doencas que provocam. No sistema de cultivo semi-intensivo, 0s peixes sdo extremamente
dependentes das condi¢Ges ambientais para sua sobrevivéncia, pois 0 ambiente aquatico nao é
constante e sofre influéncia direta da temperatura, do oxigénio dissolvido e presenca de
substancias toxicas na &gua. Estes transtornos debilitam os peixes, tornando-os susceptiveis &
varios tipos de patdgenos. Desta forma, o presente trabalho teve como objectivo analisar a
microbiologia da &gua e da Tilapia nilética (Oreochromis Niloticus) cultivada nos tanques
piscicolas do ISPG. O estudo realizou-se em 2 meses, nos tanques piscicolas e no Laboratério
Nacional de Higiene Aguas e Alimentos (LNHAA), coletou-se um total de 30 exemplares de
peixes, para as analises microbiologicas. Durante o estudo analisou-se parametros fisicos da agua
como a temperatura com auxilio de um termometro e a transparéncia com o auxilio do disco de
SECCHI. Também coletou-se 3 amostra de 200 ml de agua para analises microbiologicas e 1.5L
da mesma para as andlises quimicas. Apds a colecta do peixe realizou-se um exame
macroscopico externo nos peixes, para a observacdo de qualquer sinal clinico que pudesse
indicar a presenca de bactérias. Apds o exame macroscépico, os peixes foram empacotados em
sacos plasticos e mantidos sob refrigeracdo em caixa isotérmica com gelo e transportados até o
LNHAA para a devida triagem. O material colectado foi semeado em meios de cultura TBX,
VRBA, PCA, MRLS e BHI para a andlise das bactérias de interesse, sendo incubado a uma
temperatura de 30 °C-44°C durante um periodo de 24 a 48 horas. ApGs o periodo de incubac&o,
procedeu-se com caracterizacdo e contagem das unidades formadoras de colonias. No presente
estudo identificou-se bactérias do género Aeromonas 2x10%, Pseudomonas 1x102,
Microorganismos viaveis a 37°C 5.3x103 e E. Coli 4.0x 10% no musculo da tilapia nildtica e
bactérias do género coliformes e E. Coli (>100) na &gua de cultivo. Nao obstante, concluiu-se
que as bactérias do género Aeromonas, Pseudomonas, Microorganismos viaveis a 37°C e E. Coli
no musculo da tilapia nil6tica e bactérias do género coliformes e E. Coli na 4gua de cultivo estdo
em niveis significativos. Estes niveis encontrados podem ocasionar varios tipos de doenca como
a Septicemia hemorragica nos peixes cultivados e consequentemente causar impactos
econdmicos consideraveis na producdo comercial nos peixes cultivados nesta unidade de
producdo. Os parametros fisicos-quimicos de qualidade de agua influenciaram na ocorréncia de
microorganismos patogénicos nesta unidade de producdo.

Palavras-chave: Bactérias, microbiologia, qualidade de agua, tilapia do nilo.
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ABSTRACT

Bacteria are important pathogens in intensive and semi-intensive fish farming because of their
ease of spread and can have considerable economic impacts due to the diseases they cause. In the
semi-intensive farming system, fish are extremely dependent on environmental conditions for
their survival, as the aquatic environment is not constant and is directly influenced by
temperature, dissolved oxygen and the presence of toxic substances in water. These disorders
weaken fish, making them susceptible to various types of pathogens. Thus, the present work
aimed to analyze the microbiology of water and Nilotic Tilapia (Oreochromis Niloticus) grown
in ISPG fish ponds. The study was conducted in 2 months, in fish ponds and the National
Laboratory of Hygiene Water and Food (LNHAA), collected a total of 30 specimens of fish, for
microbiological analysis. During the study physical parameters of water were analyzed such as
temperature with the aid of a thermometer and transparency with the aid of the SECCHI disc.
Three samples of 200 ml of water were also collected for microbiological analysis and 1.5L of it
for chemical analysis. After fish collection, an external macroscopic examination was performed
on the fish to observe any clinical signs that might indicate the presence of bacteria. After
macroscopic examination, the fish were packaged in plastic bags and refrigerated in an
isothermal ice box and transported to the LNHAA for proper screening. The collected material
was seeded in TBX, VRBA, PCA, MRLS and BHI culture media for the analysis of the bacteria
of interest and incubated at 30-44 ° C for a period of 24-48 hours. After the incubation period,
characterization and counting of colony forming units was performed. In the present study we
identified bacteria of the genus Aeromonas 2x [10)] ~ 2, Pseudomonas 1x [10)] ” 2, Viable
microorganisms at 37 ° C 5.3x [10] ~ 3 and E. Coli 4.0x [10) ” 2 in Nilotic tilapia muscle and
coliform bacteria and E. coli (> 100) in cultivation water. Nevertheless, it was concluded that the
bacteria of the genus Aeromonas, Pseudomonas, Viable microorganisms viable at 37 ° C and E.
coli in the Nilotic tilapia muscle and coliform bacteria and E. coli in cultured water are at
significant levels. These levels can cause various types of diseases such as hemorrhagic
septicemia in farmed fish and consequently have considerable economic impacts on commercial
production in farmed fish in this production unit. The physicochemical parameters of water
quality influenced the occurrence of pathogenic microorganisms in this production unit.

Key words: Bacteria, microbiology, water quality, Nile tilapia.
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Analise Microbiolégica da Agua e da Tilapia Nil6tica (Oreochromis niloticus)

Cultivada nos Tanques Piscicolas do ISPG
1. INTRODUCAO

Agquacultura é a producdo de organismos aquaticos em qualquer fase de desenvolvimento em
cativeiro, que compreende peixes, crustaceos, moluscos, quelénios e anfibios (Oliveira 2009).
A aquacultura pode também ser definida como a actividade que se dedica ao cultivo de
organismos aquéaticos com valor econémico a fim de assegurar a seguranca alimentar no mundo
por meio da distribuicdo democratica do alimento em todas as camadas sécio econdémica do

mundo sem depredar o meio ambiente (FAO 2008).

A piscicultura é o sector mais popular da aquacultura e estd em constante crescimento devido ao
aumento na demanda por peixes. O peixe esta entre os tipos de pescado mais consumidos no
mundo (MPA 2010).

Existem diversos sistemas de producdo de peixes classificados segundo diferentes critérios. A
classificacdo mais utilizada é segundo a produtividade e os sistemas podem ser extensivos, semi-
intensivos e intensivos (Cyrino 2004 e Kubitza 2006).

A prética da piscicultura permite uma elevada producdo de peixe em pouco espacgo e a baixo
custo. Para alcancar um bom rendimento o piscicultor deve estar atento ao estado sanitario dos
peixes e tomar medidas profilaticas no intuito de evitar a ocorréncia de doencas. As infec¢bes
massivas por microrganismos podem resultar em elevada mortalidade, reducdo de crescimento e
perda do valor comercial dos peixes, acarretando desta forma prejuizos econémicos elevados
para o piscicultor (Piasecki et al 2004).

Os peixes sdo extremamente dependentes das condi¢cBes ambientais para sua sobrevivéncia, pois
0 ambiente aquatico ndo é constante e sofre influéncia direta da temperatura, do oxigénio
dissolvido e presenca de substancias tdxicas na agua. Estes transtornos debilitam os peixes,
tornando-os susceptiveis & varios tipos de doengas infecto-contagiosas ou ndo (Moreira et al
2001).

As condicBes ambientais sdo factores limitantes para o sucesso na criacdo de peixes, exigindo
assim a implantacdo de préaticas de maneio que se ndo forem adequadas, predispdem os peixes
aos agentes bacterianos presentes no ambiente (Moreira et al 2001).

]
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Analise Microbiolégica da Agua e da Tilapia Nil6tica (Oreochromis niloticus)

Cultivada nos Tanques Piscicolas do ISPG
As bactérias constituem importantes patdégenos na piscicultura intensiva e semi-intensiva, devido

a sua facilidade de disseminacdo e por apresentarem um caracter oportunista (Kubitza 2000 &
Pavanelli et al 2008).

