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RESUMO

A truticultura é uma atividade aquicola amplamente desenvolvida nas regifes Sul e
Sudeste do Brasil, incluindo a regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, alvo deste
estudo. A antibioticoterapia é adotada na profilaxia e tratamento de doencas
bacterianas. No entanto, estes farmacos atuam em bactérias comensais e
patogénicas da microbiota intestinal de peixes saudaveis e doentes, 0 que aumenta a
presenca de residuos no ambiente se utilizados de forma indiscriminada, favorecendo
a pressao seletiva de bactérias resistentes aos antimicrobianos e ao aumento da
transferéncia horizontal de genes de resisténcia (ARGs) entre diversas populacdes
bacterianas. O trabalho teve como objetivo realizar o levantamento de microrganismos
comensais e patogénicos cultivAveis do conteddo intestinal de trutas arco-iris
(Oncorhynchus mykiss) e seu ambiente aquético para pesquisa de bactérias
multirresistentes aos antimicrobianos e fatores de patogenicidade circulantes na
regido. Foram coletados 50 peixes da espécie O. mykiss e 9 amostras de agua dos
tanques ativos. Destes, obteve-se 222 isolados bacterianos, e posteriormente foi
avaliado o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. Do total de isolados, 54,5%
(n=121) apresentaram bactérias Gram-negativas, destacando-se espécies da Familia
Enterobacteriaceae, Aeromonaceae e Pseudomonadaceae; e 45,5% (n=101) Gram-
positivas, destacando-se espécies do género Staphylococcus, Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Kocuria spp. e Gemella spp. Cepas bacterianas
pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria foram isolados no
conteudo intestinal de O. mykiss; em amostras do ambiente aquatico foram
identificadas espécies dos filos Proteobacteria e Firmicutes. Foi observado que 65,3%
(n=79) das bactérias Gram-negativas e 82,2% (n=83) Gram-positivas apresentaram
resisténcia a pelo menos um antimicrobiano e o perfil de multirresisténcia foi
observado em 7,4% (n=9) e 36,6% (n=37), respectivamente. Em ambos 0s grupos,
observou-se maiores percentuais de resisténcia aos antibidticos da classe beta-
lactamicos, destacando-se: Cefalotina (45,5%), Amoxicilina + Ac. Clavulanico
(27,3%), Ampicilina (26,5%) e Cefoxitina (24%) para bactérias Gram-negativas;
Amoxicilina e Oxacilina (48,5%), Ampicilina (42,6%), Penicilina G (39,6%),
Clindamicina (33,7%), Gentamicina (28,7%) e Tetraciclina (27,7%) para Gram-



positivas. Na andlise molecular, cepas de Staphylococcus spp. (n=51) submetidas a
técnica de PCR para deteccdo do gene mecA resistente a meticilina e deteccéo de
enterotoxinas estafilococicas A, C e D, apresentaram os resultados: 33,3% (n=17)
positivas para a presenca do gene mecA,; 98,0% (n=50) para o gene sea; 9,8% (n=5)
pra o gene sec; e 13,7% (n=7) para o gene sed. Conclui-se que diversas espécimes
bacterianas apresentam potencial risco a truticultura como patégenos oportunistas e
a comunidade, sendo fundamental orientar os produtores quanto a adocédo de boas
praticas sustentaveis na truticultura, a fim de prevenir a disseminacdo de genes

resistentes e enterotoxigénicos, suas consequéncias no ambiente e na salde publica.

Palavras-chave: Truta arco-iris; Microbiota intestinal; Multirresisténcia aos

antimicrobianos; Fatores de patogenicidade; PCR.



ABSTRACT

Trout farming is an aquaculture activity widely developed in the South and Southeast
regions of Brazil, including the serrana region of the State of Rio de Janeiro, the target
of this study. Antibiotic therapy is used in the prophylaxis and treatment of bacterial
diseases. However, these drugs act on commensal and pathogenic bacteria in the
intestinal microbiota of healthy and sick fish, which increases the presence of residues
in the environment if used indiscriminately, favoring the selective pressure of bacteria
resistant to antimicrobials and increasing horizontal transfer of resistance genes
(ARGs) among diverse bacterial populations. The aim of this work was to survey
commensal and cultivable pathogenic microorganisms in the intestinal content of
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) and its aquatic environment to investigate multi-
resistant bacteria to antimicrobials and pathogenicity factors circulating in the region.
Fifty fish of the species O. mykiss and 9 water samples were collected from the active
tanks. Of these, 222 bacterial isolates were obtained, and the antimicrobial
susceptibility profile was subsequently evaluated. Of the total of isolates, 54.5%
(n=121) presented Gram-negative bacteria, especially species from the
Enterobacteriaceae family, Aeromonaceae and Pseudomonadaceae; and 45.5%
(n=101) Gram-positive, highlighting species of the genus Staphylococcus,
Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Kocuria spp. and Gemella spp. Bacterial
strains belonging to the phyla Proteobacteria, Firmicutes and Actinobacteria were
isolated from the intestinal contents of O. mykiss; in samples from the aquatic
environment, species of the phyla Proteobacteria and Firmicutes were identified. It was
observed that 65.3% (n=79) of Gram-negative bacteria and 82.2% (n=83) of Gram-
positive bacteria were resistant to at least one antimicrobial and the multi-resistance
profile was observed in 7.4% (n=9) and 36.6% (n=37), respectively. In both groups,
higher percentages of resistance to antibiotics of the beta-lactam class were observed,
highlighting: Cephalotin (45.5%), Amoxicillin + Ac. Clavulanic (27.3%), Ampicillin
(26.5%) and Cefoxitin (24%) for Gram-negative bacteria; Amoxicillin and Oxacillin
(48.5%), Ampicillin (42.6%), Penicillin G (39.6%), Clindamycin (33.7%), Gentamicin
(28.7%) and Tetracycline (27.7%) for Gram-positives. In the molecular analysis, strains
of Staphylococcus spp. (n=51) submitted to the PCR technique for detection of the



mecA gene resistant to methicillin and detection of staphylococcal enterotoxins A, C
and D, presented the results: 33.3% (n=17) positive for the presence of the mecA gene;
98.0% (n=50) for the sea gene; 9.8% (n=5) for the sec gene; and 13.7% (n=7) for the
sed gene. Itis concluded that several bacterial specimens present potential risk to trout
farming as opportunistic pathogens and to the community, being fundamental to guide
producers regarding the adoption of good sustainable practices in trout farming, in
order to prevent the dissemination of resistant and enterotoxigenic genes, their

consequences on the environment and public health.

Keywords: Rainbow trout; Intestinal microbiota; Multi-resistance to antimicrobials;

Pathogenicity factors; PCR.
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1 INTRODUCAO

A aquicultura é uma atividade em amplo desenvolvimento (VARADI et al., 2009)
e vem apresentando as maiores taxas de crescimento nos ultimos anos no Brasil e no
mundo (TAVARES et al.,, 2014a). Tal expanséo tem sido impulsionada pela maior
demanda de proteina de origem animal e mudanca nos habitos alimentares da
populacao (FAO, 2011).

Em 2011, o Brasil, considerado maior produtor sul-americano, produziu 628 mil
toneladas de pescado, o que corresponde a menos de 1% da producao aquicola
mundial. No entanto, o pais apresenta grande potencial a ser explorado, devido a sua
ampla extensao territorial, clima favoravel e disponibilidade de recursos hidricos. Na
producdo nacional, destacam-se as espécies nativas o tambacu (hibrido), tambaqui
Colossoma macropomum, curimbata Prochilodus lineatus e pacu Piaractus
mesopotamicus, e entre as espécies exoticas a tilapia Oreochromis niloticus, carpa
Cyprinus carpio e a truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (MPA, 2012).

A truta arco-iris O. mykiss (Walbaum, 1792) teve sua introducdo no Brasil no
ano de 1949 (WELCOMME, 1988). E o salmonideo mais difundido no Brasil, nos rios
e lagos de agua fria, limpidas e bem oxigenadas de regides serranas do Sul e Sudeste,
as quais promovem ambientes favoraveis para sua sobrevivéncia (FROESE &
PAULY, 2009; MACHADO et al., 2007).

Os maiores produtores nacionais de truta arco-iris encontram-se nas regifes
da Serra da Mantiqueira/SP, Regido Serrana do RJ e MG, Serra do Caparad/ES e SC
(MAGALHAES et al., 2002). Na regido Serrana do estado do Rio de Janeiro,
destacam-se as cidades de Petrépolis, Teresépolis e Nova Friburgo, regido alvo do
estudo (MACHADO et al., 2007).

Em relag&o a producéo nacional, segundo o ultimo Boletim estatistico da pesca
e aquicultura, 2.135,619 toneladas de pescado de truta foram produzidas em 2018,
onde 68,6% foram produzidas na regido Sudeste e 31,4% na regido Sul (DELLOVA et
al., 2019). O pleno conhecimento de seu manejo, adaptabilidade em regides néao
exploradas pela piscicultura, associado ao alto valor agregado a sua carne e derivados
tem levado ao alto interesse na sua producgéo ao nivel nacional (MPA, 2012).

No entanto, com a intensificacdo do cultivo de trutas na industria aquicola
mundial, fatores associados a alterac¢des fisico-quimicas da agua, alimentacao, alta

densidade de estocagem, transporte e estresse podem levar a supressao imunologica
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destes animais aquaticos, no qual favorece a ocorréncia de doencas infecciosas e
perdas econdmicas consideraveis ao produtor, tornando necessério o uso de
antimicrobianos (GASTALHO et al., 2014).

A antibioticoterapia na producdo aquicola através de racdo medicada ou
banhos de imersao sédo medidas adotadas para o tratamento e profilaxia de infecgdes
ou como promotores de crescimento (em doses sub-terapéuticas) (SMITH et al.,
2009). Porém, a administracdo desses farmacos por via oral atinge peixes saudaveis
e doentes da populacédo, além de modificar a microbiota intestinal dos peixes e do
ambiente aquético em que vivem (TAVARES et al., 2014Db).

No Brasil, somente dois antibidticos sdo liberados para o uso na aquicultura:
oxitetraciclina e florfenicol (PADUA et al., 2012; SINDAN, 2018). O uso inadequado e
continuo de agentes antimicrobianos no mesmo ciclo de producéo favorece a pressao
seletiva de bactérias resistentes aos antimicrobianos e ao aumento da transferéncia
horizontal de genes de resisténcia entre diversas populac¢des bacterianas (SAPKOTA
et al., 2008) e leva a importantes impactos na saude animal, humana e ambiental
(GASTALHO et al., 2014; WEIR et al., 2012).

O sistema de cultivo da regido serrana do estado do Rio de Janeiro tem se
intensificado, transformando a truticultura em uma atividade zootécnica de bons
resultados econémicos para o produtor, porém, pouca informacao se dispde sobre os
microrganismos constituintes da microbiota intestinal, comensais e patogénicos, que
acometem estes animais aquaticos e o perfil de resisténcia da populacdo bacteriana
nesta regidao. O trabalho teve como objetivo realizar a identificacdo de cepas
bacterianas cultivaveis do contetdo intestinal de trutas arco-iris associado a analise
do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, pesquisa de genes de resisténcia e
fatores de patogenicidade através da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), em propriedades da regido serrana, localizadas no estado do Rio de Janeiro
gque exercem atividade de truticultura e uma propriedade comparativa no estado de
Minas Gerais.

Desse modo, o conhecimento da diversidade microbiana intestinal de truta
arco-iris e avaliacao do perfil de resisténcia bacteriana da regiao, visa contribuir para
a melhoria no manejo sanitario, prevenir prejuizos na producdo e conscientizar a
utilizacao de antimicrobianos na produc&o animal, visto que a resisténcia bacteriana

oferece risco a saude publica.
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2 JUSTIFICATIVA

A truticultura € uma atividade aquicola em amplo desenvolvimento no mundo e
o aumento da densidade populacional nos tanques em consequéncia a implantacéo
de praticas de manejo inadequadas, predispdem os peixes aos agentes bacterianos
presentes no ambiente. Atualmente existem poucas informacdes disponiveis sobre
microrganismos resistentes presentes na microbiota intestinal de O. mykiss e seu
ambiente aquatico na regido alvo do estudo, sobre o potencial de risco que eles
representam para animais e humanos. Assim, cada vez mais se faz necessério
compreender o panorama de resisténcia aos antimicrobianos, com a finalidade de
estimular o uso consciente destes produtos para minimizar as consequéncias
indesejaveis, tais como as perdas financeiras ocasionadas por um manejo sanitario
inadequado e a contaminacdo do ambiente com residuos dessas substancias, o que
tem se tornado uma preocupacdo global pela disseminacdo de bactérias
multirresistentes. Desse modo, o presente estudo visa contribuir para o entendimento
dos principais microrganismos cultivaveis que compdem a microbiota intestinal de
trutas arco-iris e 0 ambiente aquatico da regido, além do esclarecimento e orientacdo
aos produtores sobre o0 uso de agentes antimicrobianos para auxiliar na prevencao
destes eventos, principalmente nas politicas de prevencao da ocorréncia de doencas
no cultivo de trutas arco-iris e, consequentemente, a contaminacao ambiental (agua,
solo e sedimentos) com microrganismos multirresistentes e fatores de patogenicidade
causadores de enfermidades nos ambitos veterinario e humano. Tendo em vista a
ativa producao da espécie O. mykiss na regidao alvo, € imprescindivel avaliar o
potencial de risco da entrada dos mesmos em fazendas de peixes de agua doce, nos

sistemas fluviais de areas circunvizinhas que exercem atividade aquicola.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

e Pesquisar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas da microbiota intestinal
de trutas arco-iris (O. mykiss) e ambiente aquético na regido alvo de estudo
para pesquisa de bactérias multirresistentes aos farmacos e fatores de

patogenicidade circulantes na regiéo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar, caracterizar fenotipicamente, investigar o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos e estocar microrganismos oriundos de amostras isoladas do
intestino de trutas arco-iris (O. mykiss) e amostras ambientais (agua) de

propriedades com atividade aquicola desta espécie;

Detectar a presenca de genes de resisténcia a antimicrobianos, em bactérias
intestinais de trutas arco-iris e ambientais, através da PCR convencional com

iniciadores especificos;

Determinar os fatores de patogenicidade de importancia na saude animal e

humana;

Verificacdo do uso de antimicrobianos, associado ao histérico e manejo
sanitario nas truticulturas através de questionarios, de modo a auxiliar os
produtores regionais em relacdo as politicas de prevencao de doencas e ao

uso correto de antimicrobianos.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A TRUTICULTURA COMO ATIVIDADE AQUICOLA NO BRASIL, NO MUNDO E
SUA RELEVANCIA NA REGIAO SERRANA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO

A truticultura, atividade aquicola inserida na piscicultura, apresenta alto
desenvolvimento no Brasil e no mundo, devido a resisténcia e adaptabilidade dos
peixes, associada a maior demanda de proteina de origem animal e mudanca de
habitos alimentares da populacdo (FAO, 2011). De acordo com Sleeman e
colaboradores (2017) a producéo anual global de truta arco-iris (O. mykiss) é superior
a 2,9 megatoneladas e US$ 13,7 bilhdes.