Bactérias oportunistas podem tornar-se patogénicas em casos de estresse e levar 0s peixes a
mortalidade (Shama et al 2000).

Existem inUmeras bactérias patogenicas, algumas delas ocorrem com frequéncia e apresentam
maior impacto econdmico na producdo comercial de peixes cultivados, sdo bactérias como:
Aeromonas spp., Pseudomonas spp., Streptococcus spp. e Flavobacterium columnare (Kubitza
2004).

Outro grupo de microrganismos indicadores da qualidade da &gua sdo os aerdbios mesofilos
heterotréficos, conhecidos como aerdbios totais. A contagem de aerdbios totais pode ser utilizada
no monitoramento operacional como um indicador de tratamento, desinfecdo e qualidade
microbioldgica da agua, visto que sua ocorréncia em grandes quantidades esta ligada ao nédo
tratamento ou tratamento inadequado da &gua e também a ambientes eutrofizados (Silva 2005).
O presente trabalho teve como objectivo analisar a microbiologia da Tildpia do Nilo

(Oreochromis Niloticus) cultivada nos tanques piscicolas do ISPG.

1.1.0Objectivos
1.1.1. Geral:

« Analisar a microbiologia da dgua e da Tilapia nilética (Oreochromis niloticus) cultivada
nos tanques piscicolas do ISPG.

1.1.2. Especificos:

& Isolar as bactérias presentes na dgua de cultivo e na tilapia nildtica cultivada nos tanques
piscicolas do ISPG;

« ldentificar as bactérias presentes na agua de cultivo e na tilapia nil6tica cultivada nos
tanques piscicolas do ISPG;

& Determinar a taxa de prevaléncia das bactérias em tilapia do Nilo;

]
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Analise Microbiolégica da Agua e da Tilapia Nil6tica (Oreochromis niloticus)

Cultivada nos Tanques Piscicolas do ISPG
1.2.Problema de estudo e Justificativa

O aumento significativo das actividades relacionadas a aquacultura no mundo tem aumentado
consideravelmente a relevancia de estudos desenvolvidos com bactérias e outros patégenos de
organismos aquaticos, principalmente dos hospedeiros com potencial para o cultivo e para a
comercializacdo de tildpias (Thatcher & Brites-Neto, 1994). Desta forma, nos sistemas de
producdo intensiva e semi-intensiva de peixes, a sanidade € um dos aspectos mais relevantes para
a criacdo de qualquer espécie de peixe.

Nos tanques de piscicultura, existe um equilibrio entre patdgenos-hospedeiro-ambiente que, por
algum motivo, como queda na qualidade da &gua, alteraces bruscas de temperatura, diminuicao
no teor de oxigénio dissolvido, alta densidade de peixes, maneio inadequado ou alimentacéo
carente em algum nutriente, favorecerdo a queda na resisténcia dos peixes dando origem a
mortalidade e proliferacdo de patdgenos. Todos estes factores sdo responsaveis por causar
estresse no organismo e com isso, 0 animal deixa de se alimentar como de costume tornando-se
suscetivel & infecces bacterianas, flngicas e parasitarias. Muitos microrganismos podem estar
normalmente presentes na superficie do corpo ou outros 6rgaos dos peixes (Pavanelli et al.2008),
e sob aquelas condicdes inadequadas, dar inicio a doenca.

Nos tanques piscicolas do ISPG tem-se registado alguns indices de mortalidade e sinais clinicos
nos peixes cultivados que podem indicar a presenca de organismos patogénicos. A presenca de
bactérias neste sistema de cultivo pode ocasionar impactos econémicos consideraveis devido as
doengas que provocam.

A analise microbioldgica da tilapia nilética cultivada nos tanques piscicolas do ISPG pode ajudar
no desenvolvimento de técnicas profilaticas e melhorar o controlo das enfermidades e na
planificacdo de actividades de maneio sanitario dos peixes, com vista a garantir uma melhor

producéo e evitar perdas no cultivo de tilapia nesta unidade de produgéo.

]
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Analise Microbiolégica da Agua e da Tilapia Nil6tica (Oreochromis niloticus)

Cultivada nos Tanques Piscicolas do ISPG
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Segundo a FAO (2010), a aquacultura mundial apresenta uma taxa media de crescimento de 17%
ao ano. O peixe é considerado um alimento nobre e de grande preferéncia em varias culturas,
além de ser uma excelente fonte de proteina animal e de outros nutrientes essenciais contribuindo
para a seguranca alimentar em numerosas regides. Em 2006, mais de 75% da producdo mundial
de peixe foi consumida, sendo 16,7 kg/pessoa e até 2030 este consumo deve aumentar para 20
kg/pessoa/ano. Os restantes 25% séo na sua maior parte processados para farinha e 6leo de peixe
(Kubitza, 2003).

2.1.Caracterizacao da espécie
Tilapia é a denominacdo comum de grande nimero de espécies de peixes ciclideos, contando
com cerca de 22 espécies cultivadas no mundo. E considerada o peixe mais popular, sendo
cultivada em mais de cem paises. Entretanto, de todas as espécies vulgarmente chamadas de
tildpias, as mais importantes comercialmente pertencem ao género Oreochromis (Miranda et al
2010).

A tilapia nildtica é de origem Africana, ela tem esse nome por ser originaria do Rio Nilo, o maior
rio da Africa, é facil de diferenciar a tilapia nilotica com outras espécies de tilapia através das
suas caracteristicas, a nadadeira da cauda possui listras escuras verticais, 0 peixe tem cor cinza
azulada, o corpo é curto, a cabeca e a cauda sdo pequenas (Arana 2004).

A tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) destaca-se como peixe com potencial para aquacultura,
devido a sua rusticidade, crescimento rapido e adaptagdo ao confinamento, possui habito
alimentar onivoro, e aceita ragdes com grande facilidade, desde o periodo de pés-larva até a fase
final do cultivo (Moreira et al 2001).

A tilapia €, entre as espécies de peixes mais cultivadas, que melhor resiste a alta temperatura,
baixa concentracdo de oxigénio dissolvido e alta concentracdo de amonia na dgua (Meurer et al
2002). Outras caracteristicas como crescimento rapido, resisténcia a doencas e ciclo curto de
producdo contribuem para o sucesso dessa espécie na aquacultura (Kubitza 2005).

As caracteristicas relativas a carne da tilapia também sdo importantes para a frequéncia de sua
producdo, como o elevado valor nutricional, baixos teores de gordura, excelente textura e

paladar. Por ndo apresentar micro-espinhas, possibilita a filetagem e a industrializacdo da
I ———
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carcaga. Assim, por ser uma carne de Otima qualidade, é bastante apreciada pelo mercado

consumidor (Boscolo et al 2004).

2.2.Classificacdo Taxondmica da Tilapia Nildtica
Classificacdo taxondmica da til&pia nildtica de acordo com (Linneaus, 1757 citado por Lizama
2007):

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Classe: Actinopterygii

Ordem: Perciformes

Familia: Cichlidae

Subfamilia: Pseudocrenilabrinae

Género: Oreochromis

L B B B R B I T

Espécie: Oreochromis Niloticus

2.3.Bactérias que afectam tilapias em sistemas de cultivo

2.3.1. Aeromonas hydrophila

E um coco bacilo gram-negativas, anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos (Rodrigues
et al 2007). Aeromonas é um hydrophila mével que possui um Unico flagelo polar, catélase e
oxidase positiva (Cipriano 2001).

N&o € tolerante ao sal e ao ambiente acido (pH min. 6,0), possui crescimento maximo a cerca de
28°C. Tem a capacidade para crescer a temperaturas frias tendo sido relatado casos -0,1°C para
algumas espécies (Rodrigues et al 2007).

Segundo Palumbo et al (2001) nos peixes cultivados, a infecgdo por A. hydrophila normalmente
causa hemorragia cutanea no corpo e nas nadadeiras, progredindo para ulceragdes com perdas de
epitélio, os peixes afetados normalmente morrem entre 02 e 10 dias apds o inicio dos sinais
clinicos.

A doenca é transmitida horizontalmente a partir das excretas dos peixes ou lesGes da pele. O
habitat da A. hydrophila é na agua e no trato gastrointestinal dos animais aquaticos e terrestres.

]
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No entanto, as condigdes ambientais, tais como mudancas bruscas de temperatura, manipulacéo

de alimentos, superlotacdo inadequada e reducdo na taxa de oxigénio, sdo factores que
predispdem o inicio dos processos patoldgicos em peixes (Rodrigues et al 2007).

As bactérias do género Aeromonas também podem causar doencas em humanos (Murray et al
2009). As formas mdveis de Aeromonas estdo relacionadas principalmente & diarreias. As
infeccbes gastrintestinais sdo a forma mais comum de manifestacdo clinica, espécies de
Aeromonas sao agentes etiologicos de uma variedade de doencas em humanos (Silva 2007). As
infeccdes de feridas sdo a segunda fonte mais comum de isolados de Aeromonas, podendo causar

doencas mais complexas nos musculos, nas articulagdes e nos 0ssos (Janda & Abbott 2010).

2.3.2. Flavobacterium columnare

Flavobacterium columnare é o agente etioldgico da columnariose, enfermidade comumente
observada em pisciculturas de dgua doce, que ocasiona extensiva morbidade e mortalidade em
peixes de todo o mundo, gerando sérios impactos econdémicos (Pilarski et al., 2008).
F. columnare é uma bactéria gram-negativa, ndo flagelada, que tem como principal caracteristica
a motilidade, através de deslocamento e deslizamento em superficies sélidas (Sebastido et al.,
2011).
A doenca columnariose é caracterizada por aparecimento de pontos cinzentos ou areas
amareladas de erosdo, que sdo normalmente cercadas por uma zona hiperémicas avermelhada
geralmente aparecendo na cabeca, na superficie do corpo e nas branquias (Pilarski et al., 2008).
No entanto, sob condicbes desfavoraveis, tais como temperaturas inferiores a 20°C, baixos niveis
de oxigénio dissolvido na agua, altas concentracGes de aménia, alta densidade de estocagem,
associadas a outras bactérias, sdo capazes de invadir o corpo do hospedeiro causando danos ou
até a morte em casos mais graves (Sebastido et al., 2011).

2.3.3. Coliformes

Enterobacteriacea é uma familia heterogénea de bactérias Gram-negativas, sendo o grupo dos
coliformes seu principal representante, o qual pode fazer parte da microbiota intestinal normal de
humanos e animais, mas também do solo, agua e vegetacdo, além de outros associados em varios
processos patogénicos. Podem ser moveis com flagelos peritricos ou imdveis; tém distribuicéo

ubiquitaria; ndo formam esporos; sdo aerdbios ou anaerobios facultativos; fermentam a glicose;
|
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alguns fermentam a lactose; reduzem os nitritos a nitratos; sdo oxidase negativa e catalase

positivos (Okura e Siqueira 2005).

A classificacdo dos coliformes segundo Silva (1997) apresenta o grupo de coliformes totais que
inclui as bactérias na forma de bastonetes Gram-negativos, ndo esporogénicos, aerobios ou
aerdbios facultativos, capazes de fermentar a lactose com producdo de gés, em 24 a 48 horas a

(0]
35 C. Apresenta-se cerca de 20 espécies, dentre as quais encontram-se bactérias originarias do

trato intestinal de humanos e outros animais de sangue quente.

Os alimentos e a &gua podem servir como veiculos de agentes patogénicos ao homem. Micro-
organismos indicadores, como os coliformes termotolerantes, sdo usados para monitorar a sua
qualidade microbioldgica, classificando e restringindo seu uso (Méllerke et al 2002).

2.3.4. Salmonella

As bactérias do género Salmonella pertencem a familia Enterobacteriacea. Sdo bacilos Gram-
negativos, ndo esporulados, anaerdbios facultativos, oxidase negativa e catalase positiva. A
maioria € movel devido a presenca de flagelos peritriqueos, com excecdo de S. Pullorum e S.
Gallinarum, que sao imoveis (Vissoni 2003).

A Salmonella apresenta adaptacdo fisiologica muito grande, como € evidenciado pelo
crescimento entre pH de 4,5 a 9,5 e temperaturas que variam de 5 a 47°C, sendo sua temperatura
ideal de crescimento é entre 35 e 37°C (Franco e Landgraf, 2003).

De acordo com Jay et al (2005) e Juneja & Soffos (2010) as doengas causadas por Salmonella
podem ser subdivididas em trés grupos:

« Febre tifoide: doenca bacteriana aguda, de gravidade variavel, causada por S. Typhi,
sendo transmitida por agua e alimentos contaminados. Os sintomas aparecem normalmente até
14 dias ap06s a ingestdo dos patdgenos e sao caracterizados por septicemia, febre alta, convulsGes,
diarreia, vomitos, letargia, dor abdominal, cefaleia e erupcbes cutaneas

« Febre paratifoide: causada por Salmonella Paratyphi A e C. A doenca é semelhante
a febre tifoide, porém com sintomas mais brandos. Ocorre geralmente um quadro de septicemia,
febre, voémitos e diarreia, com duragdo méxima de trés semanas.

& Salmonelose (gastrenterite ou enterocolite): representa a forma clinica mais comum

]
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e tem como agentes etiolégicos os sorovares ndo tifoides, como S. Enteritidis. Os sintomas

aparecem de 12 a 36 horas ap6s o consumo de alimentos contaminados e caracterizam-se por

febre, cefaleia, calafrios, dor abdominal, diarreia, nduseas e vomito.

2.3.5. Streptococcus spp.

Streptococcosis € uma das infecgbes bacterianas mais importantes que afectam tildpias.
Normalmente til&pias infectadas com streptococcosis mostram diferentes manifestacGes clinicas,
dependendo das espécies de Streptococcus e da espécie de tilapia (Kubitza 2000).

Sinais clinicos tipicos podem incluir anorexia, letargia, melanose da pele, hemorragias petequiais
e hiperemia da regido anal, leses hemorrégicas e necroticas na pele e tecido muscular,
exoftalmia unilateral ou bilateral com ou sem sangramento e opacidade da cOrnea, uma das
caracteristicas importantes € a presenca de movimentos erraticos e natacdo desorientada,
principalmente quando peixe esta morrendo, o que tem dado origem ao termo "doenca de tilapia
selvagem." O comportamento de natagdo anormal é causado pela meningoencefalite, que é a
infeccdo das meninges por Streptococcus cérebro invasivo (Kubitza 2000).

2.3.6. Pseudomonas spp.

Pseudomonas sdo bacilos Gram negativos, aerobicos, moveis, catalase positivos, amplamente
distribuidos na natureza e particularmente abundantes no solo e agua, sendo algumas vezes
capazes de colonizar e causar doengca em plantas e animais. Classificados como patdgenos
oportunistas devido as minimas necessidades nutricionais, podem também apresentar capacidade
de resisténcia a uma ampla variedade de condicGes fisicas, como por exemplo, capacidade de

adaptacdo e multiplicagdo sob refrigeracdo (Pirnay et al 2005).

Bactérias do género Pseudomonas também séo patdgenos oportunistas de peixes. Sdo bastonetes
Gram negativos, ndo fermentadores, usualmente mdveis, retos ou ligeiramente curvos (Murray et
al 2009).

As espécies de Pseudomonas estdo presentes em praticamente todos os ambientes de agua doce e
se manifestam quando os peixes estdo debilitados, principalmente por problemas de qualidade da
agua, como excesso de matéria organica, temperaturas extremas ou manuseio inadequado
(Kubitza 2005 & Lima 2007).

]
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As espécies de Pseudomonas causam um quadro de septicemia hemorragica nos peixes que,

clinicamente, nédo se distingue da causada por Aeromonas (Nunes 2007).