No Brasil, esta espécie foi introduzida no ano de 1949, por iniciativa do
Ministério da Agricultura com o objetivo de povoar os rios das regides serranas do
Sudeste brasileiro, pobres em ictiofauna nativa (WELCOMME, 1988), na qual
encontraram nas frias corredeiras dessa regido, condi¢cfes favoraveis para seu cultivo.
Devido as suas caracteristicas, boa adaptacdo ao ambiente, sabor delicado e
excelente qualidade nutricional, a truta despertou grande interesse por parte de
criadores em realizar o seu cultivo comercial (MACHADO et al., 2007).

No ano de 2018, em relacdo a producdo nacional, segundo o Ultimo Boletim
estatistico da pesca e aquicultura, foram produzidos 2.135,619 toneladas de pescado
de truta, na qual 68,6% foram produzidas na regido Sudeste e 31,4% na regido Sul
(DELLOVA et al., 2019). Os maiores produtores nacionais de trutas encontram-se nas
regides da Serra da Mantiqueira/SP, Regido Serrana do RJ e MG, Serra do
Caparad/ES e SC (MACHADO et al., 2007; MAGALHAES et al., 2002). Na regido
Serrana do estado do Rio de Janeiro, destacam-se as cidades de Petropolis,
Teresopolis e Nova Friburgo, regido alvo do estudo (MACHADO et al., 2007).

Em relatorio realizado pela Fundacéo Instituto de Pesca do Estado do Rio de
Janeiro (FIPERJ), até o ano de 2017, constavam 21 truticulturas da regidao Serrana
Fluminense cadastradas no sistema, porém, somente 12 delas em atividade plena.
Nos anos de 2012 - 2016 a Regido Serrana Fluminense produziu aproximadamente 5
t por més, sendo Nova Friburgo o municipio de maior producéo, com média de 3,5 t
por més (FIPERJ, 2017). No entanto, diante do cenario do ano de 2020 em virtude da

pandemia pelo novo coronavirus Sars-CoV-2 causador da Covid-19, com o lockdown
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das cidades e fechamento temporario dos restaurantes e/ou redugdo da sua
capacidade de acordo com os decretos dos municipios - respeitando o distanciamento
social -, muitos produtores inativaram suas propriedades neste periodo e de acordo
com dados da Associacdo de Aquicultores da Regido Serrana do estado do Rio de
Janeiro (AquiSerra), poucas truticulturas permanecem ativas, com producéo para
abastecer prioritariamente o comércio local.

Na caracterizacdo das truticulturas brasileiras, a maioria apresenta-se como
empreendimentos agricolas do tipo familiar. A sustentabilidade econ6mica nessa
atividade depende da utilizacdo de tecnologias que proporcionem aumento da
produtividade e diversificacdo de produtos de valor agregado (TABATA & PORTZ,
2004).

Os roteiros gastronbmicos existentes em algumas regides produtoras
constituem grande oportunidade regional, com capacidade de explorar novos
mercados e fortalecer a imagem da truta como produto tipico. Destaca-se 0 municipio
de Nova Friburgo do estado do Rio de Janeiro, que tem seu nome estreitamente ligado
ao consumo de truta arco-iris (DIAS, 2017). Sua criacao esta fortemente vinculada ao
territério serrano, com envolvimento da comunidade local na exploracdo econémica,
atividades culturais e gastrondmicas que giram em torno do produto, tendo como
exemplos, o “Festival de truta em Nova Friburgo/RJ” e a “Rota da Truta” em Santa
Catarina e Rio Grande do Sul, nas quais movimentam o turismo regional (FIPERJ,
2017).

Toda atividade em expansdo demanda uma série de investimentos em
pesquisas e melhoramento, visando a reducao de custos e aumento de producéo
(VARADI et al., 2009), que com o tempo e a pratica conduzem ao conhecimento das

consequéncias e efeitos positivos e negativos da atividade sobre o meio ambiente.
4.2 ASPECTOS BIOLOGICOS DA TRUTA ARCO-IRIS (O. mykiss)

A truta arco-iris € um salmonideo originario da América do Norte (WELCOMME,
1988) e considerado o peixe mais amplamente disseminado pelo mundo, estando
presente em mais de 106 paises (SILVA et al., 2017). Foi introduzida no Brasil em
1949, por iniciativa do Ministério da Agricultura para povoar os rios das regides
serranas dos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo, pobres em ictiofauna nativa
(WELCOMME, 1988).
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Seu habitat natural é a agua doce, mas podem deslocar-se para a 4gua salgada
com niveis de oxigénio dissolvido limitantes, sendo 5,5 mg/L a concentragdo minima
para a espécie. Apresentam tolerancia a temperaturas de 0 a 26°C, no entanto, o
crescimento e a reproducao acontece em aguas mais frias, entre 9 e 17°C e ricas em
oxigénio (FAO, 2012).

O nome desta espécie esta associado a habilidade de assumir uma
diversificada gama de cores e tonalidades que variam de acordo com o tamanho,
ambiente e maturidade sexual (FAO, 2011). Em agua doce, a coloracéo do corpo das
trutas é verde escuro ou marrom com manchas escuras no corpo, nadadeira dorsal e
cauda, com uma banda na cor avermelhada que se estende ao longo do corpo (FAO,
2014).

Anatomicamente, trata-se de um peixe de escamas, corpo esguio, alongado e
pouco comprimido. Em ambientes marinhos, a truta pode atingir 7 a 10 kg em trés
anos, diferentemente das criadas em agua doce, que atingem 2 a 4,5 kg no mesmo
periodo (FROESE & PAULY, 2009).

A maturidade sexual ocorre aos dois ou trés anos de vida, dependendo do sexo,
temperatura e disponibilidade de alimento. No Brasil, os machos atingem a maturidade
sexual precocemente a partir do primeiro ano e as fémeas a partir do segundo. No
seu habitat natural, essa espécie desova na primavera, enquanto no Brasil a desova
ocorre no outono e inverno, quando os dias sdo mais curtos e a temperatura da agua
€ mais baixa (FROESE & PAULY, 2009; SILVA et al., 2017).

Com relacdo aos habitos alimentares, sdo peixes carnivoros, naturalmente
predadores de peixes menores, invertebrados aquaticos e terrestres em estado
selvagem. Porém, podem mudar seus habitos alimentares em resposta as mudancas
nas caracteristicas do seu macro habitat e disponibilidade de alimento (FAO, 2012).

As trutas que séo cultivadas em sistema intensivo, a fracao proteica e lipidica
séo importantes como fonte de energia, sendo utilizados nas proporgdes entre 42 e
48% de proteina bruta e entre 16 e 24% de lipideos, dependendo da fase de
crescimento (HARDY, 2002). No Brasil, a quantidade de lipideos recomendada é
menor em relacdo a utilizada em outros paises, sendo de 10 a 12%. Neste sistema, a
alimentacdo representa o principal custo de producdo das trutas arco-iris
(JOKUMSEN & SVENDSEN, 2010).

E importante destacar que para realizar a engorda na truticultura é necessaria

a adocéo de instrucdes técnicas a fim de obter um melhor rendimento e produtividade,
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tais como: agua com parametros fisico-quimicos ideais; estrutura adequada e
alimentacdo balanceada, exigindo conhecimento técnico e dedicacdo do produtor.
Devem ser acondicionadas em tanques pequenos e com renovacado constante de
agua e o seu ciclo de producéo é de 10 a 18 meses, até chegar ao peso comercial de
abate, em média 350 gramas (FAO, 2011).

A média de estimativa de vida desta espécie é de 4 a 5 anos. Considerado um
peixe nobre, de sabor delicado e excelentes qualidades nutricionais (SILVA et al.,
2017), possui alta adaptacdo ao ambiente, o que para os autores Jokumsen e

Svendsen (2010) é uma das razfes da sua ampla distribuicéo.

4.3 MICROBIOTA INTESTINAL DE TRUTA ARCO-IRIS (O. mykiss)

A microbiota intestinal desempenha um papel importante na saldde animal e na
fisiologia do hospedeiro, no desenvolvimento e utilizacdo de nutrientes. Esta
microbiota é influenciada por fatores externos tais como dieta, habitat e doenca; e
fatores internos do hospedeiro, como status imunolégico, condic¢des fisico-quimicas e
anatomia intestinal (GOLDSMITH & SARTOR, 2014). Sabe-se que nos peixes, a
microbiota intestinal saudavel é essencial para promover a salude e o bem-estar do
hospedeiro e favorece a reducdo de bactérias patogénicas (AUSTIN & AUSTIN,
2016b; FJELLHEIM et al., 2007).

As trutas arco-iris possuem uma microbiota intestinal de microrganismos
comensais, simbidticos e patogénicos (SANDRINI et al., 2015). Esta € constituida por
bactérias aerdbias, anaerdbias facultativas e anaerdbias obrigatdrias, sendo sua
composicdo variavel de acordo com a idade, estado nutricional e condigbes
ambientais (AMARANTE et al., 2018).

Segundo Ingerslev e colaboradores (2012), os peixes durante o primeiro
estagio de vida sédo desprovidos de microbiota intestinal, pois nutrem-se das reservas
do saco vitelinico, que é considerado esteéril. Formam sua microbiota apenas quando
0 intestino se torna completamente funcional. Os autores ainda reportam que a
microbiota intestinal antes da primeira alimentacdo se origina da agua circulante do
ambiente. Assim, ao comecarem a se alimentar, 0s peixes terdo o primeiro contato
das bactérias do alimento com o intestino. Esta microbiota adquirida com a
alimentacdo por sua vez, vird a competir com a microbiota que se estabelece antes

da alimentagao.
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Oncorhynchus mykiss é extremamente dependente das condicbes ambientais
para sua sobrevivéncia, uma vez que o ambiente aquatico ndo é constante e sofre
influéncia direta de temperatura, oxigénio dissolvido e presenca de substancias
toxicas na agua. Estes transtornos interferem na saude dos peixes, tornando-os
suscetiveis a Vvarios tipos de doencas infectocontagiosas ou ndo. A tecnificacdo da
truticultura tem levado ao aumento da densidade populacional nos tanques e em
consequéncia a implementacdo de praticas de manejo que se inadequadas,
predispdem 0s peixes aos agentes bacterianos presentes no ambiente
(DEPARTMENT OF AGRICULTURE & AQUACULTURE, 2010). Desse modo, as
condi¢cdes ambientais sao consideradas um dos fatores limitantes para 0 sucesso na
criacdo de trutas, exigindo assim que a agua seja limpa, fria e abundante
(LAZZAROTTO & CARAMASCHI, 2009).

Sendo assim, a microbiota intestinal dos peixes é fortemente relacionada a
microbiota aquatica e por sua vez, mantém estreita relacdo, tanto quantitativa quanto
gualitativamente, com aspectos fisico-quimicos e microbiolégicos do ambiente
(SCHAFER et al.,, 2004). Cepas de E. coli, Salmonella spp., Shigella spp.,
Campylobacter spp. e Yersinia enterocolitica podem ser encontradas nos peixes
devido a contaminacdo fecal do ambiente aquatico (HERRERA et al., 2006;
SHABARINATH et al., 2007). Salmonella spp. ndo é um componente natural da
microbiota dos animais aquaticos, no entanto, quando encontrados sdo decorrentes
da contaminacao fecal por 4gua poluida, manipuladores de alimentos infectados,
contaminacgao cruzada durante a preparacao ou transporte (ANTUNES et al., 2018;
CARRASCO et al., 2012).

Ainda, bactérias oportunistas podem tornar-se patogénicas em casos de
estresse e levar os peixes a mortalidade (INGERSLEV et al.,, 2014). Olsen e
colaboradores (2005), relataram que o estresse agudo mudou a conformacgédo da
microbiota no intestino das trutas arco-iris cultivadas na Estacéo de Pesquisa Aquicola
de Matre/Noruega, aumentando a suscetibilidade a diversas doencas.

Segundo Nayak (2010) e Vatsos (2017), os microrganismos colonizadores no
trato gastrointestinal de peixes de agua doce incluem os géneros Vibrio, Aeromonas,
Flavobacterium, Plesiomonas, Pseudomonas, Micrococcus, Acinetobacter,
Clostridium, Bacteroides, Fusarium e géneros da familia Enterobacteriaceae;

enguanto que em peixes marinhos, Vibrio € o mais comum.
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Parshukov e colaboradores (2019) analisaram a variagdo da microbiota
intestinal dependendo do estado de infeccdo e observou que a diversidade da
comunidade microbiana da truta arco-iris saudavel foi significativamente maior do que
em peixes ndo saudaveis. A maior contribuicdo para a composicdo microbiana
intestinal de peixes saudaveis foi realizada por cepas bacterianas pertencentes aos
géneros Bacillus, Serratia, Pseudomonas, Cetobacterium e Lactobacillus. Ja a
microbiota de peixes ndo saudaveis foi representada pelos géneros Serratia, Bacillus,
Pseudomonas e um isolado da familia Mycoplasmataceae e Renibacterium. Os
resultados demonstraram altera¢cdes da microbiota intestinal da truta arco-iris durante
co-infeccdes e estas podem ser Uteis para o desenvolvimento de novas estratégias
para o controle de doencas.

Ingerslev e colaboradores (2014) realizaram um estudo do desenvolvimento da
microbiota intestinal em trutas arco-iris onde foram isolados treze géneros, incluindo
Treponema,  Streptophyta,  Corynebacterium, Rhodococcus, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus, Citrobacter, Shewanella, Escherichia, Acinetobacter,
Pedobacter, Sediminibacterium e duas familias: Lachnospiraceae e
Enterobacteriaceae. Os autores concluiram que a microbiota destes animais
aquaticos era dominada por quatro filos: Bacteroidetes, Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria, e estes constituem a microbiota ‘central’ no intestino de truta arco-iris
(NAVARRETE et al., 2012; WONG et al., 2013).

Em contrapartida, Ricaud e colaboradores (2018) em seu estudo observaram
que Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria sdo os filos dominantes nas bactérias
da microbiota intestinal de trutas arco-iris, sendo encontrados em 97% dos isolados
bacterianos analisados e os filos Bacteroidetes, Tenericutes, Gemmatomonadetes,
Fusobacteria, Spirochaeta e Cyanobacteria representaram menos de 3%. Além disso,
a dieta alimentar pode influenciar na constituicdo da microbiota intestinal. Destaca-se
o filo Firmicutes em dietas baseadas em plantas, enquanto que Proteobacteria é
dominante quando os peixes séo alimentados com dieta marinha (INGERSLEV et al.,
2014).

4.4 DOENCAS BACTERIANAS NA TRUTICULTURA

As bactérias compdem a microbiota natural do meio aquatico. No entanto,

dentro do sistema de cultivo intensivo aquicola, algumas espécies sao consideradas
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patogénicas oportunistas, pois provocam infeccbes em peixes que estdo em
condi¢cdes ambientais desfavoraveis (MURRAY et al., 2011). Tais condi¢cdes como alta
densidade populacional, ma qualidade de agua e manejo intensivo levam a reducéo
significativa da imunidade dos peixes, favorecendo o0 estabelecimento e a
disseminagédo de diversos agentes infecciosos (PULKKINEN et al., 2010). Desse
modo, as bactérias causam elevados prejuizos econémicos na producao, associado
ao fator que algumas espécies sdo zoonéticas (NOGA, 2010) e/ou resistentes aos
antimicrobianos usados atualmente (CHIDEROLI et al., 2017) e podem transmitir
genes de resisténcia para espécies de bactérias patogénicas para os humanos
(CHENIA, 2016; MIRANDA et al., 2013; WHO, 2017; XIONG et al., 2015).

Com relacéo as enfermidades bacterianas na truticultura que causam maiores
perdas na producdo aquicola nacional e mundial destacam-se a doenca da boca
vermelha causada pela bactéria Yersinia ruckeri (ORMSBY et al., 2016), a furunculose
causada por Aeromonas salmonicida e os quadros septicémicos causados por
Aeromonas hydrophila com alto indice de letalidade mundial (AUSTIN & AUSTIN,
2016a; GASTALHO et al., 2014; HEDAYATIANFARD et al., 2014); Como também a
doenca da coluna causada por Flavobacterium columnare. Ambos reportados
apresentam-se como bastonetes Gram-negativos (DECLERCQ et al., 2013).

Destacam-se também as Estreptococoses (também conhecida como
Lactococoses), considerada como um complexo de doencas similares causada por
diferentes géneros e espécies de bactérias (Lactococcus garvieae, L. piscium,
Streptococcus agalactiae, S. iniae e S. dysgalactiae), sendo no Brasil S. agalactiae a
espécie mais isolada em tilapias e L. garvieae em trutas arco-iris. Apresentam-se
como cocos Gram-positivos, de crescimento anaerdbio facultativo, catalase negativas.
Lactococcus garvieae € considerado um patégeno zoondético emergente, levando a
quadros de septicemia, letargia e natacdo erratica em peixes, podendo acometer
humanos com distarbios gastrointestinais através do consumo de peixes
contaminados (MEYBURGH et al., 2018; VENDRELL et al., 2006; WANG et al., 2007).
Existem relatos de surtos de lactococose na aquicultura no Brasil causados por L.
garviae (EVANS et al., 2009; FUKUSHIMA et al., 2017).

Semelhante aos sinais clinicos da Lactococose, a Enterococose € uma doenca
bacteriana causada por espécies do género Enterococcus (AUSTIN & AUSTIN,
2016b; NOGA, 2010) que durante muito tempo teve sua patogenicidade questionada,

devido ao fato de constituirem a microbiota normal de varias espécies animais,
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inclusive a humana. No entanto, com 0s avang¢os dos ultimos anos no diagndéstico
deste género bacteriano e o aumento exponencial de registros de doengas
provocadas pelo mesmo, tem sido relatada doencas em humanos (KAYAOGLU &
ORSTAVIK, 2004), diversos animais domeésticos (LU et al., 2002; SANCIU et al., 2012;
SEPUTIENE et al., 2012) e peixes, como O. mykiss (BEKKER et al., 2011). No Brasil,
pelo menos quatro espécies de Enterococcus ja foram descritas causando doencas
em peixes: E. casseliflavus, E. faecalis, E. durans e E. sulfureus; sendo E.
casseliflavus e E. faecalis as espécies predominantes (SEBASTIAO et al., 2015).

Outro importante patégeno emergente na piscicultura mundial é a infecgcéo
causada pela bactéria Gram-positiva Weissella ceti, caracterizada por um quadro de
septicémico hemorragico descrito em trutas arco-iris. E responsavel por provocar alta
taxa de mortalidade no verdo, acometendo animais de todas as fases e a perdas
econdmicas consideraveis na truticultura (COSTA et al., 2014). H4 também a Doenca
Renal Bacteriana, causada pela bactéria Gram-positiva Renibacterium salmoninarum
gue acometem O. mykiss (CHAMBERS et al., 2008).

A doenca da boca vermelha, causada por Y. ruckeri, € uma bacteremia
infecciosa aguda ou cronica que afeta principalmente os salmonideos. E caracterizada
pela presenca de zonas hemorragicas em varios tecidos e 6rgaos, particularmente ao
redor da boca e nos intestinos, além de ser encontrada no ambiente aquético. Trata-
se de uma doenca infecciosa grave em trutas arco-iris, resultando sérios impactos
econdmicos (ORMSBY et al., 2016).

J& a furunculose, causada pelo patdogeno A. salmonicida, trata-se de uma das
principais doencas de salmonideos, especialmente no Salm&o do Atlantico; no
entanto, as trutas arco-iris s&o mais resistentes. E caracterizada por Glceras cutaneas
e septicemia, sendo que em alguns paises, é considerada uma doenca de declaracao
obrigatoria (PAVANELLI et al., 2002).

No Brasil, Aeromonas caviae, A. hydrophila, A. jandaei e A. veronii sdo as
principais espécies reportadas (DA SILVA et al., 2012; SEBASTIAO et al., 2015). A
principal fonte de Aeromonas spp. € o ambiente aquatico (GASTALHO et al., 2014)
Séo considerados patégenos facultativos ou oportunistas, causando a doenca quando
0S peixes sdo submetidos a fatores estressantes (OLIVEIRA et al., 2014). A ocorréncia
de surtos é frequente em fazendas de espécies de peixes tanto exéticos como nativos
e existe uma diversidade consideravel em trutas arco-iris (DUMAN et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2014).
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No ambiente aquatico, Pseudomonas spp. podem ser encontradas tanto em
animais doentes como em sadios, sendo considerados patégenos secundarios ou
oportunistas (WOO & BRUNO, 2011). Algumas espécies do género Pseudomonas
como P. putida, P. tructae, P. plecoglossicida, P. aeruginosa e P. fluorescens, sé&o
patégenos de peixes ja relatados em diversos estudos (EISSA et al., 2010; OH et al.,
2019b; SEBASTIAO et al., 2015). No cultivo de trutas arco-iris, P. fluorescens, P.
putida e P. tructae causam graves perdas econdOmicas devido a sua alta
patogenicidade (ALTINOK et al., 2006). Os sinais clinicos incluem ascite hemorragica
bacteriana, septicemia e necrose das nadadeiras (NOGA, 2010; WOO & BRUNO,
2011).

Outro género abundante na agua é Edwardsiella spp., bactéria Gram-negativa,
anaerobica facultativa, pertencente a Familia Enterobacteriaceae que pode acometer
cultivos em &gua doce e marinha. A bactéria causa Edwardsielose em diversas
espécies de peixes, ja relatado em O. mykiss (ALEXANDRINO et al., 1999) e pode
levar a graves perdas econbmicas na aquicultura mundial. O quadro clinico da
edwarsielose varia de acordo com a espécie do patégeno envolvida, podendo ocorrer
septicemia hemorragica ou enterite. Na piscicultura, quatro espécies de Edwardsiella
sdo patogénicas, nomeadamente: E. tarda, E. ictaluri, E. piscicida e E. hoshinae
(JORGENSEN et al., 2015). Adicionalmente, a enfermidade possui maior diversidade
de hospedeiros e pode também, ser transmitida ao homem pela ingestado de peixes
contaminados, causando infec¢des entéricas, meningites e abcessos hepéaticos
(BUJAN et al., 2018; LEUNG et al., 2019).

Ainda, Citrobacter spp. pertencente também a Familia Enterobacteriaceae é
uma bactéria Gram-negativa encontrada na agua, solo, alimentos, intestino humano e
de varias espécies animais; incluindo peixes (BRENNER et al., 2005). Citrobacter
freundii é a principal espécie patogénica para peixes e relatado em O. mykiss (AUSTIN
& AUSTIN, 2016b; BRENNER et al., 2005; LU et al., 2011; NAWAZ et al., 2008;
NOGA, 2010; TURE & KUTLU, 2018, WOO & BRUNO, 2011). Atualmente ¢é
considerado um patdgeno emergente e apresenta elevada resisténcia (GALLANI et
al., 2016; NAWAZ et al., 2008). A infecgéo por C. freundii geralmente ocorre quando
ha ma qualidade da agua ou peixes imunossuprimidos e os sinais clinicos incluem
letargia, movimentos descoordenados, lesdes hemorragicas na pele, olho e base das
nadadeiras (LU et al., 2011).
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Espécies do género Staphylococcus, como S. xylosus, também representam
consideraveis perdas econémicas na producdo de trutas arco-iris, na qual 0s peixes
acometidos apresentam exoftalmia e aumento de infeccbes secundarias bacterianas
(OH et al.,, 2019a). Além disso, Staphylococcus spp. sdo reconhecidos por sua
resisténcia aos antimicrobianos de amplo espectro e impactos na saude publica
através do seu potencial zoonético (LOZANO et al., 2016, ONMAZ et al., 2015).

Assim, as bactérias representam o principal grupo de microrganismos
patogénicos para a piscicultura. O controle de doencas nesta atividade aquicola
envolve o uso de antibidticos e exige uma série de cuidados e técnicas de manejo,
especificas na administracdo dos farmacos aos animais associado a melhores
condicBes de higiene, garantia de boa qualidade da agua e reducdo do estresse
(MURRAY et al., 2011).

4.5 ANTIMICROBIANOS MAIS UTILIZADOS NA AQUICULTURA

A antibioticoterapia em peixes deve ser realizada como medida terapéutica de
combate a surtos de doencas bacterianas. Uma producéo saudavel é feita por meio
da adocao de bom manejo sanitario no sistema de cultivo, o que ajuda a controlar as
doencas bacterianas na producdo de peixes, devido a auséncia de métodos
alternativos de prevengdo, como vacinas, para a maioria das enfermidades
(TAVARES et al., 2014b). Atualmente, cerca de 31 diferentes antimicrobianos sao
legalmente usados na aquicultura mundial e também considerados de grande
importancia na medicina humana, destacando-se: as aminopenicilinas (amoxicilina e
ampicilina); anfenicois (cloranfenicol e florfenicol); macrolideos (eritromicina);
aminoglicosideos (estreptomicina e neomicina); nitrofuranos (furazolidona);
quinolonas (acido oxolinico e nalidixico); fluoroquinolonas (enrofloxacina e
flumequina); tetraciclinas (oxitetraciclina, clortetraciclina, tetraciclina) e sulfonamidas
(DSA, 2020; GASTALHO et al., 2014; LIU et al., 2017; LOZANO et al., 2018; FDA,
2021; YOSHIMIZU et al., 2016). Apesar dessa quantidade relativamente alta, varios
outros antimicrobianos séo usados de forma ilegal (LIU et al., 2017).

No Brasil, inobstante ao crescente niamero de relatos de bacterioses que
ocasionam grandes perdas na producdo aquicola (CHIDEROLI et al.,, 2017,
SEBASTIAO et al., 2015), somente dois antimicrobianos tém uso aprovado para o

tratamento de Aeromonas moveis, a oxitetraciclina e o florfenicol (PADUA, et al., 2012;



36

SINDAN, 2018). Outros aprovados para uso em outras espécies ou mesmo nao
aprovados, sédo ilegalmente utilizados.

O florfenicol € uma droga sintética derivada do cloranfenicol (SCHWARZ et al.,
2004), inibidor da sintese proteica bacteriana, e devido as suas caracteristicas
lipofilicas, tem alta penetrac@o nos tecidos e atividade antimicrobiana, sendo pouco
soluvel em solugdes aquosas. As tetraciclinas tém sido utilizadas na aquicultura para
controlar a furunculose em salmonideos e oxitetraciclina é usada na maioria das
fazendas das industrias pesqueiras como agente profilatico. Sado farmacos de amplo
espectro incluindo a tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e minociclina, que
apresentam atividade contra uma ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (HEDAYATIANFARD et al., 2014).

4.5.1 Resisténcia microbiana

A resisténcia aos antimicrobianos é definida como uma condi¢cdo ao qual o
microrganismo é capaz de sobreviver a exposicao ao antibidtico, sendo a bactéria
capaz de resistir a acdo dessas drogas por diversos mecanismos (BARIE, 2012). Esta
resisténcia tem aumentado rapidamente nos ultimos anos no Brasil e no mundo,
gerando uma necessidade crescente do conhecimento do perfil de sensibilidade e
caracterizacdo molecular das bactérias que com maior frequéncia causam infeccao
(BARIE, 2012; NIKOLAIDIS et al., 2014).

Esta resisténcia bacteriana pode ser natural ou adquirida. A primeira € uma
caracteristica intrinseca e permanente de cepas de uma mesma espécie, determinada
geneticamente. Por sua vez, a resisténcia adquirida € uma caracteristica propria de
uma espécie bacteriana, que por natureza apresenta sensibilidade a um antibidtico,
mas que sofre modificacdes genéticas seja por mutacdes no DNA cromossémico ou
aquisicao de genes de resisténcia. Esta resisténcia é evolutiva e depende diretamente
da dose ou frequéncia de administracdo de antimicrobianos (PEREZ-CANO &
ROBLES-CONTRERAS, 2013).

Neste sentido, existem quatro mecanismos de resisténcia bacteriana, nos
quais: as bactérias podem produzir enzimas que causam destruicdo ou inativacéo
enzimatica da droga; alterar e reduzir a permeabilidade das células bacterianas;

desenvolver rotas metabdlicas alternativas para substituir aquelas inibidas pelas
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drogas, e também os antibi6ticos podem ser eliminados da célula ou o sitio-alvo da
droga pode ser alterado estruturalmente (BARIE, 2012; TORTORA et al., 2012).

Na resisténcia adquirida, a conjugacdo € o mecanismo de transferéncia de
genes de resisténcia aos antimicrobianos mais frequente, onde ocorre mobilizacao
plasmidial entre as bactérias, ocorrendo a transferéncia do material genético. No
entanto, a resisténcia adquirida também pode ocorrer por transducdo ou
transformacao (SILVA et al., 2013).

A resisténcia as drogas frequentemente é carreada por plasmideos ou por
pequenos segmentos de DNA denominados transposons, 0s quais podem transferir
uma fragmento de DNA para outro. Alguns plasmideos, incluindo-se aqueles
chamados de fatores de resisténcia, podem ser transferidos entre células bacterianas
em uma populacéo e entre populacfes de bactérias diferentes, porém proximamente
relacionadas. Fatores de resisténcia com frequéncia apresentam genes que conferem
resisténcia a diferentes antibioticos (TORTORA et al., 2012).