Geralmente ha perdas de escamas e surgem manchas despigmentadas na pele, que podem evoluir
para ulceragoes.

As espécies de Pseudomonas mais frequentes em peixes ndo sdo patdgenos importantes para

humanos, embora possam causar doencas em imunocomprometidos (Figueiredo & Leal 2008).

2.4 PARAMETROS DE QUALIDADE DE AGUA

2.4.1. Parametros fisicos-quimicos da agua

Qualidade da agua em aquacultura € o conjunto de caracteristicas Optimas que devem ser
mantidas no ambiente para garantir o melhor desenvolvimento e sanidade dos animais
cultivados. O equilibrio dindmico de todas as variaveis fisicas, quimicas, biologicas e
tecnoldgicas promove o cultivo sustentavel, atendendo aos objetivos sociais, ambientais e
econdmicos. Um dos fatores mais importantes para o sucesso do cultivo de organismos aquaticos
é a qualidade da agua determinada por pardmetros fisicos, quimicos e biologicos (Arana 2004).
Na aquacultura, a ma qualidade da &gua se deve a eutrofizacdo, resultante da introdugdo de
grande quantidade de matéria organica, proveniente dos restos de alimentos, dos adubos e das
fezes dos animais cultivados (Tavares 2000).

Em sistemas de cultivo de peixes, 0s principais parametros da dgua a serem monitorados sao:
temperatura, oxigénio dissolvido (OD), pH, CO2, alcalinidade, dureza, condutividade elétrica,
transparéncia, nutrientes e quantidade de plancton (Padua 2001 & Arana 2004).

2.4.1.1. Temperatura

A temperatura é um parametro fisico de grande importancia, pois afeta o desenvolvimento dos
organismos aquaticos e exerce forte influéncia sobre outros parametros da agua (Kubitza 2003 &
Arana 2004).

Tilapias sdo peixes tropicais que apresentam conforto térmico entre 27 e 32° C. Temperaturas
acima de 32° C e abaixo de 27° C reduzem o apetite e o crescimento. Abaixo de 20° C, o apetite
fica extremamente reduzido e aumentam os riscos de doenca. Com temperaturas de agua abaixo
de 18° C, o sistema imunoldgico das tilapias é suprimido. Assim, 0 maneio e o transporte destes
peixes nos meses de inverno e inicio de primavera, invariavelmente resultam em grande

mortalidade devido a infecces bacterianas e fungicas. Tilapias bem nutridas e que ndo sofreram
I ———
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estresse por ma qualidade da agua toleram melhor o maneio. Temperaturas na faixa de 8 a 14° C

e acima de 38°C geralmente sdo letais por estresse térmico (Kubitza 2000).

2.4.1.2. Transparéncia
A Transparéncia é a capacidade que a dgua tem de permitir a passagem dos raios solares. A
Transparéncia diminui em funcdo da profundidade e da Turbidez, quanto mais fundo o tanque,
menos luz consegue chegar até o fundo. E medida pelo disco de Secchi. A transparéncia da dgua

maior que 30 cm indica baixa produtividade de plancton, devendo-se realizar, entdo, a adubacéo.

Se for menor que 20 cm, indica alta produtividade de plancton, devendo-se, entdo, cessar a
adubacdo. A transparéncia desejavel encontra-se na faixa entre 20 e 30 cm (Consulpesq 2011).
2.4.1.3.0xigénio Dissolvido (OD)

O OD é o parametro quimico mais importante para 0s organismos aquéaticos. Quando em baixa
concentragdo, pode atrasar o crescimento, reduzir a eficiéncia alimentar e aumentar a incidéncia
de doencas e de morte. (Kubitza 2003). A concentracdo de OD varia, ao longo do dia, em fungéo
da fotossintese e da respiracdo. Logo, quanto maior a quantidade de organismos por unidade de
volume, maior a variagdo didria na concentragdo desse gas (Kubitza 2003 & Arana 2004).
A disponibilidade de oxigénio na agua varia de acordo com a temperatura e a pressao
atmosférica.
O nivel recomendado de oxigénio dissolvido em producdo de tilapias é acima de 4mg/l. A
capacidade de suportar baixas concentragdes de oxigénio parece ser uma qualidade de todas as
espécies de tilapias, podendo inclusive sobreviver em niveis tdo baixos quanto 1mg/litro. A
concentracdo de 0,1mg/litro tem sido considerada como letal para O. niloticus e O. mossambicus
(Polli et al., 2004).

2.4.1.4.pH

O pH é um pardmetro muito importante nos ambientes aquaticos, podendo ser a causa de muitos
fendmenos quimicos e biologicos, porém também pode ser consequéncia de outra série de
fenémenos. Por exemplo, o pH alcalino é responsavel por uma percentagem de amdnia nao
ionizada presente na agua, mas este mesmo pH pode ser resultado de outra série de fatores, como
abundéncia de fitoplancton nos tanques de cultivo (Arana, 2004).

Os valores de pH entre 7 e 8 sdo os aconselhados para a obtencdo dos melhores resultados de

engorda, embora algumas espécies possam suportar variacdo de pH entre 5 e 11 sem apresentar
I ———
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qualquer efeito deletério. Valores inferiores a 3,5 e acima de 12 causam mortalidade total em

menos de 6 horas de exposicao (Polli et al., 2004).
2.4.1.5.Ambnia

A amobnia é proveniente da decomposicdo da matéria orgénica e dos excretos nitrogenados

liberados pelos organismos presentes na dgua. Quando o teor de OD e o pH estdo dentro dos

limites considerados ideais, a aménia € convertida em nitrito e depois em nitrato, ndo ficando

acumulada na agua (Esteves, 1998).

Altas concentrac¢fes do ion aménio influenciam fortemente a dindmica do oxigénio dissolvido,

pois o processo de nitrificacdo consome grande quantidade deste gas (Matos, 2004).
2.4.1.6.Alcalinidade

A alcalinidade consiste na concentracdo total de bases no meio aquético, confere resisténcia a
mudancas de pH, prevenindo mudancas bruscas no valor do mesmo (Matos, 2004). Aguas com
alcalinidade menor que 20 mg/L apresentam baixo poder tamponante, estando sujeitas a grandes
variacdes diarias de pH (Masser, 2004).
2.4.1.7.Nitritos

O nitrito é um composto intermediario no processo de oxidagcdo da aménia a nitrato. Em altas
concentragdes, 0 nitrito € extremamente toxico para a maioria dos organismos aquaticos (Kubitza
2003). Ele pode oxidar a hemoglobina, deixando-a incapaz de transportar oxigénio, provocando
metahemoglobinemia (doenga do sangue marrom) (Kubitza 2003 & Arana 2004). Em ambientes
com alto teor de OD, a concentracdo de nitrito € baixa, aumentando em ambientes anaerdbios.
Por ser uma forma muito instavel, o nitrito geralmente ocorre em baixas concentragdes na dgua
(Albanez & Matos 2004). O nitrato tem grande importancia nos ecossistemas aquaticos, pois
constitui a principal fonte de nitrogénio para os produtores primarios (Matos 2004). Em aguas
com pouco OD, ele pode ser reduzido a nitrogénio (N2), 6xido nitroso (N20) ou amonia (NH3)
(Albanez & Matos 2004).
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2.4.2. Parametros microbiologicos

Outro grupo de microrganismos indicadores da qualidade da &gua s&o os aerobios mesofilos
heterotréficos, conhecidos como aerdbios totais. A contagem de aerdbios totais pode ser utilizada
no monitoramento operacional como um indicador de tratamento, desinfeccdo e qualidade
microbioldgica da agua, visto que sua ocorréncia em grandes quantidades esta ligada ao nao

tratamento ou tratamento inadequado da 4gua e também a ambientes eutrofizados (Silva, 2005).

A presenca desses grupos de microrganismos, tais como coliformes termotolerantes e aerobios
totais, nos tanques de criacdo de peixes mostram a necessidade de um controle rigido de higiene
durante 0 maneio e a manipulacdo dos produtos originados dessa atividade, a fim de prevenir a
transferéncia de bactérias da &gua para o peixe e seus derivados (Lorenzon, 2009).