O fendmeno de emergéncia e disseminacdo de resisténcia a antibidticos,
associado a mutacdes espontaneas ou induzidas e a transferéncia horizontal de
genes, representa atualmente um sério problema no contexto do controle e tratamento
efetivo das doencas infeciosas de origem bacteriana, seja na saude humana ou
animal, onde as bactérias apresentam varios mecanismos facilitadores da troca de
genes, no qual explica parcialmente 0 aumento da resisténcia aos antimicrobianos as

vérias classes de agentes antimicrobianos (SANCHEZ et al., 2012).

4.5.2 Resisténcia aos antimicrobianos na aquicultura

Com a intensificacdo do cultivo de trutas na industria aquicola mundial, fatores
associados a alteracdes fisico-quimicas da agua, alimentacdo, alta densidade de
estocagem, transporte e estresse podem levar a supressdo imunolégica destes
animais aquaticos, no qual favorece a ocorréncia de doencas infecciosas e perdas
econdmicas consideraveis ao produtor, tornando necessario o uso de antimicrobianos
(GASTALHO et al., 2014).

Estes farmacos tém sido utilizados na producéo aquicola como promotores de
crescimento, no tratamento e na profilaxia de infec¢bes, administrados através de
ragdo medicada, banhos de imerséo, ou, em circunstancias extremas, por meio de

injecdo intramuscular ou intraperitoneal (SMITH et al., 2009). Todavia, 0 uso constante
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destes farmacos nos meios de produc¢do sao o maior desencadeador do aumento de
resisténcia aos antimicrobianos (WEIR et al., 2012).

Fatores relacionados a baixa disponibilidade de medicamentos veterinarios
aprovados para uso ha aquicultura e ao crescente numero de surtos de bacterioses,
propiciam o uso inadequado de substéncias n&o autorizadas na atividade. Ainda, a
falta de conhecimento prévio e especifico da utilizacdo, concentracdo e via ideal de
administracdo, aumentam a probabilidade dos produtores utilizarem farmacos de
forma indiscriminada no mesmo ciclo de producéo, ocasionando importantes impactos
na saude animal, humana e ambiental (GASTALHO et al., 2014; WEIR et al., 2012).

O uso continuo de diversos antimicrobianos na aquicultura pode acelerar o
processo de resisténcia bacteriana, tornando-os ineficazes (CHIDEROLI et al., 2017);
associado também ao desenvolvimento de reservatorios de genes de resisténcia aos
antibiéticos em ecossistemas aquaticos, de modo que estes genes podem se espalhar
por transferéncia génica para outras populacdes bacterianas, incluindo também
patdgenos humanos e gerar impactos em espécies ndo alvos (DOBIASOVA et al.,
2014; MIRANDA et al., 2013).

O método de administracdo por via oral atinge peixes saudaveis e doentes da
populacdo, além de modificar a microbiota intestinal natural dos peixes e 0 meio
ambiente (SMITH et al., 2009; TAVARES et al., 2014b). A alimentacdo com adicéo de
medicamentos que nao for consumida, eventualmente sera depositada por gravidade,
em sedimentos no fundo e adjacéncias dos locais de aquicultura, contaminando
assim, o meio ambiente (SAPKOTA et al., 2008).

Clortetraciclina, oxitetraciclina, enrofloxacina, amoxicilina, florfenicol,
lincomicina, tilosina, sulfadiazina e trimetoprim sdo algumas das moléculas de
antibiéticos que apresentam alto potencial de dissemina¢do no ambiente, devido ao
uso intensivo na producdo animal e aquicultura, sua via de administracao
principalmente topica ou oral e as baixas taxas de metabolismo no organismo animal
(BOXALL et al., 2003; BUTT & VOLKOFF, 2019). Tal efeito adverso esta associado a
bioacumulacdo (AMARANTE et al., 2018). Concentragdes significativas de antibioticos
gue permanecem por longo periodo de tempo no ambiente aquatico, é a principal
pressdo seletiva para genes de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias, em
sedimentos e na camada de agua superficial (leito aquatico). Assim, ajudam a
estabelecer o ambiente como um reservatorio para propagacdo posterior e
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proliferacéo de genes de resisténcia a antibidticos para patdégenos atravées da 4gua e
da cadeia alimentar (KHAN et al., 2013).

Estudos tém relatado que bactérias patogénicas de peixes na aquicultura (A.
salmonicida, A. hydrophila, Vibrio anguilllarum e V. salmonicida) podem transmitir
genes de resisténcia a antimicrobianos ndo so para bactérias do mesmo género como
também a outros agentes patogénicos, como E. coli (FAO, 2006). Fatores de viruléncia
como citotoxinas geneticamente semelhantes a shiga-toxina de E. coli
shigatoxigénica, foram encontrados em plasmideos de Aeromonas spp.,
potencializando o fator patogénico deste género (CANTAS et al., 2012).

Em estudo realizado por Duman e colaboradores (2017) todos os sete isolados
de Citrobacter spp. investigados em trutas arco-iris mostraram-se fenotipicamente
resistentes ao sulfametoxazol, suscetiveis a tetraciclina e na andlise molecular
0s genes de resisténcia incluiram sull, tetA, tetB e tetD. Em outro estudo realizado
também em O. mykiss, sete isolados de Enterobacter spp., duas linhagens de
Pseudomonas spp., e um isolado de Morganella e Stenotrophomonas foram
fenotipicamente resistentes ao sulfametoxazol e alguns foram resistentes a
tetraciclina, florfenicol, amoxicilina e doxiciclina, identificando-se genes de
resisténcia floR, tetC, tetD e tetE na analise molecular (DUMAN et al., 2019).

Um aumento global na resisténcia aos antibidticos tem sido registrado,
denominando-se cepas bacterianas multirresistentes as drogas (MDR) ou
popularmente conhecidas como “superbactérias” (WHO, 2014). Uma bactéria é
definida multirresistente quando esta apresenta resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano de trés classes distintas (MAGIORAKOS et al., 2012).

Rezai e colaboradores (2018) avaliaram os perfis de incidéncia e resisténcia
aos antimicrobianos de espécies de Listeria em 120 trutas arco-iris de criagéo e 120
trutas a venda no oeste do Ird. Deste total, 35,83% (n=86) foram contaminados por
Listeria spp. As maiores taxas de resisténcia a antibioticos foram observadas contra
tetraciclina (62,79%), enrofloxacina (56,97%), ciprofloxacino (38,37%), penicilina
(36,04%) e ampicilina (34,88%).

O surgimento de bactérias resistentes a antimicrobianos pode ser ainda maior
do que o que tem sido detectado, ja que a maioria dos estudos tém se limitado a
demonstrar essa resisténcia em bactérias cultivaveis, que constituem apenas uma
pequena proporcdo do total de bactérias presentes no ambiente aquatico (BISSETT
et al., 2006; RADHOUANI et al., 2014).
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As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a alguns antibiéticos,
devido a mutagcBes nos genes cromossomais e por transferéncia horizontal de genes,
portanto, € importante a identificacdo precoce de mecanismos naturais de resisténcia
e de alvos que podem provocar mudancas estruturais dos antimicrobianos e
descontinuacdo no desenvolvimento de agentes que falhariam em seu uso clinico
devido a resisténcia (BLAIR et. al., 2014).

Desse modo, o monitoramento regular da contaminacdo por populacdes
bacterianas associadas a analise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos,
melhoria das condi¢cdes sanitarias na cadeia produtiva local e o uso prudente de
antibioticos é necessério (REZAI et al., 2018).

4.5.3 Genes de resisténcia aos antimicrobianos (ARGS)

O grupo de genes envolvido na resisténcia aos antimicrobianos tem sido
denominado resistoma, cujo conceito inclui ndo sé genes que codificam determinantes
reais de resisténcia, como também genes precursores que podem evoluir para tais
caracteristicas (CANTON et al., 2009; MARTINEZ et al., 2015). Consequentemente,
como os ensaios moleculares sdo baseados em parametros genéticos mais estaveis,
ensaios de PCR podem oferecer, potencialmente, maior sensibilidade dos que os
métodos baseados em cultivo (MAHEUX et al., 2014).

Na aquicultura, os genes de resisténcia a tetraciclina, mencionados
previamente foram tetM, tetO, tetS, tetA e tetB (ARAUJO et al., 2015;
HEDAYATIANFARD et al., 2014). Roberts (2012) comprova em seu estudo que a
ampla utilizag&o de tetraciclina na aquicultura induz a selecao de bactérias resistentes
a este farmaco.

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva e um importante
patogeno devido a sua estavel habilidade para desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos (PLATA et al., 2009). Os genes de resisténcia a meticilina estédo
relacionados a S. aureus resistentes a meticilina e sdo conhecidos como MRSA
(Methicilin Resistant Staphylococcus aureus) (PRINCIPATO & QIAN, 2014). O
aumento do numero de cepas de MRSA constitui um grande desafio no tratamento e
controle de infeccOes estafilococicas, pois estas sao resistentes a maioria dos

antimicrobianos usados na pratica clinica, principalmente aos da classe beta-
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lactamicos, dificultando o tratamento clinico com as opg¢0fes terapéuticas disponiveis
na farmacopéia (PINCHUCK et al., 2010, QUINN et al., 2011; SADER et al. 2016).

O principal mecanismo que confere esta resisténcia relaciona-se a alteracédo do
sitio de acdo dos antibidticos beta-lactamicos, ou seja, alteracdo das proteinas
ligadoras de penicilinas denominadas PBP’s, sintetizada pelo gene mecA (QUINN et
al., 2011). Além disso, a resisténcia a um antimicrobiano pode ajudar na co-selecdo
de resisténcia a outros farmacos, nos casos de resisténcia mdultipla aos
antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).

Estudos registram a ocorréncia desses genes em aguas residuais em usinas
de tratamento (GOLDSTEIN et al., 2012), e o primeiro registro de ocorréncia de MRSA
em um animal aquatico ocorreu na Malasia, em uma fazenda de tilapias (ATYAH, et
al., 2010). Em estudo realizado por Hammad e colaboradores (2012), cepas MRSA
foram isoladas em peixes disponiveis para consumo e destacado o risco de
transmissao dessas cepas multirresistentes para seres humanos. Oh e colaboradores
(2019a), avaliaram que S. xylosus, espécie do mesmo género, leva a quadros de
exoftalmia e rompimento da barreira imune primaria, com aumento de infeccdes
secundarias bacterianas quando alocados em condigBes precérias, mortalidade e
perdas econémicas na producéo de trutas arco-iris.

4.6 FATORES DE PATOGENICIDADE

As ilhas de patogenicidade constituem segmentos de DNA inseridos no
cromossomo bacteriano, que atribuem uma variedade de caracteristicas de viruléncia
aos microrganismos que a possuem; entre elas destacam-se a capacidade de adesao
e invasao no epitélio da célula hospedeira, a producéo de toxinas, captacao de ferro
do meio ambiente e sintetizac&o do sistema de secrecao tipo I, dispositivo molecular
que permite a translocacédo de moléculas efetoras para o interior da célula hospedeira.
A capacidade de adquirir propriedades patogénicas em um Unico evento genético
permite a evolugdo, bem como o surgimento de microrganismos patogénicos (GOMES
et al., 2016).

Na aquicultura, foram relatados fatores de viruléncia, como citotoxinas
geneticamente semelhantes a shiga-toxina de E. coli shigatoxigénica (STEC), em
plasmideos de Aeromonas spp., realgando o potencial patogénico deste género e a
sua plasticidade genética (CANTAS et al., 2012).
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Staphylococcus aureus € um importante patdgeno relacionado a saude animal
e humana pela elevada patogenicidade e aumento na prevaléncia de cepas
multirresistentes aos antibiéticos (ACOSTA et al., 2017). E também, responséavel por
causar toxi-infecces alimentares estafilococicas e a sindrome do choque toxico em
humanos, apos a ingestdo de alimentos contaminados por enterotoxinas produzidas
pelo mesmo género, considerada a segunda maior causa de doencas transmitidas por
alimentos (DTA) no Brasil (ANVISA, 2014), tendo amplo impacto na saude publica
(PRINCIPATO & QIAN, 2014). Séao produzidas no alimento apds contaminacgao pela
bactéria, multiplicando-se e liberando as toxinas. O processo de intoxica¢ao alimentar
estafilococica ocorre rapidamente com sintomatologia aguda pela ingestdo das
toxinas pré-formadas, dependendo da quantidade de toxina no alimento ingerido e a
suscetibilidade individual a toxina e incluem célicas abdominais, vOmitos, nauseas e
diarreia (FORSYTHE, 2013; TANG et al., 2011).

Entre as mais de 20 enterotoxinas classificadas até o0 momento, sea e seb séo
as melhores caracterizadas e classificadas como superantigenos, pois induzem a uma
ativacdo intensa das células T (DE SANTANA et al., 2010; PINCHUCK et al., 2010).
A enterotoxina sea é a toxina mais associada com intoxicacbes causadas por
Staphylococcus spp. (cerca de 77% dos surtos), seguida pela toxina sed (responsavel
por 38% dos surtos) (FORSYTHE, 2013). Diversos autores também relataram que os
genes de enterotoxinas sea, seb, sec, seg, seh e sei sdo 0s mais comuns em
Staphylococcus spp. isolados de amostras de peixes (SAITO et al., 2011; VAZQUEZ-
SANCHEZ et al., 2012).

Sdo toxinas altamente termoestaveis, resistentes a acao de enzimas
proteoliticas do sistema digestivo, capazes de afetar as células de revestimento do
trato gastrointestinal (TORTORA et al., 2012). Também, séo altamente resistentes a
desnaturacao, o que permite que permanecam intactas em alimentos contaminados e
causem surtos de doencgas. Assim, o surgimento de cepas de S. aureus e
Staphyloccocus Coagulase Negativa (CONS) multirresistentes a drogas € uma grande
preocupacao, pois € uma causa comum de diarreia associada aos antibidticos em
pacientes hospitalizados (PINCHUCK et al., 2010).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 AREA DE ABRANGENCIA DO ESTUDO

A selecéo e contato prévio com os produtores foi realizado através de dados
disponibilizados pela Associacdo de Aquicultores da Regido Serrana do estado do Rio
de Janeiro (AquiSerra). Ao todo, 10 (dez) truticultores estdo associados a AquiSerra,
sendo 8 (oito) propriedades localizadas no municipio de Nova Friburgo e 2 (duas) no
municipio de Teresoépolis. No entanto, somente 5 (cinco) propriedades localizadas em
Nova Friburgo e 2 (duas) em Teresopolis permaneceram ativas diante do cenario
pandémico vivido no ano de 2020 e que ainda se vive, onde os truticultores tiveram
sua producao impactada devido ao baixo fluxo de consumidores nos restaurantes e
comércio local, associado também ao fechamento temporéario dos mesmos diante aos
decretos emitidos pela prefeitura local durante o periodo.