2.5.Procedimento Analiticos para Avaliacao de bactérias em Peixes

2.5.1. Caracterizacdo da qualidade ambiental e da agua

De acordo com Rodrigues et al (2007) recomenda-se que as colectas sejam realizadas no mesmo
horério, preferencialmente no periodo da manha, as coletas de amostras bioldgicas e de agua
devem ser realizadas antes de os peixes serem manejados.

As variaveis de qualidade da agua dos viveiros tais como temperatura, oxigénio dissolvido, pH e
condutividade elétrica devem ser determinadas com auxilio de multipardmetros ou
monoparameétricas, a transparéncia e a profundidade dos tanques devem ser determinadas com o
auxilio do disco de Secchi. Essas variaveis devem ser medidas na entrada e na saida de agua, nos

mesmos tanques de onde serdo amostrados os peixes para analise (Rodrigues et al 2007).

2.5.2. Amostragens de peixes e colecta de amostras biol6gicas

Ap0s a colecta das varidveis da agua deve ser realizada a amostragem dos peixes. O nimero de
peixes a ser amostrado deve ser pré-determinado considerando-se a prevaléncia das diferentes
doencas, caso ja existam estudos relacionados (Canon et al 2001).

A colecta de amostras bacterianas é realizada utilizando swab estéril. Este deve ser colocado em
contacto com o 6rgdo ou lesdo, levemente rotacionado até que toda a sua superficie seja

preenchida com material. Os 6rgdos de eleigcdo para a pesquisa de amostras sdo cérebro e o rim

]
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dos peixes, 0s quais devem ser assepticamente retirados, o material coletado devera ser semeado

em meios de cultura (liquido e solido) préprios para cada tipo de suspeita conforme metodologia

especifica para cada tipo de bactéria (Klesius et al 2000).

2.6.Meios de Cultura das bactérias

2.6.1. Cultivo de Aeromonas hydrophila

As amostras suspeitas devem ser semeadas em meio “tryptone soy Agar” (TSA) e “brain heart
Infusion” (BHI) para visualizagao do formato e textura da colonia, incubadas por 24 horas a 25
°C e 28°C, respetivamente. Em seguida, as colonias caracteristicas devem ser submetidas ao
exame de coloracdo de Gram, motilidade, oxidase e catalase. Uma colo6nia isolada € entdo
incubada em Tryptone Soy Broth (TSB) nas mesmas condigdes citadas acima e armazenadas
com 30% de glicerol a -70 °C (Klesius et al 2005).

2.6.2. Cultivo de Flavobacterium columnare

O material colectado é semeado em meios de cultura (liquido e solido) proprios para F.
columnare e incubados a 25 °C, por de 24 a 48 horas. O meio sélido é composto por infuso de
file de peixe 100 mL,; extrato de levedura 5,0 mL; acetato de sédio 0,02 g; agar 2,5 g, pH 6.8 e
autoclavado a 121 °C por 15 minutos em volume de 100 ml, distribuidos em placas de Petri para
sementeira (Pilarski et al 2008).

As colonias caracteristicas sdo submetidas ao exame de coloragdo Gram, catalase e oxidase e
inoculadas em erlenmeyers contendo 6,0 mL de meio liquido para isolamento de F. columnare,
composto por infuso de filé de peixe e incubadas a 25 °C por 48 horas. Ap6s obtencdo da cultura

pura, seu armazenamento € realizado com 30% de glicerol a -70 °C (Pilarski et al 2008).

2.6.3. Cultivo de Streptococcus agalactiae

Os swabs colectados com material das lesdes caracteristicas de rim e encéfalo devem ser
inoculadas em meios de cultura TSB suplementado com sangue desfibrinado de ovelha e
repicados e incubados a 25 °C, por 24 a 48 horas, para visualizacdo do formato e textura da
colonia (Keya, 2005).

]
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As colonias caracteristicas devem ser submetidas ao exame de coloragdo de Gram, catalase e

oxidase. As coldnias identificadas devem ser inoculadas em meios de cultivo nutritivos
adicionados de glicerol para armazenamento a -80°C (Keya, 2005).
2.6.4. Coliformes totais em meio VRBA

Segundo o Manual Oxoid (2000) o meio Agar Vermelho Violeta Bile Lactose (VRBA) é um
meio seletivo para a detengdo e enumeragdo de coliformes. O meio tem sido utilizado para a
determinacdo do conteddo de coli-aerogenes na agua, e produtos alimenticios. Os
microrganismos que fermentam a lactose atacam rapidamente a lactose do meio produzindo
colénias purpuras circundadas por halos purpura, j& 0s microrganismos nao fermentadores de
lactose ou que fermentam esse acUcar tardiamente produzem coldnias palidas com zonas

esverdeadas.

2.6.5. Meio de cultura TBX

E um meio de cultura para bactérias que contém os nutrientes e as condi¢des necessarias para o
desenvolvimento de coldnias, sendo especifico o meio TBX para as E. coli, que, quando
presentes, adquirem uma cor verde, distinguindo-se das outras bactérias existentes (Manual
Oxoid 2000).

2.6.6. Identificacdo molecular das bactérias

A bactéria selecionada é submetida a extracdo de ADN para a identificacdo de sua espécie. A
metodologia do PCR ¢ realizada com primers especificos (Wilson 1997 & Keya 2005).

Os produtos isolados sdo submetidos a eletroforese em gel de agarose, corado com brometo de
etideo e os fragmentos visualizados sob luz ultravioleta e comparados com padrBes de peso

molecular para confirmacao da identidade dos mesmos (Chacén et al 2003).
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3. METODOLOGIA

3.1.Materiais

3.1.1. Materiais para as analises da agua

Baldo volumétrico de 100ml;
Pipeta de 5ml;
Pincas redondas para manusear a membrana filtrante;

pHmetro com precisao de £0.1;

& Bureta de 50ml; & Conjunto de filtragdo;

& Pipeta volumétrica de 5 e 25 ml, & Filtros de membrana de 0,1 miu;
« Baldo volumétrico de 50 e 100 ml; & Incubadoras controladas por
# Becker de 100 ml termostato a 36+2°C;

& Frasco Erlenmeyer de 250ml; & Equipamento de filtracdo;

# Solucgdo padrdao EDTA 0,01 M; & Elermayer e bomba a vacuo;
& Solugdo tampéo; & Placas de Petri;

& Indicador ericromato Black-T; & Tubos de ensaio;

& Turbidimetro; & Termdmetro;

& Células de amostra de vidro incolor; & Disco de SECHI;

-

-

-

-

-

Membrana filtrante composta por esteres de celulose com 47nm e com poro nominal de

0,4 um com grelha.

3.1.2. Materiais e equipamentos para analises microbioldgicas dos peixes

Misturador (mixer) com varias velocidades;

Incubadora controlada por termoéstato a 44°C;

Banho-Maria a 44°C-47°C;

Homogeneizador com os respectivos sacos plasticos esterilizados;
Autoclave para esteriliza¢do a vapor (121°C por 15 minutos)

Estufa de esteriliza¢do (170°C por uma hora);j

L B B B R I B

Conta-colonias;
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Bico de Bunsen;

Vortex mixer (agitador);

Frascos para as amostras;

Frascos para 0s meios de cultura;

Stomacher;

Balanca com capacidade de 200g e sensibilidade de 0.1g;
Copos de vidro esterilizados, cobertos com papel de aluminio;
Frascos de vidro esterilizados contendo diluentes;

Placas de Petri esterilizadas com 15x90/100mm de didmetro;
Tubos de ensaio;

Pipetas graduadas de 1mL-10mL,;

L B T I I I T T TR B B )

Facas, espatulas, pincas, tesouras e colheres esterilizadas para manusear as amostras.