Sendo assim, foram visitadas 5 (cinco) propriedades que exercem atividade
aquicola relacionada a truticultura, na qual 4 (quatro) delas estéo localizadas na regiédo
serrana do estado do Rio de Janeiro (trés propriedades no municipio de Nova Friburgo
e uma propriedade em Teresopolis) e uma propriedade comparativa localizada no
municipio de Itamonte, estado de Minas Gerais (Serra da Mantiqueira) (Figura 1).

A relacao da distancia (552 km) no gue se refere a propriedade localizada na
Itamonte — MG (Serra da Mantiqueira) em comparacédo as propriedades localizadas
na regiao serrana do estado do RJ estdo amostradas na Figura 2.

As truticulturas localizadas na regido serrana do estado do RJ (Figura 3) que
fizeram parte do estudo incluem: Truticultura Samadhi (P1), localizada em Teresépolis
— RJ (Figura 4A e B; e Figura 5); Truticultura Arco-iris em Trés Picos (P2) (Figura 6);
Truticultura Truta do vale/Buteco Trutas do vale em Salinas (P3) (Figura 7), e
Truticultura do Vascao (P4) (Figura 8; Figura 9) em Serra Nevada, ambas localizadas

no municipio de Nova Friburgo — RJ.



FIGURA 1: Truticultura localizada em Itamonte — MG na Serra da Mantiqueira (propriedade

comparativa).
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FIGURA 2: Relagdo da distancia entre as propriedades estudadas (PO: Truticultura em Itamonte —
MG na Serra da Mantiqueira; P1: Truticultura Samadhi; P2: Truticultura Arco-iris; P3: Truticultura

Trutas do vale; P4: Truticultura do Vascao).
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FIGURA 3: Localidade das truticulturas da regido serrana fluminense (P1: Truticultura Samadhi; P2:
Truticultura Arco-iris; P3: Truticultura Trutas do vale; P4: Truticultura do Vascao).

FIGURA 4 (A e B): Tanques cobertos de trutas arco-iris (O. mykiss) em fase de engorda da
truticultura Samadhi localizada em Teresépolis — RJ.
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FIGURA 5: Tanques cobertos de trutas arco-iris (O. mykiss) em fase de engorda com constante
renovacao de 4gua da truticultura Samadhi localizada em Teresépolis — RJ.

FIGURA 6: Tanques cobertos de trutas arco-iris (O. mykiss) em fase de engorda com constante
renovacao de agua da truticultura Arco-Iris localizada em Nova Friburgo — RJ.
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FIGURA 7: Tanques de alvenaria para cultivo de trutas arco-iris (O. mykiss) em fase de engorda com
constante renovacao de agua da truticultura Truta do Vale localizada em Nova Friburgo — RJ.

FIGURA 8: Tanques cobertos de trutas arco-iris (O. mykiss) em fase de engorda e alevinos, com
constante renovacao de 4gua da truticultura do Vascao localizada em Nova Friburgo — RJ.
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R

FIGURA 9: Tanques cobertos de trutas arco-iris (O. mykiss) com constante renovacéo de dgua da
truticultura do Vascéo localizada em Nova Friburgo — RJ.

Fotos: Arquivo pessoal.

5.1.1 Aplicacéo de questionérios

Os questionarios (APENDICE 1) foram administrados durante entrevistas nas
propriedades visitadas. Abordaram-se fatores relacionados ao histérico da
propriedade e manejo sanitario, com énfase na pesquisa sobre o uso de
antimicrobianos relacionados a producao de peixes da espécie O. mykiss, e também
relacionados a producdo animal exercida na propriedade, quando fosse o caso.

A partir da analise do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos das bactérias
isoladas, o produtor regional foi auxiliado em relacdo as politicas de prevencédo de
doencas, sobre o uso correto de antimicrobianos para tratamento e como promotores
de crescimento, a ado¢cdo de um manejo correto das atividades agropecuarias e a
conservacao de ambientes aquaticos, de modo a prevenir a contaminagédo ambiental

com agentes antimicrobianos.
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5.2 COLETA DE AMOSTRAS

5.2.1 Coleta de amostras de animais

Foram coletados 10 (dez) trutas arco-iris (O. mykiss) em cada propriedade
visitada, totalizando 50 O. mykiss submetidas a resfriamento, acondicionadas em
caixas isotérmicas com uma camada de gelo sob os peixes, e acima, outra camada
de gelo picado (TAVARES et al.,, 2014a) e enviados ao Laboratorio de Sanidade
Animal. Os peixes foram identificados individualmente com informacdes sobre a data
de coleta, peso, sexo, comprimento total e padrdo, sistema de cultivo e propriedade
de origem. A coleta foi realizada durante o inverno e o inicio da primavera (periodo de
julho a outubro), durante a fase de engorda.

Para processamento, em ambiente estéril na capela de fluxo laminar, foi
realizada a separacdo do segmento intestinal, dissec¢éo asséptica com o auxilio de
placas de Petri e inoculacdo do conteudo intestinal através de alca de platina, ambas
estéreis. Os inoculos foram acondicionados em tubos conicos de 15 mL com o0s
respectivos meios de enriqguecimento: 3,0 mL Caldo Brain Heart Infusion (BHI)
(Acumedia, EUA), 3,0 mL Caldo BHI (Acumedia, EUA) acrescido de 7,5% cloreto de
sodio (NaCl) e 3,0 mL Caldo Rappaport Vassiliadis (RVS) (Kasvi, Espanha) para

exames bacterioldégicos em meio de cultivo, identificacédo fenotipica e bioquimica.

5.2.2 Coleta de amostras de agua

Amostras de agua de superficie dos tanques foram coletadas de acordo com
(KHAN et al.,, 2013), em trés a cinco pontos em cada local visitado, em uma
profundidade de 0,5m e quantidades iguais foram misturadas, formando uma unica
amostra que completou os recipientes plastico estéreis de polietileno de 120 mL.
Adicionalmente, foram coletadas amostras da agua dos canos de captagdo para
distribuicAo aos tanques ativos (Figura 10). O material foi transportado sob
refrigeracdo e processado no Laboratério de Sanidade Animal da UENF. Dados
regionais sobre temperatura, potencial hidrogenionico (pH) e sistema de cultivo foram
coletados.

Posteriormente, realizou-se aliquota da amostra final (3,0 mL) para tubos

conicos de 15 mL contendo os meios de enriguecimento: 3,0 mL Caldo BHI



50

(Acumedia, EUA) e 3,0 mL Caldo BHI (Acumedia, EUA) acrescido de 7,5% NaCl para

andlise bacterioldgica.

FIGURA 10: Coleta de amostra de agua de cano de captacdo para distribuicdo aos tanques de
truticultura ativos, localizados na Truticultura do Vascdo em Nova Friburgo — RJ.

Foto: Arquivo pessoal.

A relacéo de trutas arco-iris machos e feméas associada as amostras de agua

coletadas nas propriedades estudadas estao apresentadas na Tabela 1.

TABELA 1: Relacdo da distribuicdo dos animais coletados, amostras ambientais e ao local de producgéo
dos mesmos.

Propriedade Localizagéo N° de amostras coletadas
O. mykiss Agua
PO [tamonte — RJ 10 0
(Serra da Mantiqueira) (10M)

P1 Teresoépolis — RJ 10 2
(6M; 4F)

P2 Nova Friburgo — RJ 10 2
(Salinas) (9M; 1F)

P3 Nova Friburgo — RJ 10 1
(Trés Picos) (9M; 1F)

P4 Nova Friburgo — RJ 10 4
(Serra Nevada) (8M; 2F)

TOTAL 50 9
(42M; 8F)

PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de Teresopolis-RJ; P2= Truticultura Arco-
iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do
Vascao de Nova Friburgo-RJ; M= Macho; F= Fémea.
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5.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BACTERIANA

5.3.1 Microrganismos Gram-negativos

Os in6culos do conteldo intestinal e amostras de agua acondicionados em
tubos conicos de 15 mL contendo 3,0 mL de Caldo BHI (Acumedia, EUA) foram
incubados em estufa de cultura bacteriolégica (SolidSteel) por 24 horas e
posteriormente centrifugados a 5.000 rpm por 15 minutos e apods, desprezado o
sobrenadante. Os pellets contendo possivelmente os microrganismos Gram-negativos
constituintes da microbiota intestinal dos peixes e do ambiente aquético foram
transferidos com alca de platina para placas de Petri com meios Agar MacConkey
(Acumedia, EUA), sendo incubadas em estufa bacteriolégica (SolidSteel) a 37°C por
24 horas.

As caracteristicas morfolégicas e morfotintoriais das colonias foram avaliadas.
Para tal, as colbnias foram coradas pelo método de Gram (Laborclin, Brasil) e
submetidas aos testes de producdo de catalase (Peréxido de Hidrogénio a 3%) e
producéo de oxidase (Fluka, Chemika, Suica).

Adicionalmente, novo inéculo da microbiota intestinal dos peixes foi realizado
em tubos conicos de 15 mL contendo 3,0 mL de Caldo RVS (Kasvi, Epanha), meio de
enriqguecimento seletivo com a finalidade de otimizar o isolamento de espécies do
género Salmonella. As amostras foram acondicionadas a banho-maria (Novatecnica,
SP) a 42°C por 24 horas. ApGs esse periodo, o tubo foi encaminhado para
centrifugacdo e o pellet estriado para placa de Petri com Agar Hektoen Enteric
(Acumedia, EUA), meio diferencial utilizado para o isolamento de espécies dos
géneros Salmonella e Shigella. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica
(SolidSteel) a 37°C por 24 horas.

Bactérias isoladas foram transferidas para tubos contendo o0s testes
bioguimicos convencionais, necessarios para a sua identificacdo. Avaliou-se a
utilizacao dos carboidratos (glicose, sacarose, lactose, maltose, arabinose e sorbitol),
producao de indol, prova do vermelho de metila (VM), prova de Voges-Proskauer (VP),
utilizacao do citrato, producéo de urease, descarboxilacédo da lisina, arginina e ornitina,
esculina, producdao de sulfeto de hidrogénio (H,S) e prova de motilidade (BRENNER et
al., 2005; CLSI, 2013; KONEMAN et al.,, 2001; TORTORA et al.,, 2012). Para

identificacdo de cepas do género Aeromonas e Pseudomonas também foi realizado o


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5505081/#ref3
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teste OF-glicose (HiMedia, india), recomendado para a determinagéo do metabolismo
oxidativo e fermentativo de carboidratos por bactérias Gram-negativas.

As colbnias que apresentaram-se lactose positiva em Agar MacConkey
(Acumedia, EUA), foram posteriormente repicadas em novas placas de Petri contendo
Agar Eosina-Azul de Metileno (HiMedia, india), utilizado para diferenciacéo de bacilos
entéricos Gram-negativos. Neste meio, cepas de E. coli, grandes fermentadores de
lactose, conferem caracteristicas proprias, apresentando coloracdo verde metalico
(NEOGEN, 2011).

5.3.2 Microrganismos Gram-positivos

Para cultura de bactérias Gram-positivas, amostras de agua e conteudo
intestinal de trutas arco-iris foram acondicionados em tubos coénicos de 15 mL
contendo 3,0 mL de caldo de enriquecimento BHI (Acumedia, EUA) acrescido de 7,5%
NaCl para Staphylococcus spp. e incubado a 37°C por 24 horas. Apés incubacao, os
tubos foram centrifugados a 5.000 rpm durante 15 minutos e realizada a semeadura
do material por estriamento com alca de platina em placa de Petri contendo meio Agar
Manitol e posteriormente em Agar Sangue (Acumedia, EUA) suplementado com 5%
de sangue estéril desfibrinado de carneiro para observacdo de hemodlise, sendo
ambos incubados em estufa bacterioldgica (SolidSteel) a 37°C por 24 horas.

Adicionalmente, cada inoculo do contetdo intestinal acondicionado em tubos
com Caldo BHI (Acumedia, EUA) foram centrifugados 5.000 rpm durante 15 minutos,
desprezado o sobrenadante e realizada a semeadura do material por estriamento com
alca de platina para placa de Petri contendo Agar de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)
(Kasvi, Espanha) e acondicionados em jarra de anaerobiose em estufa bacteriol6gica
(SolidSteel) a 37°C por 24 a 72 horas para observacao de crescimento de colonias do
género Lactobacillus e Lactococcus, bactérias acido-laticas (LAB).

ApOs o crescimento, foram avaliadas as colbnias e suas caracteristicas
morfolégicas e morfotintoriais. Para tal, as col6nias foram coradas pelo método de
Gram (Laborclin, Brasil) e submetidas aos testes de catalase (Peroxido de Hidrogénio
a 3%), oxidase (Fluka Chemika, Suica) e todos os testes bioquimicos necessarios
para identificagao.

A andlise das amostras Gram-positivas e Gram-negativas seguiram o padrao

de identificacdo bioquimico-fisiolégico convencionais, onde o Manual de Bacteriologia
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Sistematica de Bergey's (BRENNER et al., 2005) foi consultado e posteriormente teve
sua classificacdo confirmada pelo equipamento Vitek 2 (Biomérieux, Franca), do
Laboratorio de Sanidade Animal da UENF.

5.4 PESQUISA DE BACTERIAS MULTIRRESISTENTES

5.4.1 Anédlise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Nesta etapa as amostras foram caracterizadas de acordo com o perfil de
sensibilidade a antimicrobianos. O teste foi realizado através da técnica de disco-
difusdo em Agar Mueller Hinton (Acumedia, EUA), também conhecido como método
de Kirby-Bauer (BAUER et al., 1966), de acordo com as normas do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), utilizando-se discos impregnados (Cefar,
SP, Brasil).

A técnica de disco-difusdo em Agar Mueller Hinton (Acumedia, EUA) consiste
em col6nias puras cultivadas em estufa bacteriolégica (SolidSteel) a 37°C por 24
horas, onde séo inoculadas em 2,0 mL de solu¢do salina 0,85% estéril, de modo a
obter turbidez igual a 0,5 de acordo com a escala de MacFarland (108 UFC/mL)
padronizada em densitbmetro (Densimat, bioMérrieux, Franga). A suspensao foi
semeada com auxilio de swab estéril por induto continuo em placa de Petri contendo
20 mL de Agar Mueller Hinton (Acumedia, EUA). Em seguida, os discos de cada
antibiético (Laborclin, Brasil) foram adicionados as placas com auxilio de uma pinca e
incubada em estufa bacteriolégica (SolidSteel) a 37°C por 24 horas.

Para bactérias Gram-positivas foi avaliado o perfil de suscetibilidade aos
seguintes antibidticos: Amoxicilina (AMO, 30ug), Ampicilina (AMP, 10ug), Cefalotina
(CFL, 30ug), Cefoxitina (CFO, 30ug), Cefotaxima (CTX, 30 ug), Clindamicina (CLI,
2ug), Sulfazotrim (SUT, 25 ug), Eritromicina (ERI, 15ug), Amicacina (AMI, 30ugQ),
Gentamicina (GEN, 10ug), Oxacilina (OXA, 1ug), Penicilina G (PEN, 10U), Tetraciclina
(TET, 30ug), Vancomicina (VAN, 30ug) e Florfenicol (FLF, 30ug).