3.2.Metodos

3.2.1. Caracterizacédo do local em estudo

O distrito de Chokwe esté situado a Sul da provincia de Gaza, no curso médio do rio Limpopo,
tendo como limites a Norte o rio Limpopo que o separa dos distritos de Massingir, Mabalane e
Guija, a Sul o distrito de Bilene e o rio Mazimuchope por distrito de Bilene, Chibuto e Xai-Xai, a
Este confina com os distritos de Bilene e Chibuto e a Oeste com os distritos de Magude e de
Massingir (MAE 2012).

DISTRITO DE CHOKWE

Legenda
== Estradas
Lagos
~— Rios

® Aldeias
. PA
N Chokwe

Fscala
o 0.3 0.6 0.9 1.2 km

Figura 1: Mapa do distrito de Chokwe
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Fonte: Autora (2019)
3.2.2. Clima

O clima do distrito € dominado pelo tipo semiarido (seco de savana), onde a precipitacdo varia
de 500 a 800mm. As temperaturas médias anuais variam entre 0s 22°C e 26°C e a humidade
relativa média anual entre 60-65% (MAE 2012).
A baixa pluviosidade, aliada as elevadas temperaturas, resulta numa acentuada deficiéncia de
agua. A irregularidade das chuvas ocasiona estiagem e secas frequentes, mesmo durante a
estacdo das chuvas (MAE 2012).

3.2.3. Hidrografia

O distrito tem um grande potencial hidrogréafico, sendo banhado pela margem direita do Rio

Limpopo. O distrito possui um enorme potencial para o desenvolvimento da piscicultura, conta
com Varios tanques piscicolas localizados no Posto Administrativo de Lionde, e em Xilembene
dos quais alguns pertencem ao sector privado e outros pertencentes ao Estado. Existe no distrito
um projeto-piloto na Barra de Mapapa, para o fornecimento de alevinos, treinamento e

demonstra¢des de técnicas de piscicultura e assegurar a assisténcia técnica (MAE 2012).

3.3.Trabalho de campo

O estudo foi realizado num periodo de 2 meses (18 de Fevereiro a 18 de Abril), nos tanques
piscicolas do ISPG e no LNHAA, foram colectados um total de 30 exemplares de peixes, para as
andalises microbioldgicas. O peixe foi capturado com auxilio de rede de arrasto e pucas, o peixe
foi transferido para uma bacia com agua do tanque, onde foi mantido durante a colecta das
amostras. Em seguida o peixe foi submetido a um exame macroscopico externo, para a
observacdo de qualquer sinal clinico que pudesse indicar a presenca de bactérias patogénicas.
Ap0ls 0 exame macroscépico, as amostras de peixe foram empacotadas em sacos plasticos e
mantidas sob refrigeracdo em caixa isotérmica com gelo e transportadas até o LNHAA para a
devida triagem.

No dia da colecta foram analisadas parametros fisicos da agua como a temperatura com um
termémetro e a transparéncia foi avaliada com o auxilio do disco de SECCHI. Também foram

colectadas 3 amostras de 200 ml agua em frascos previamente limpos e esterilizados para as

]
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andlises microbioldgicas e 3 amostras de 1.5 L de agua em garrafas plasticas para analises

quimicas.

3.3.1. Anadlise dos parametros quimicos da agua

As analises das variaveis quimicas da agua foram realizadas no LNHAA, foram analisados 0s
seguintes parametros: amonia, nitrito, nitrato, cloretos, condutividade, turbidez, pH e dureza
total.

3.3.1.1.Dureza da &gua
A dureza total da agua foi determinada por meio da titulometria com o uso do EDTA, indicador

eriocromo negro e solucdo tampéo de hidroxido de amonio.

Técnica

Num baldo volumétrico colocou-se 25ml da amostra da agua e dilui-se com 50 ml de &gua
destilada, de seguida transferiu se a solucdo para um frasco Erlenmeyer de 250 ml e adicionou
aproximadamente 0,05 gramas do indicador Eriochrome Black-T5 e por fim fez se a titulagédo
com EDTA 0,01 M e agitou-se continuamente até a mudanca de cor do vermelho para verde

indica o final da titulaco.

hl

: l'g'
| M - _
04 A

T e CEy .

Medesdir 25 ml 1 a2ml Transierir Adicicwar Tikular cewm
de arrustra Sl L 3o TEME e PrErlemmeyver Irchic adhon ECTA OO0l A
o cfiluir pfSo ake 250 m

Figura 2: Fluxograma da anélise da Dureza
Fonte: Manual de analise de dgua (2006)

3.3.1.2.pH
O pHmetro foi o aparelho usado para medi¢do do pH. Primeiro é necessario calibrar o aparelho.
Colocar 100ml de dgua em um bequer, mergulhar o sensor do pHmetro, esperar estabilizar para
medir o pH.

]
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3.3.1.3.Ambnia
Para determinacdo do teor de amonia na agua, foi utilizado o método colorimétrico, com leitura
em espectrofotdmetro a 440nm. Sendo necessario 50 ml de &gua destilada da amostra, adicionar
2 gotas de EDTA em cada amostra ¢ 2 ml do reagente Nessler’s manter a temperatura do
ambiente por 15 minutos até que forme uma nuvem branca e mediu-se no espetrofotometro as
amostras que mudaram de cor. A toxicidade da amonia véria conforme o pH, a temperatura,
oxigénio dissolvido, dureza e contetdo de sais da agua.

3.3.1.4.Nitritos
Para determinacdo do teor de nitrito na agua, foi utilizado o método colorimétrico, com leitura
em espectrofotdbmetro. Este método consiste em pipetar 5ml de &gua em um tubo de ensaio, com
réplica. Adicionar 1 ml de &cido sulfamilico em cada ensaio, posteriormente adicionou-se 1ml de
alfa nafiltamina que funcionou como um indicador o tempo de reacdo levou 15 minutos, a
medicédo fez-se no espetrofotdmetro a 550nm. Os nitritos apos as reacdes tendem a rosa.

3.3.1.5.Cloretos

Aos cloretos foram determinados através do método de titulagdo com nitrato de prata (A3NO3)

Técnica

Colocou-se 100ml da amostra de &gua no Erlenmeyer e ajustou-se o pH entre 7 e 10 com NaOH
(Hidroxido de s6dio) ou H2S04 (Acido sulfirico), adicionou-se 1ml da solugdo indicadora de
K2CrO4 ( Cromato de potassio) e a titulacdo foi feita com a solucdo padrdo de Nitrato de prata

0,0141 N até a viragem para amarelo avermelhado que é o ponto final da titulacdo.

I
-il

-----
11111111

Figura 3: Fluxograma da andlise dos cloretos
Fonte: Manual de analise de agua (2006)
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3.3.1.6.Turbidez

A turbidez foi determinada através do método Nefelométrico.

Procedimento
Primeiro calibrou-se o Turbidimetro de acordo com as indica¢fes da firma fabricante, de seguida
agitou-se a amostra suavemente e esperou-se que as bolhas de ar desaparecessem e colocou-se na

célula da amostra do Turbidimetro e fez-se a leitura diretamente na escala do instrumento.

3.3.2. Parametros microbioldgicos da agua

A &gua foi analisada pelo método de membrana filtrante que consistiu na filtracdo de uma certa
quantidade de &gua, por meio da membrana filtrante que retém as bactérias.

3.3.2.1.Meios de Cultura

Membrana Lauryl Sulphate Broth
Violet-Red Bile Agar (VRBA) - para pesquisa coliformes totais
Plate Count Agar (PCA) - para pesquisa de microrganismos viaveis a 37° C

Tryptone-Bile-Glucinonic Medium (TBX) - para pesquisa de Escherichia coli

I T .

BHI- para pesquisa de Aeromonas
3.3.2.2 Filtragdo

Colocou-se na pica esterilizada (flamejada com alcool) a membrana filtrante, com cuidado

colocou-se o copo (funil), que estava ligado ao elermayer e a bomba a vacuo.