As andlises para bactérias Gram-negativas: Amoxicilina + Acido Clavulanico
(AMC, 10ug), Ampicilina (AMP, 10ug), Acido Nalidixico (NAL, 30 ug), Cefalotina (CFL,
30ug), Cefoxitina (CFO, 30pg), Cefotaxima (CTX, 30 pg), Ciprofloxacino (CIP, 5ug),
Cloranfenicol (CLO, 30ug), Sulfazotrim (SUT, 25ug), Enrofloxacina (ENO, 5ug),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5505081/#ref3
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Gentamicina (GEN, 10ug), Tetraciclina (TET, 30upg), Tobramicina (TOB, 30ug) e
Florfenicol (FLF, 30ug).

Apesar do disco de oxacilina ndo ser mais recomendado para previsao da
resisténcia a oxacilina desde 2009 (CLSI), ele foi incluido neste estudo com o objetivo
de comparar o seu desempenho com o disco de cefoxitina.

Posteriormente, foi avaliado o perfil de crescimento bacteriano através da
mensuracao do diametro dos halos de inibicdo existentes em volta de cada disco de
antibiotico. De acordo com o valor em milimetros do diametro dos halos de inibicédo
formados, a suscetibilidade ao antibittico foi caracterizada como: sensivel, resisténcia
intermediaria ou resistente frente ao farmaco testado segundo recomendacdes do
CLSI (2011).

5.5 INVESTIGACAO MOLECULAR

5.5.1 Extracdo e Quantificacdo de DNA

Para a extracdo do material genético microbiano de bactérias Gram-positivas
do género Staphylococcus spp. isoladas do contetdo intestinal de trutas arco-iris e
amostras de agua, foi empregado o kit PREPMAN ULTRA® (Applied Biosystems, Life
Technologies, EUA) conforme instrucdes do fabricante.

Os isolados de Staphylococcus spp. foram acrescidos em Caldo BHI
(Acumedia, EUA) por 12-18 horas a 37°C em estufa bacteriol6gica (SolidSteel).
Posteriormente, centrifugados 13.000 rpm por 15 minutos e o pellet estriado em Agar
Mueller Hinton (Acumedia, EUA) em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. A partir
deste meio, os isolados bacterianos cultivados foram submetidos a técnica de
extracdo de DNA.

Coldnias foram suspendidas em 100 pyl de PREPMAN ULTRA® nos microtubos
tipo eppendorf. As amostras ap0s devidamente fechadas e identificadas, foram
agitadas no Vortex (MOD QL901 - Biomixer) durante 10 a 30 segundos.
Posteriormente, os microtubos tipo eppendorf foram acondicionados a placas
aquecedoras Thermomixer R Comfort® (Eppendorf AG, Hamburg 2007) a 100°C
durante 10 minutos. Depois de cessado 2 minutos em temperatura ambiente, os tubos
foram submetidos a centrifugacéo através de Microcentrifuga 5415D EPPENDORF®
a 13.000 RPM durante 2 minutos.
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Apos, foram transferidos 50 pl do sobrenadante do DNA extraido para um
segundo conjunto de tubos tipo eppendorf estéreis e identificados, armazenados a -
20°C para uso posterior na reacdao de PCR, e o pellet, que continha as proteinas
bacterianas e restos de parede celular desprezado. A quantidade e a qualidade do
material genético extraido foi estimado através do NanoDrop ND-2000
Spectrophotometer (Thermo Scientific™).

5.5.2 Reacédo em Cadeia da Polimerase

As Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizadas para detecgao
da presenca de genes de resisténcia de antimicrobianos em isolados de amostras de
agua e da microbiota intestinal de O. mykiss coletados e extraidos previamente. O
DNA extraido foi submetido a andlise através da técnica convencional, com adi¢ao de
iniciadores de resisténcia aos antimicrobianos e fatores de patogenicidade.

Os isolados de Staphylococcus spp. foram analisados com iniciadores
especificos para enterotoxinas estafilococicas (genes sea, sec e sed) e para o gene
mecA resistente a meticilina através da PCR convencional, seguindo a metodologia
descrita no trabalho de Mehrotra e colaboradores (2000) com algumas modificacdes
nas condi¢cdes. Os iniciadores especificos com suas respectivas sequéncias de

oligonucleotideos foram descritos na Tabela 2.

TABELA 2: Sequéncia de oligonucleotideos para pesquisa de gene de resisténcia aos antimicrobianos
e genes enterotoxigénicos em Staphylococcus spp. utilizados nesse estudo.

GENE DESCRICAO INICIADORES 5’ - 3’ AMPLICON
mecA Resisténcia a ATC GAT GGT AAAGGT TGG C 533pb
meticilina AGT TCT GCA GTACCG GATTTG C
sea Enterotoxina A GGT TAT CAATGT GCG GGT GG 102pb
CGGCACTTTTTTCTCTTC GG
sec Enterotoxina C AGA TGA AGT AGT TGA TGT GTATGG  451pb
CAC ACT TTT AGA ATC AAC CG
sed Enterotoxina D CCA ATA ATA GGA GAA AAT AAA AG 278pb

ATTGGTATTTTTTTT CGT TC
Fonte: MEHROTRA et al., 2000.

Para realizacdo das amplificagcbes dos fragmentos das amostras de
Staphylococcus spp. para 0 gene mecA, as amostras foram identificadas e

acondicionadas em microtubos tipo eppendorf de 200 uL em volumes totais de 25 L,
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contendo: 12,5 yL de GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega Corporation®), 1 uL do
primer mecA — Forward (F’), 1 uL do primer mecA — Reverse (R’), 1 uL ou 2 uL de
DNA molde (considerando variacdes devido a quantificacdo do material genético de
cada amostra por pL), e o volume restante completado com Agua Milli-Q (Thermo
Scientific™).

A incubacéo foi realizada em Termociclador apropriado TC — 412 (Techne®).
Para realizacao das amplificacdes dos fragmentos obedeceu as seguintes condic¢des:
desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos, seguida por 40 ciclos de amplificacédo
(desnaturacéo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 58°C por 2 minutos, extensao
a 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C por 7 minutos.

Para a amplificacdo do DNA para genes enterotoxigénicos foi realizada a
reacdo em microtubos tipo eppendorf de 200 uL em volumes totais de 25 L,
contendo: 12,5 yL de GoTaq® Green Master Mix 2x (Promega Corporation®), 1 uL de
cada oligonucleotieo (20 pmol), 2 uL de DNA molde e 8,5 pL de agua ultrapura que
compde o Kit. As condi¢cdes de amplificacdo foram: desnaturacao inicial a 94°C por 5
minutos, seguida por 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
As condi¢cdes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos,
seguida por 35 ciclos de amplificacdo (desnaturacdo a 94°C por 2 minutos,
anelamento a 57°C por 2 minutos, extensédo a 72°C por 1 minuto) e extensao final a
72°C por 7 minutos.

Foram utilizadas como controles positivos para o gene mecA a cepa ATCC
33591 S. aureus resistente a meticilina e para 0s genes das enterotoxinas
estafilococicas foram utilizadas as cepas enterotoxigénicas ATCC 13565 (sea), ATCC
19095 (sec) e ATCC 23235 (sed), do acervo do Laboratério de Sanidade Animal da
UENF.

Para evitar contaminacdo com produtos da PCR, a extracdo, amplificacdo e a
eletroforese dos produtos amplificados foram realizadas em diferentes setores do
Laboratorio de Sanidade Animal, da UENF.

5.5.3 Leitura dos produtos da PCR por eletroforese
Apéds a execucdo das etapas de amplificacdo dos fragmentos de DNA, os produtos

amplificados (amplicons) foram fracionados em aliquotas. Posteriormente, aplicados

nos pocos do gel de agarose a 1% e submetidos a eletroforese em cubas contendo
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tamp&o TAE (Tris/Acido Acético/EDTA 0,5X), ligada a uma fonte de corrente elétrica
em voltagem de 100 V, durante aproximadamente 60 minutos e visualizados
diretamente sob luz ultravioleta através de transiluminador UV (DyNA Light, Labnet,
EUA) e aimagem do gel documentada através do software GelDoc-It™ (UVP, Imaging
Sistem). O tamanho dos fragmentos de DNA das amostras foi comparado com o
marcador padréo de peso molecular de 1kb (para mecA) e 100pb (para enterotoxinas

sea, sec e sed) (Ladder, Ludwig Biotec, Brasil) aplicado no gel.

5.6 ANALISE ESTATISTICA

5.6.1 Questionarios

Foi realizada a andlise descritiva dos dados obtidos através dos questionarios

aplicados nas propriedades aquicolas visitadas.

5.6.2 Caracteristicas gerais dos animais amostrados

Os resultados dos paradmetros zootécnicos que incluem peso, comprimento
total e comprimento padrdo dos animais amostrados foram submetidos a analise
descritiva e de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Os resultados foram
expressos como média, desvio padrdo da média, variancia, mediana, valores minimos
e maximos e foram considerados significativos quanto p<0,05. Os calculos da analise
estatistica foram realizados com auxilio do software Minitab® versédo 2018.

5.6.3 Microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos

Foi adotada a estatistica descritiva para o percentual de amostras isoladas do
conteudo intestinal de trutas arco-iris e amostras de agua positivas para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e seus respectivos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos e fatores de patogenicidade. A andlise estatistica do perfil de
resisténcia aos antimicrobianos foi realizada através do teste exato de Fisher com
auxilio do software Minitab® versdo 2018, comparando-se as classes de antibidticos
com maiores percentuais de resisténcia e o0s resultados foram considerados

significativos quanto p<0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ANALISE DESCRITIVA DOS QUESTIONARIOS

Foram aplicados 5 questionarios em cada propriedade visitada. Destes, 80%
(n=4) foram respondidos por produtores da regido serrana fluminense e 20% (n=1)
por produtor do estado de Minas Gerais. 100% dos produtores declararam possuir
assisténcia veterinaria, sendo a regido serrana fluminense assessorada pela FIPERJ.

Com relacdo ao sistema de cultivo, 80% das propriedades visitadas possuem
sistema de cultivo intensivo com producdo de trutas arco-iris em tanques de alvenaria
e 20% sistema semi-intensivo com producao em tanques escavados. A alimentacao
da producdo é realizada com racdo comercial extrusada para peixes carnivoros na
frequéncia de duas vezes ao dia em 100% das propriedades. No quesito producao de
outras espécies animais, 60% dos produtores afirmaram exercer outras atividades de
producdo animal, sendo estas: aves; ras; carpas; e tilapias.

Do total, 80% das propriedades a agua de abastecimento dos tanques é através
de nascentes; e 20% através de riachos de decantacdo. A renovacado de agua dos
tanques é continua em 100% das propriedades e ndo possuem agua tratada. Nao ha
histérico quanto ao uso de agrotéxicos nas propriedades visitadas. Ainda, 40% das
propriedades afirmaram utilizar de forma profilatica Terramicina® (oxitetraciclina) na
agua dos tanques, sendo apresentadas como P1 E P4; E 20% utilizam sal na agua
guando necessario. Ainda, 40% apresentam histérico de perdas na producéo, onde a
truticultura P2 apresentou ictiofitiriase (Ichthyophthirius multifiliis) em alevinos de O.
mykiss no ano de 2019 e a truticultura P4 no ano de 2020 perdeu em média 5 a 6
trutas por dia, apresentando nadadeiras comprometidas e posteriormente ao utilizar
Terramicina® as perdas cessaram.

Foi observada que a producdo de O. mykiss na regiao serrana, alvo deste
estudo, foi reduzida considerando o cenario pandémico vivido no ano de 2020 e que
percorre até os dias atuais. Ao entrar em contato com as produtores associados na
AquiSerra no periodo inicial do estudo, foi observado que das dez truticulturas
associadas, duas foram desativadas temporariamente e duas truticulturas
associaram-se entre si, unindo a produgcéo em uma so propriedade. Outras, reduziram

a compra de alevinos para engorda, e consequentemente reducao da producéo,
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levando em consideracdo que em virtude da pandemia pelo novo coronavirus Sars-
CoV-2 da Covid-19, em vérios periodos do ano, principalmente no primeiro semestre
de 2020 (periodo das coletas), onde foram publicados decretos municipais nos quais
solicitava o fechamento temporario de restaurantes e/ou reducéo da sua capacidade.
Das truticulturas analisadas, 40% delas possuiam concomitantemente a producéo de
trutas arco-iris, o preparo e degustacdo da espécie em restaurantes na mesma
localidade em atividade.

Vale considerar que, no ano de 2019, a truticultura P1 produziu 1.500 kg de
trutas arco-iris. Em contrapartida, no ano de 2020, nesta mesma propriedade o Ultimo
abate em junho reuniu apenas 70 kg de O. mykiss. A truticultura P2 efetuava a compra
de 30 a 50 mil alevinos ao ano; E a truticultura P4 comprava aproximadamente 8 mil
alevinos, antes dos impactos diretos da pandemia.

A média de O. mykiss nas truticulturas analisadas no momento das coletas
tratavam-se de 400 trutas para engorda distribuidas nos tanques e um tanque a parte
para alevinos em 60% das propriedades (P1, P2 e P4), tendo em média dois mil O.
mykiss. A limpeza diaria dos tanques era realizada em 100% das propriedades e a
renovacao de 4gua é constante, conforme ja relatada.

Assim, conforme discutido, embora existam muitas publicacbes sobre a
prevaléncia de ARGs no ambiente aquético, ha informacdes muito limitadas
disponiveis sobre o desenvolvimento e a disseminacéo da resisténcia a antibiéticos
de fazendas de peixes aquaticos para sistemas fluviais (CAPKIN et al., 2015). Desse
modo, também é importante determinar os efeitos de longo prazo dos antibiéticos nas
bactérias ambientais e patogénicas e desenvolver alguma alternativa estratégica para
reduzir o uso desses antibiéticos (OZTURK & ALTINOK, 2014).

6.2 CARACTERISTICAS GERAIS DOS ANIMAIS AMOSTRADOS

Foram inspecionados o estado clinico geral de cada animal coletado, sexo,
mensuracdo de peso corporal por meio de balanca eletrénica, determinacdo do
comprimento total (distancia entre a ponta do focinho e o maior raio caudal) e
comprimento padrao (distancia entre a ponta do focinho e o final do pedunculo caudal)
antes da necropsia para separacédo do segmento intestinal em capela de fluxo laminar
no Laboratorio de Sanidade Animal da UENF.
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Sendo assim, 50 espécies de O. mykiss foram inspecionadas. Para anélise de
diferenciagao, foram adotadas referéncias descritas por Machado e colaboradores
(2007) na qual o macho apresenta as laterais mais brilhante e a mandibula é
pronunciada; ja as fémeas possuem o corpo arredondado e a cabeca mais delicada
(Figura 10A; Figura 10B). Todas as trutas arco-iris coletadas apresentaram-se
clinicamente saudaveis. N&o se fez necessaria submissido ao Comité de Etica, pois
os espécimes (O. mykiss) foram abatidos pelos produtores para a facultacdo e/ou

comercializacao.

FIGURA 11 (A e B): Analise macroscopica da condicéo fisica dos animais coletados. (A) O. mykiss
macho: (B) O. mvkiss fémea.

Observou-se que 0s animais inspecionados apresentaram comprimento total
médio (CTM) variando de 22,08 cm a 29,50 cm; Comprimento padrdo médio (CPM)
de 19,39 cm a 26,30 cm e massa corporal média (MCM) de 157,59 a 456,8g.
Caracteristicas gerais, incluindo a estatistica descritiva dos valores biométricos
avaliados estéo apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3: Estatistica descritiva dos resultados biométricos de O. mykiss das propriedades do estudo
com valores médios, desvio padrdo, variancia, valores minimos, valores maximos e mediana.

Propriedades | Variavel | Média | Desvio | Variancia | Minimo | Maximo | Mediana
analisadas Padréao

PESO 456,8 98,8 9754,3 276,8 625,0 443,7

PO COMP. T. | 29,500 | 2,173 4,722 25,000 | 32,000 | 29,000

COMP. P. | 26,300 | 2,251 5,067 22,0000 | 29,500 | 25,750

PESO 205,90 | 14,46 209,21 182,00 | 230,00 | 202,50

P1 COMP. T. | 24,360 | 0,891 0,794 23,000 | 26,000 | 24,350

COMP. P. | 20,790 | 0,736 0,541 20,000 | 22,000 | 20,550

PESO 157,50 | 18,52 343,17 135,00 | 204,00 156,00

P2 COMP. T. | 22,080 | 0,905 0,820 20,800 | 24,000 22,000

COMP. P. | 19,390 | 1,041 1,083 18,000 | 21,500 19,000

PESO 199,2 40,8 1664,2 145,0 263,0 196,5

P3 COMP.T. | 23,180 | 1,465 2,146 20,500 | 25,000 | 23,500

COMP. P. | 19,700 | 1,252 1,567 17,500 | 22,000 19,750

PESO 266,3 37,7 14245 220,0 320,0 260,5

P4 COMP.T. | 27,830 | 0,767 0,589 26,500 | 29,000 27,750

COMP. P. | 23,870 | 0,896 0,802 22,500 | 25,000 | 24,000

Fonte: a autora (2021). Software: Minitab® verséo 2018.

Com relacdo aos valores de massa corporal, pode-se observar auséncia de
uniformidade nestes dados com relacéo a PO quando comparada as propriedades P1,
P2, P3 e P4 da regido serrana que apresentaram-se mais uniformes. Este fato pode
ser em decorréncia da amostragem apresentar diferentes fases de engorda no
periodo coletado, onde o desenvolvimento das trutas é individual e em delineamento
conforme a orientacdo do manejo alimentar e condi¢cdes favoraveis para seu
crescimento na regido em que se exerce a atividade aquicola. Comparativamente, a
truticultura PO exerce cultivo semi-intensivo e as demais cultivo intensivo. Logo, no
sistema intensivo, h4 maior controle do ambiente, com adocdo de bom manejo
alimentar e melhor uniformidade dos lotes, conforme destacado no Gréfico 1.
Considere os numeros 0, 1, 2, 3 e 4 para PO, P1, P2, P3 e P4, respectivamente.

No Grafico 1 observa-se que a propriedade 0, caracterizada pelo sistema semi-
intensivo, além da diferenca entre os pesos de trutas arco-iris quando comparadas as
propriedades da regido serrana (1, 2, 3, e 4) ha heterogeneidade de peso entre as dez

trutas coletadas na respectiva propriedade.
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Gréfico de Valores Individuais de PESO (0); PESO (1); ...
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GRAFICO 1: Valores individuais de peso de dez O. mykiss das cinco propriedades analisadas. Fonte:

a autora (2021). Software: Minitab® versao 2018.

Na analise estatistica de peso de O. mykiss, que € o fator determinante para a
etapa de abate, as propriedades 1, 2, 3 e 4 provenientes da regido serrana do estado
do Rio de Janeiro apresentaram pesos similares entre si, préximos a media. Ainda,
observa-se o zero entre os intervalos de suas médias correspondentes (Grafico 2);
quando a propriedade 0 é comparada as demais propriedades, observa-se médias
significativamente diferentes, em virtude do peso consideravelmente maior, sendo as
espécimes prontas para abate com o peso correspondente para tal. Quando compara-
se 0 peso das trutas arco-iris das propriedade 2 e 4 também foi observada médias
significativamente diferentes. Nos graficos analisados, ha de se considerar que o
periodo em que as trutas arco-iris foram coletadas difere-se entre as propriedades,
logo, considerando fatores como o ambiente, qualidade da &gua, nutricdo, manejo
alimentar, sanitario e de producdo interferem diretamente na taxa de conversao

alimentar e no crescimento, e consequentemente no ganho de peso destes animais.
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Se um intervalo ndo contiver o zero, as médias correspondentes serdo significativamente
diferentes.

GRAFICO 2: Teste de Tukey avaliando o peso das cinco propriedades. Os valores foram
considerados significativos quanto p<0,05. Fonte: a autora (2021). Software: Minitab® versao 2018.

6.3 CARACTERISTICAS GERAIS DE AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras de agua foram obtidas concomitantemente a coleta dos animais.
Foram coletadas 9 amostras ambientais (agua) dos tanques ativos de propriedades
da regido serrana fluminense, onde suas caracteristicas fisico-quimicas estao
descritas na Tabela 4. N&o foi possivel realizar a coleta de amostras ambientais dos

tanques da propriedade PO.

TABELA 4: Caracteristicas gerais de amostras ambientais (dgua) coletados nas propriedades na
regido alvo do estudo.
Propriedade  Sistema Aspecto pH Temperatura  Condicdes

de cultivo da agua climéticas no

dia da coleta

P1 Intensivo Limpido 6.62 16,2°C 18°C — 23°C
P2 Intensivo Limpido 6.50 16,6°C 18°C — 23°C
P3 Intensivo Limpido 6.64 16,2°C 18°C — 23°C
P4 Intensivo Limpido 6.89 17°C 16°C - 23°C

P1= Truticultura Samadhi de Teresépolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ;
P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vasc&o de Nova Friburgo-RJ.
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Comparativamente, os tanques escavados adotados em sistemas semi-
intensivos apresentam uma reproducao mais préoxima do habitat dos peixes, podem
ser revestidos e possuem como vantagens a exploracdo de grandes areas naturais e
baixo custo de construcdo, no entanto, exige maior cuidado com manutencdes. Ja 0s
tanques de alvenaria em sistemas intensivos, possuem como vantagens a otimizagcao
de areas pequenas para construcao, boa condicdo de manejo e alta durabilidade, visto
gue ndo necessita grandes manutencdes exceto o0 alto investimento inicial com
edificacdes de engorda em relacdo a area. Outro fator limitante segundo Araujo e
colaboradores (2006) é a quantidade e a qualidade da agua disponivel na
propriedade, a qual deve ser livre de poluentes e sua vazdo na estiagem conhecida,
desse modo facilita o planejamento das instalacées.

As propriedades da regido serrana fluminense caracterizam-se pelo sistema de
cultivo intensivo em tanques de alvenaria retangulares ou circulares, adotando-se o
fluxo continuo de entrada de &gua nos tanques, permitindo que ocorra constante
renovacao ao longo do dia. Desse modo, ha potencializacdo da oferta de oxigénio e
permite altas densidades de estocagem no mesmo tanque sem prejudicar o
desempenho dos animais. A captacdo da dgua ocorre a partir de nascentes e riachos,
através de uma pequena barragem onde a agua é represada e captada por canos de
PVC ou estruturas de alvenaria. O transporte de agua para os tanques é realizado
através de forca gravitacional, sem custos. Ainda, pode-se realizar a decantacao e
fazer uso de calha coletora de agua decantada, na qual este sistema é adotado pela
propriedade 5 deste estudo. A propriedade da regido mineira de Itamonte também
adota 0 mesmo sistema com renovacdo constante de agua com canos de PVC, no
entanto, sua producgéo ocorre em tanques escavados.

Em trés truticulturas com tanques de alvenaria, foram adotadas telas para
retencdo de sujidades antes da entrada da agua nos tanques e em todas as
truticulturas da regido serrana do presente estudo é associado também a cobertura
dos tanques com telas de protecdo para evitar o ataque de predadores como
passaros.

As amostras de agua de 100% (n=4) das propriedades analisadas
apresentaram-se limpidas. A turbidez e a transparéncia da agua sao indicadores
indiretos, importantes para avaliacdo da qualidade de agua e do manejo alimentar
(TABATA & PORTZ, 2004), e servem para auxiliar o produtor a avaliar, por exemplo,

se o0 arragoamento vem sendo praticado de forma correta.
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As anélises fisico-quimicas da agua, o pH deve obedecer o parametro entre 6,0
e 9,0 de acordo com a Resolugcdo CONAMA 357/05 para 4guas doces (2005). Tabata
(2006) sugerem pH proximo a neutralidade entre 6,5 e 8,5, sendo 7,0 o parametro
ideal para fecundacéo. Aguas acidas tornam os peixes mais suscetiveis ao ataque de
microrganismos devido a diminuicdo da producdo do muco protetor da pele e
enfraquecimento do individuo, enquanto que em agua alcalinas a amonia se encontra
presente em maior proporcdo, na foma toxica (NH3-), sendo um fator limitante
(TABATA, 2006; PAVANELLI et al., 2002).

Considerando-se esses parametros, o estudo manteve-se dentro dos valores
indicados nas quatro truticulturas analisadas, porém, situar-se dentro desse intervalo,
nao implica que a 4gua seja de boa qualidade. Para esta afirmacdo é necessario 0
somatorio de evidéncias obtidas em diferentes parametros fisicos, quimicos e
microbiolégicos. Inclusive, analise do teor de oxigénio dissolvido (ideal > 5,5mg/L) e
amoniaco sao parametros que podem ser analisados em associacdo aos ja propostos.

Com relacdo a temperatura, de acordo com Tabata (2006) os valores
compreendidos entre 10 e 20°C sao os indicados para o cultivo de O. mykiss, sendo
gue valores abaixo de 5°C prejudica a nutricdo das trutas e temperaturas superiores
a 24°C comprometem a deplecdo do oxigénio da agua, sendo determinante para a
sobrevivéncia. Além disso, temperaturas altas favorecem a proliferacdo de bactérias
e diminuem a solubilidade do oxigénio. Inversamente, temperaturas muito baixas,
embora sejam boas sob o ponto de vista sanitario e solubilidade do oxigénio,
apresentam a desvantagem de um crescimento mais lento dos peixes, afetando o
metabolismo dos mesmos. Vale destacar que os peixes sdo pecilotérmicos e que as
variacbes na tempetura sdo extremamente estressantes, sobretudo para peixes em
estagios mais jovens e, portanto, mais sensiveis. A truta arco-iris apresenta melhores
taxas de crescimento e conversdo alimentar na faixa térmica entre 15 e 17°C
(TABATA, 2006; TABATA & PORTZ, 2004), intervalo este que a regido do presente
estudo se mantém, observando-se valores entre 16,2°C e 17°C conforme descrito na
Tabela 4.

Ao considerar sistemas intensivos de producdo, um aspecto imprescindivel
para 0 sucesso na criacao de peixes é a manutencdo da temperatura da agua nos
tanques, ocasionando conforto da espécie. O ambiente aquatico exerce influéncia
sobre a composicdo e diversidade da microbiota intestinal dos peixes, logo, o

monitoramento da qualidade da agua nos empreendimentos agricolas deve ser
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frequente, evitando-se fatores estressantes que afetam o sistema imunoldgico e
podem predispor a invasao de patdgenos oportunistas e infecgdes, comprometendo
diretamente o desempenho zootécnico da producédo (BULLER, 2004).

Os resultados observados no presente estudo demonstraram que a
manutencdo da qualidade da agua foi garantida pela sua renovagdo constante,
adocdo de bom manejo, monitoracao e limpeza periddica dos tanques.

Ademais, pondera-se que o monitoramento da qualidade da agua nos
empreendimentos aquicolas deve ser frequente e atender a legislacao vigente no que
se refere a Resolugio CONAMA 357/05 (CONAMA, 2005). Ainda, medidas
preventivas e corretivas quando da ocorréncia de variagdes bruscas nos parametros
fisico-quimicos devem ser previstas, contingenciadas e realizadas, visto que a
qualidade da agua nao so influencia o crescimento de O. mykiss, como interfere
também na sobrevivéncia e consequentemente na qualidade do produto a ser

comercializado.

6.4 RELACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

As amostras coletadas foram submetidas a exames bacteriolégicos em meio
de enriquecimento/cultivo, isolamento, identificacdo fenotipica e bioquimica, onde
foram isoladas 222 cepas bacterianas, sendo 54,50% (n=121) bactérias Gram-
negativas e 45,50% (n=101) Gram-positivas. Destes percentuais, 42,30% (n=94)
cepas Gram-negativas e 41,45% (n=92) Gram-positivas foram isoladas a partir do
conteudo intestinal de trutas arco-iris. Adicionalmente, 12,20% (n=27) bactérias Gram-
negativas e 4,05% (n=9) Gram-positivas foram isoladas de amostras ambientais (Agua

dos tanques) conforme descrito nas Figuras 12 e 13.
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DISTRIBUICAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS
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FIGURA 12: Distribuicdo do nimero de bactérias Gram-negativas e Gram-positivas isoladas do
conteldo intestinal de trutas arco-iris (O. mykiss) e amostras ambientais (agua).
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FIGURA 13: Ocorréncia relativa em percentagem (%) de isolados Gram-negativos e Gram-positivos
provenientes de conteldo intestinal de O. mykiss e amostras de agua.

N&o foi encontrada correlacdo entre comprimento corporal total e padrao,
peso, temperatura da agua e pH em relacdo ao percentual de isolados bacterianos
obtidos de O. mykiss criados em sistemas semi-intensivo, intensivo e amostras

ambientais nas cinco truticulturas estudadas.
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6.5 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS BACTERIANOS

6.5.1 Bactérias Gram-negativas

Do total de bactérias Gram-negativas isoladas (n=121), foram identificados 18
géneros e 29 espécies, sendo que 24 espécies (n=108) pertencem a Familia
Entereobacteriaceae (89,3%), 4 espécies (n=11) pertencem a Familia
Aeromonadaceae (9,1%) e 1 espécie (n=2) foi isolada da Familia Pseudomonadaceae
(1,6%). Os microrganismos Gram-negativos isolados e sua frequéncia de colonizagéo
nos animais séo apresentados na Tabela 5.