Filtrou-se 100ml da amostra de seguida removeu-se a membrana filtrante e colocou-se no meio

solido e seco adequado para o crescimento das bactérias.
3.3.2.3.Incubacéo e contagem

A incubacéo foi feita a 36£2°C num periodo de 24 a 48h.A contagem foi feita apos a retirada da

incubadora, usou o conta-col6nias para a quantificacao das col6nias suspeitas.

]
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3.3.3. Anélise microbioldgica dos peixes

3.3.3.1.Preparacéo das amostras de peixes e diluigdes

Para a pesquisa das bactérias de interesse, 10g da superficie e musculatura de cada amostra de
pescado foram pesadas e homogeneizadas com 90ml de agua peptonada tamponada em garrafas
estéreis. A homogeneizacdo foi feita para garantir que a carga bacteriana existente no interior da
amostra passasse para o diluente. A homogeneizacéo foi feita no STOMACHER num periodo de

30-60 segundos.

A partir dessa diluicdo inicial 10~ 1foram preparadas diluicGes seriadas, até10~*, usou-se agua
peptonada 0.1% com pH entre 6.8-7. As dilui¢bes foram usadas num curto periodo e mantidas na

geleira (+4°C) para uso posterior, caso fosse necessario repetir-se as analises.

3.3.3.2.Pesquisa de Aeromonas spp

Aliquotas de 0,1 ml das diluicBes (até10~*) foram semeadas em BHI, suplementados com
ampicilina (0,4%) previamente reconstituida em agua destilada estéril e incubadas por 24 horas a
35°C. De seguida, realizou-se a contagem das coldnias suspeitas, as quais apresentaram uma
coloragéo verde escura, opacas e com centro preto.

3.3.3.3.Pesquisa de Pseudomonas spp

Aliquotas de 0,1 ml foram semeadas na superficie do Agar Cetrimide e incubadas a 35°C por até
48 horas. As colbnias pequenas com pigmento esverdeado, caracteristicas de Pseudomonas no

Agar Cetrimide, foram quantificadas.

3.3.3.4.Pesquisa de Escherichia coli

Aliquotas de 0,1 ml foram semeadas na superficie de TBX e incubadas a 37°C durante 24 horas.
De seguida procedeu-se com a contagem das coldnias suspeitas, as quais apresentavam coloracédo

amarela.
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3.3.3.5.Pesquisa de microrganismos viaveis a 37°C (Aerdbios totais)

Aliquotas de 0,1 ml foram semeadas na superficie de PCA e incubados a 37°C durante 24horas.

As colonias tipicas amarelas foram quantificadas independentemente do seu tamanho.

3.3.4. Determinacdo da taxa de prevaléncia das bactérias

Os dados de prevaléncia, intensidade média e abundancia média de parasitos foram calculados
segundo Bush et al. (1997):

Numero de peixes parasitados

x100

(1) Taxa de prevaléncia = — : -
Numero de peixes examinados

namero total de parasitos
namero de peixes infectados

(2) Intensidade média =

Numero total de parasitos na amostra

3)Abundancia média = —; , - . o
® namero de peixes examinados (infectados e ndo infectados)

Quantidade de uma espécie de parasitos

(4) Dominancia média relativa = , -
Quantidade total de parasitos
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4. RESULTADOS

4.1. Amostras de peixe
No presente estudo, nas amostras peixes colectadas nos tanques piscicolas do ISPG foi observada
e identificada a presenca das seguintes bactérias: Escherichia Coli, microrganismos viaveis a

37 @, Aeromonas spp e Pseudomonas spp.

Entre os exemplares analisados, alguns apresentavam sinais clinicos da presenca de bacterioses:
0s peixes infectados por Aeromonas apresentaram lesdes hemorragicas no corpo e na cabeca e
com uma coloracéo avermelhada em grande extensdo do corpo e os infectados por Pseudomonas
apresentaram também hemorragias, surgimento de manchas brancas despigmentadas na pele e

perdas de escamas. Os niveis encontrados podem causar septicemia hemorragica.
Tabela 1: Resultado das analises microbiol6gicas em peixes

No presente trabalho identificou-se 4 espécies de bactérias nas amostras analisadas de peixe em

niveis significativos como ilustra a tabela abaixo.

Parametros Analisados Resultados | Limite admissivel | Unidade
Pseudomonas spp., 1x102 1.2x10* UFClg
Aeromonas spp 2x102 3.2x10° UFClg
Microrganismos viaveis a 37°C 5.3x103 107 UFClg
Escherichia Coli 4.0x 102 5x102 UFClg

UFC/g: Unidade formadora de colénias por gramas

4.2. Amostras de agua

Tabela 2: Resultado dos parametros fisicos e quimicos da agua

Podem ser observados abaixo os parametros fisico-quimicos da dgua mensurados nos tanques
piscicolas do ISPG durante o periodo da pesquisa. O pH, aménia, nitrato e nitrito apresentaram
valores quase que semelhantes em todas as amostras de dgua analisadas durante o periodo de
estudo. A transparéncia da agua apresentou com valor mais baixo na 2% amostra de agua
analisada. A temperatura da dgua apresentou niveis desejaveis para o cultivo de tilapia nil6tica.

]
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Parémetro Resultados Método Unidade
Amostral Amostra2 Amostra 3
Temperatura 29 26 29 - °Cc
pH 6.97 6.77 7.38 Potenciométrico Mg/L
MI BO5
Transparéncia 25 15 26 - Cm
Nitritos <0.03LQ 0.24 <0.03LQ Absorcao Mg/L NO2
molecular M1 CO6
Nitratos <0.5LQ <0.5LQ <0.5LQ Absorcao Mg/L NO3
molecular M1 CO7
Condutividade 541 518 449 Condutimétrico
MI BO2
Amodnia <0.04LQ <0.04LQ <0.04LQ Absorcgéo Mg/L NH3
molecular
Dureza total 120 96 92 Volumétrico Ml Mg/L
C14 CaCOs3
Cloretos 88.63 85.08 159.53 Volumétrico Ml Mg/L CI
C17
Turbidez 58 46 41 Turbidimétrico Ml NTU
B12
MI — Método interna LQ- Limite de quantificacdo
Tabela 3: Pardmetros microbioldgicos da agua
Parametros microbiolégicos Resultados Unidade
Amostral | Amostra2 | Amostra 3
Quantificacdo de coliformes totais >100 >100 >100 Ufc/100mL
Quantificacdo de coliformes fecais | >100 >100 >100 Ufc/100mL
Quantificacdo de Escherichia Coli >100 >100 >100 Ufc/100mL
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Tabela 3. Dados da taxa Prevaléncia (P), intensidade média (IM), abundancia média (AM) e

dominéancia média (DMR) dos parasitas encontrados na tilapia do Nilo cultivados nos tanques
piscicola do ISPG.

N° de peixes

parasitados | Bacterias P (%) IM AM | DMR
4 Pseudomonas 0.2 0.2857 | 0.2 | 0.25
2 Aeromonas 0.2 0.1428 | 0.1 0.25
5 Micoorganismos viaveis a 37°C 0.2 0.3571 | 0.25 | 0.25
3 Escherichia Coli 0.2 0.2143 | 0.15 | 0.25

Figura 4. O gréfico acima ilustra a variacdo dos indices de cada parasita (Bactérias) no peixe
cultivado.

0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

=P
=M
=AM
= DMR

P-Taxa Prevaléncia;
IM- Intensidade média;
AM -Abundancia média e;

DMR- Dominancia média relativa.
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Das bactérias pesquisadas nos peixes, as do género pseudomonas foram as mais frequentes
depois dos microrganismos viaveis a 37°C. Este microrganismo € um dos principais patégenos
oportunistas que ocorre com frequéncia e com maior impacto econémico na produgdo comercial
de peixes na piscicultura (Kubitza 2004).

Os valores encontrados (1x102) nas amostras de peixes contaminadas por Pseudomonas spp no
presente estudo foi baixo comparado aos resultados de Ivana Castilno (2012) que isolou
pseudomonas spp em 100% em amostras de til&pia fresca e obteve uma contagem alta (até
5x102). Os valores obtidos nas amostras contaminadas por Pseudomonas foram iguais em todos
peixes analisados, o que significa que a qualidade da agua pode ter sido prejudicial aos peixes
em relacdo a esse patdgeno.

Tilapias sdo peixes tropicais que apresentam conforto térmico entre 27 e 32° C. Temperaturas
acima de 32° C e abaixo de 27° C reduzem o apetite e 0 crescimento. Abaixo de 20° C, o apetite
fica extremamente reduzido e aumentam os riscos de doenca (Kubitza 2000). Durante o periodo
da pesquisa, a temperatura esteve dentro dos padrdes recomendados por Kubitza, 2000, para o
bom crescimento e desenvolvimento da tilapia nilética, onde a temperatura minima foi de 26°C e
méaxima de 29°C.

A transparéncia da dgua desejavel para o cultivo de tilapias encontra-se na faixa entre 20 e 30 cm
(Consulpesq 2011).

Durante o periodo de pesquisa, a transparéncia na amostra 2 da dgua ndo apresentou os padrdes
recomendados por Consulpesq 2011, observou uma transparéncia minima de 15 cm na agua de
cultivo o que significa que existe uma alta produtividade de plancton.

As bactérias do género Pseudomona e 0s microrganismos viaveis a 37°C foram as mais

prevalentes no presente estudo e apresentaram maior intensidade.

Um estudo similar realizado no Egipto por Eissa et al, (2010) observou-se, uma maior taxa de
prevaléncia de Pseudomonas em O. niloticus proveniente dos lagos de Qaroun e Wadi-EI Rayan.
Neste estudo, Eissa et al. (2010) observou sinais tipicos de septicemia hemorragica ocasionada
por esta bacteriose, como: coloragdo avermelhada por todo o corpo, hemorragia, inchaco na
regido abdominal, com presenca de liquido sanguineo e olhos opacos.
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No presente estudo exemplares de tilapia analisados apresentaram sinais clinicos da presenca de

bacteriose semelhantes aos do estudo de Eissa et al (2010). Os peixes contaminados por
Pseudomonas apresentaram hemorragias em grande extensdo do corpo, perda de escamas e

surgimento de manchas brancas na pele.

A taxa de prevaléncia 0,2% de peixes contaminados por Aeromonas neste estudo pode ser
considerado baixo quando comparado aos resultados de Aline Zago (2012), que isolou
Aeromonas das amostras de tilapia nil6tica e encontrou uma taxa de prevaléncia de 7,9% nas
amostras de rim e cérebro contaminados com essa bactéria. Porém, este estudo avaliou do ponto
de vista parasitologico e microbiologico, exemplares de tilapias do Nilo (O. niloticus)
provenientes de cultivo em tanques-rede na bacia do rio Grande em Sao Paulo e ndo a qualidade

sanitéria de peixes cultivados logo ap6s a captura.

Segundo Cardoso et al. (2003), em ambientes naturais, patdgenos indicadores de poluicdo fecal
sdo raramente encontrados no pescado. Cardoso et al. (2001) afirmaram que a principal via de
contaminacdo na piscicultura, por coliformes e E. coli é a 4gua, sendo que quando as contagens

de E. coli no pescado sdo altas isto significa que existe uma fonte poluidora recente.

Um estudo feito por Ivana Castilho (2012) observou a presenca de coliformes termotolerantes
em altas concentracfes e sugeriu que a contaminacdo ocorreu principalmente pelas fezes das

proprias tilapias, pois foi observado contetdo fecal nos sacos de coleta.

No presente estudo foram observados niveis elevados de Coliformes e E. Coli (> 100) isto pode
ter ocorrido devido a uma provavel contaminacdo de origem fecal na fonte de abastecimento de

agua usada nesta unidade de producao.

]
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6. CONCLUSAO
Os exemplares analisados apresentaram sinais clinicos da presenca de bacterioses. No musculo
da tildpia nilotica foram identificadas bactérias do género Aeromonas, Pseudomonas,
Microrganismos viaveis a 37°C (aerobios totais) e E. Coli e bactérias do género coliformes e E.
Coli na &gua de cultivo. Os niveis encontrados podem ocasionar varios tipos de doenca como a
Septicemia hemorragica nos peixes cultivados e consequentemente causar impactos econémicos

consideraveis na producdo comercial nos peixes cultivados nesta unidade de producao.

Os parametros de qualidade de &gua influenciaram na ocorréncia de microrganismos patogénicos

nos peixes cultivados.
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7. RECOMENDAGOES

# Recomenda-se que esta unidade de producgdo deve tomar medidas de biosseguranga, para
melhor controlar a ocorréncia dos agentes patogénicos;

« Deve tomar-se medidas profilaticas em casos de registo de sinais que possam indicar a
presenca de organismos patogénicos nesta unidade de producao;

% Sugere-se também que seria importante a aquisicdo de equipamentos para o0
monitoramento da qualidade de &gua e melhorar as técnicas de maneio sanitario
empregues nesta unidade de produgdo com vista a melhorar o valor comercial dos peixes

cultivados e minimizar os prejuizos econémicos.
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9. APENDICES

Meios de Cultura

Meio Gelosado de Membrana Lauryll Sulphate agar

Formula g/L
Extracto de levedura 6,0
Lactose 30,0
Vermelho fenol 0,2
Lauryll sulfato sédio 0,2
Agua destilada 1000ml
pH 7,4+0,2
Peptona 39,0

Dissolver os ingredientes do meio desidratado comercial em &gua destilada conforme as
recomendacdes da firma produtora, adicionar 15g de Agar bacteriogical aquecendo até a

ebuligdo para completa dissolugdo. Arrefecer para o ajustamento do pH a 7,4+0,2.

Esterilizar na autoclave a 121°C/15 minutos, deixar arrefecer a 45°C e distribuir em placas

esterilizadas.

Meio Trytone-bile-glucuronic medium (TBX)

Formula g/L
Enzymatic digest cosien 20,0
Bile salt NO3 115
5-bromo4-cloro3-indos 144miu mol
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B-D-glucuronic acid (BCIG) 3ml
Agua destilada 1000ml
Dimethy sufoxide (DMSO) 9/8
Preparacao

Dissolver o BCIG no diluente recomendado pelo fabricante. Dissolver todos os componentes em
agua destilada e aquecer. Ajustar o pH se for necessario e ap0s a esterilizacdo tera um pH de
7,2+0,2 a 25°C, esterilizar o meio de cultura a 121°C durante 15 minutos. Imediatamente

arrefecer o meio de cultura no banho no banho-maria a temperatura de 44°C.

Meio Plate Count Agar (PCA)

Formula g/L
Triptone 50
Glucose 1,0
Extracto de levedura 2,5
Agar 15
Agua destilada 1000ml
Preparacao

Normalmente usa-se 0 meio desidratado comercial que prepara-se de acordo com as indicagdes

da firma produtora. Distribuir da forma conveniente e esterilizar a 121°C por 15 minutos.

Meio Violet-Red Bile Agar (VRBA)

Formula g/L
Extracto de carne 3,0
Peptona 7,0
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Clouto de sodio 5,0
Sais biliares n°3 1,5
Lactose 10,0
Vermelho neutro (solucgdo 1%) 3ml
Violeta de cristal (solugédo 0,1%) 2ml
Agar 15,0
Agua destilada 1000ml
Preparacéo

Este meio também esta disponivel na forma desidratada que prepara-se de acordo com as

indicacdes da firma produtora. Esteriliza-se por autoclavagem a 121°C por 15 minutos, este meio

é preparado no mesmo dia em que se pretende usar.

Figura A e B:Peixes acondicionados na bacia apds a colecta.

Fonte: Autora (2019)
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Figura C e D: amostra de peixe com sinais clinicos de presenga de Pseudomonas.

Fonte: Autora (2019)

Figura C e D: Amostras de peixe com sinais clinicos de presenca de Aeromonas
Fonte: Autora (2019)

Figura D e E: Amostra de agua para usadas para as analises quimicas e microbioldgicas.

Fonte: Autora (2019)
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