Considerando 54,50% (n=121) como o percentual total de bactérias Gram-
negativas identificadas, observa-se que 42,34% (n=94) foram isoladas de contetudo
intestinal de O. mykiss e 12,16% (n=27) foram isolados provenientes de amostras

ambientais (agua).

TABELA 5: Relagcdo de bactérias Gram-negativas identificadas fenotipicamente provenientes do
contelido intestinal de O. mykiss e percentual (%) de animais colonizados, considerando dez O. mykiss
por propriedade.

Bactéria PO P1 P2 P3 P4 TOTAL
(Ou
frequéncia

N° de isolados / % de animais colonizados em %)

Acinetobacter baumannii 1 1 1 4
10% 10% 10% (1,80%)

Aeromonas spp. 1 2 2 4
10% 20% 20% (1,80%)

Aeromonas media 1 1
10% (0,45%)

Aeromonas 1 1
sobria* 10% (0,45%)

Aeromonas veronii* 2 1 3
20% 10% (1,35%)

Budvicia aquatica 6 6 12
60% 60% (5,41%)

Cedecea spp. 1 1
10% (0,45%)

Citrobacter braakii 1 3 4
10% 30% (1,80%)

Citrobacter freundii* 2 2 3 7
20% 20% 30% (3,16%)

Citrobacter gillenii 2 6 8
20% 60% (3,61%)

Citrobacter werkmanii 1 1

10% (0,45%)
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Edwardsiella piscicida* 1 1
10% (0,45%)

Enterobacter spp. 1 1 2
10% 10% (0,90%)

Enterobacter aerogenes 1 1
10% (0,45%)

Enterobacter cloacae 1 1
complex* 10% (0,45%)

Cronobacter sakazakii 1 1
10% (0,45%)

Enterobacteriaceae 1 1 1 1 1 5
10% 10% 10% 10% 10% (2,25%)

Escherichia coli 3 2 2 6 13
30% 20% 20% 60% (5,86%)

Hafnia alvei* 5 5 10
50% 50% (4,50%)

Kluyvera ascorbata 1 1
10% (0,45%)

Klebsiella spp. 2 2
20% (0,90%)

Klebsiella oxytoca 1 1
10% (0,45%)

Klebsiella pneumoniae 1 1
subsp pneumoniae 10% (0,45%)

Pantoea agglomerans 2 2
20% (0,90%)

Pseudomonas spp. 1 1 2
10% 10% (0,90%)

Serratia fonticola 1 1 2
10% 10% (0,90%)

Serratia nematodiphila 1 1
10% (0,45%)

Shigella sonnei 1 1
10% (0,45%)

Yersinia intermedia 1 1
10% (0,45%)

Total 12 15 20 16 31 94
(5,40%) (6,76%) (9,01%) (7,21%) (13,96%) (42,34%)

PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de Tereso6polis-RJ; P2= Truticultura Arco-
iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do
Vascédo de Nova Friburgo-RJ; *Patdgenos patogénicos em peixes.

Os isolados Gram-negativos das familias bacterianas identificadas no presente
estudo acordam com estudo realizado por Kim e colaboradores (2007), que
encontraram representantes das familias Aeromonadaceae, Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae como a microflora mais abundante em amostras de intestino de
trutas arco-iris.

Observa-se que o microrganismo mais frequente isolado na microbiota
intestinal de O. mykiss foi Escherichia coli, seguido de Budvicia aquatica, Hafnia alvei

e Citrobacter gillenii (TABELA 5). Espécies da familia Enterobacteriaceae ja foram
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descritas anteriormente como componentes do conteldo intestinal de truta arco-iris
(KIM et al., 2007; NAVARRETE et al., 2012).

Adicionalmente, bactérias pertencentes aos filos Proteobacteria e Firmicutes
tém sido frequentemente encontradas no conteddo intestinal de O. mykiss
(NAVARRETE et al., 2012; NAYAK, 2010; WONG et al., 2013). Assim, o0 presente
estudo reforca estudos anteriores, visto que na analise da microbiota intestinal de O.
mykiss também foram observadas espécimes cultivaveis dos respectivos filos,
totalizando 25 géneros e 54 espécies, pertencentes aos filos Proteobacteria (100%
dos isolados Gram-negativos), Firmicutes (94,62% dos isolados Gram-positivos) e
Actinobacteria em menor pencentual (5,38%).

Mansfield e colaboradores (2010) analisaram a microbiota intestinal de O.
mykiss através de técnicas moleculares, onde as sequéncias frequentemente
observadas foram semelhantes a Firmicutes e GammaProteobacteria, incluindo
enterobactérias dos géneros Hafnia, Pseudomonas e Aeromonas. A dominancia de
bactérias do filo Proteobacteria da microbiota intestinal de truta arco-iris tém sido
observada em diversos estudos (HUBER et al., 2004; SPANGGAARD et al., 2000).

Navarrete e colaboradores (2010) utilizando métodos de sequenciamento de
DNA baeados no gene 16S r-RNA, demonstraram que a microbiota intestinal de truta
arco-iris € dominada por Lactococcus lactis, Citrobacter gillenii, Kluyvera intermedia,
Obsumbacterium proteus e Shewanella marinus. Comparando com o presente estudo,
trés destas espécimes foram isoladas, sendo elas: L. lactis, C. gillenii e Kluyvera sp.

As espécies C. gillenii, C. freundii, C. braakii, C. werkmanii foram isoladas no
conteudo intestinal de O. mykiss entre quatro das cinco propriedades do presente
estudo. Duman e colaboradores (2017) relataram o isolamento de C. gillenii pela
primeira vez em trutas arco-iris apresentando sintomatologia clinica e diferentes
isolados de Citrobacter spp. foram caracterizados como novas espécies. A ocorréncia
de epizootia de citrobacteriose em O. mykiss foi descrita por Altun e colaboradores
(2013) na Turquia, onde C. braakii foi isolada.

Adicionalmente, C. freundii € considerado um patdgeno oportunista com
morbidade progressivamente alta. Em estudo realizado por Svetlana e colaboradores
(2003), cepas de Citrobacter freundii foram isoladas em O. mykiss e identificadas
através de testes fenotipicos, onde observou-se nos exames histopatologicos,

alteracdes inflamatdrias no intestino provocadas pela gastroenterite, sendo o primeiro
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relato que confirma a patogenicidade de C. freundii nesta espécie em alevinos no
periodo do verdo, na Sérvia.

N&do houve aparente relacdo entre os tipos de tanques de truticultura
(retangulares e ciruculares) e manejo alimentar com o isolamento bacteriano. Embora
ndo tenha ocorrido qualquer epizootia durante o periodo do estudo e as trutas
analisadas apresentavam-se clinicamente saudaveis, foram observadas e
amostradas diversas espécimes que podem levar a quadros patogénicos. Pantoea
agglomerans isolada em uma truticultura do presente estudo ja foi descrita por Austin
& Austin (2007) em O. mykiss causando severa patogenicidade. Hafnia alvei é
comumente isolada de solo, agua, esgoto, mamiferos, aves, répteis, peixes e
considerado um patdgeno oportunista (AUSTIN & AUSTIN, 2007).

Acinetobacter spp. frequentemente foram isolados em caninos, felinos,
equinos, incluindo passaros; peixes de diferentes espécies incluindo trutas arco-iris
(PELEG et al., 2008). Acinetobacter spp., Enterobacter spp. e Pseudomonas spp. sdo
considerados autdctones na espécie Oncorhynchus mykiss (WONG et al, 2013) e
também foram identificados neste estudo.

Além de Aeromonas spp., cepas Pantoea spp., Buttiauxella agrestis e Budvicia
aguatica pertencentes a Familia Enterobacteriaceae foram identificadas no trato
intestinal de peixes salmonideos de agua doce pela primeira vez por Skrodenyte-
Arbaciauskiene e colaboradores (2006), através de métodos moleculares.

Comparando as cinco truticulturas quanto aos isolados bacterianos Gram-
negativos de O. mykiss, € notavel a similaridade em géneros. Observa-se que uma
ampla diversidade de espécimes bacterianas Gram-negativas do conteudo intestinal
de O. mykiss fazem parte da microbiota aquatica, como B. aquatica, Aeromonas spp.,
Pseudomonas spp., Kluyvera ascorbata, Serratia fonticola, Klebsiella oxytoca e
Yersinia intermedia (BULLER, 2004; GASTALHO et al., 2014). No entanto, atencéo
deve ser dada quanto ao isolamento de H. alvei que promove septicemia hemorragica
e alta mortalidade, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae na qual causa doenca
da barbatana e cauda em O. mykiss, Edwardiella piscicida e Citrobacter spp. pois séo
considerados patdégenos oportunistas, causando surtos em condi¢des de estresse aos
animais com elevada viruléncia e consideraveis perdas na producédo aquicola (GELEV
et al., 1990; BUJAN et al., 2018).

Além disso, Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae e H. alvei sdo as

bactérias mais comumente responsabilizadas em surtos de intoxicacdo histaminica
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em humanos pela ingestdo de pescado (SILVEIRA et al., 2001). De forma
complementar, E. coli € uma bactéria do grupo dos coliformes termotolerantes e esta
intimamente envolvido em manifestacdes clinicas de intoxicacfes alimentares em
humanos via ingestdo de agua e alimentos contaminados, levando a quadros de
sindromes gastricas e diarreicas (SANTIAGO et al., 2013). Ela é a Unica espécie do
grupo dos coliformes termotolerantes cujo habitat exclusivo é o intestino humano e de
animais homeotérmicos (CONAMA, 2005; OLIVEIRA et al., 2015; WELLINGTON et
al., 2013).

Assim sendo, em decorréncia do contato intimo entre agua e peixes no
ambiente aquatico, os dados do presente estudo onde E. coli foi o patbgeno mais
frequente isolado em O. mykiss sdo preocupantes, em virtude da manipulacdo da
espécie durante as etapas de abate e processamento, possibilidade de contaminacao
cruzada e impactos na seguranca alimentar (CALDORIN et al., 2013).

Embora cepas de B. aquatica, Cedecea spp., Enterobacter spp., Shigella
sonnei, Serratia fonticola, Serratia nematodiphila, Klebsiella oxytoca, Yersinia
intermedia e Kluyvera ascorbata terem sido isoladas no presente estudo, estas
espécies ndo sao citadas como patégenos de peixes, sendo encontradas
frequentemente no ambiente (BULLER, 2004). Porém, Cedecea spp., Enterobacter
spp., Shigella sonnei, Klebsiella oxytoca, Kluyvera ascorbata e Cronobacter sakazakii
sao patdgenos oportunistas entéricos humanos amplamente distribuidos na natureza,
causando doencas veiculadas principalmente pela ingestdo de agua ou alimentos
provenientes de ambientes contaminados (BRANDAO et al., 2018; DAVIN-REGLI et
al., 2019; SARRIA et al., 2001; SINGH et al., 2016; SHAD & SHAD, 2020).

E importante destacar que a microbiota do peixe é reflexo da qualidade
microbiolégica da agua, logo, € fundamental a manutencdo dos tanques e o
monitoramento frequente do status sanitario da producéo.

Com relacéo as espécimes isoladas em amostras de agua dos tanques, foram
identificadas 13 espécies pertencentes ao filo Proteobacteria, sendo eles: Aeromonas
salmonicida subsp. salmonicida, B. aquatica, Buttiauxella agrestis, C. freundii,
Citrobacter spp., E. coli, Enterobacter cloacae complex, Enterobacter taylorae,
Cronobacter sakazakii, Klebsiella oxytoca, Serratia odorifera, Yersinia intermedia e
Enterobacteriaceae (TABELA 6). Nao foi identificada a presenca de Salmonella spp.

nas amostras coletadas.



73

TABELA 6: Relacdo de bactérias Gram-negativas isoladas de amostras ambientais (agua) de
propriedades selecionadas para o estudo.
Bactéria P1 P2 P3 P4 TOTAL

(N=2) (N=2) (N=1) (N=4)

Aeromonas 1 1 2

salmonicida subsp. (0,90%)
salmonicida*

Budvicia aquatica 1 1
(0,45%)

Buttiauxella agrestis 1 1
(0,45%)

Citrobacter freundii* 1 1
(0,45%)

Citrobacter spp. 1 1
(0,45%)

Escherichia coli 1 2 2 6 11
(4,96%)

Enterobacter cloacae 1 1 2
complex* (0,90%)

Enterobacter taylorae 1 1
(0,45%)

Cronobacter sakazakii 1 1
(0,45%)

Enterobacteriaceae 1 1 2
(0,90%)

Klebsiella oxytoca 1 1 2
(0,90%)

Serratia odorifera 1 1
(0,45%)

Yersinia intermedia 1 1
(0,45%)

Total 6 6 4 11 27

(2,70%) (2,70%) (1,80%) (4,96%) (12,16%)
N= nimero de amostras coletadas; P1= Truticultura Samadhi de Teresépolis-RJ; P2= Truticultura
Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura
do Vascéo de Nova Friburgo-RJ; *Patdgenos patogénicos em peixes.

Cepas bacterianas isoladas de agua dos tanques apresentam similaridade em
género e espécie comparando-se as cepas bacterianas da microbiota intestinal de O.
mykiss do estudo, exceto as espécies Buttiauxella agrestis, Serratia odorifera,
Enterobacter taylorae e Aeromonas salmonicida subsp. salmonicida que foram
isoladas somente em amostras ambientais. Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida € considerado um patdgeno oportunista, causa furunculose em O. mykiss,

com lesdo necrotica focal em varios masculos e hemorragias ao longo do trato
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digestivo, onde as lesbes s&o patognomonicas e podem evoluir para septicemia fatal
(JANDA & ABBOTT, 2010). Fatores estressantes no habitat aquatico podem tornar O.
mykiss suscetiveis a esta enfermidade.

Budvicia aquatica e Yersinia intermedia sdo microrganismos frequentemente
isolados no ambiente aquatico conforme ja relatado. Klebsiella oxytoca isolada em
ambientes aquaticos e solo, também pode ser encontrada no intestino de humanos e
animais (SINGH et al., 2016). Cepas de Buttiauxella agrestis tem sido isolada no solo
e espécies do complexo Enterobacter cloacae sdo amplamente isoladas na natureza
mas podem atuar como patdogenos (MEZZATESTA et al.,, 2012). As espécies
Klebsiella oxytoca, Buttiauxella agrestis, Enterobacter taylorae, Cronobacter sakazakii
e Serratia odorifera ja foram reportadas em infec¢cées oportunistas em humanos
(BULLER, 2004).

Portanto, a presenca de isolados Gram-negativos nas aguas de producdo de
O. mykiss ndo deve ser negligenciada, bem como Aeromonas salmonicida subsp.
salmonicida com potencial viruléncia em trutas arco-iris. Essa espécie presente na
agua em algum momento pode causar doencas, principalmente para novos lotes de
alevinos/juvenis usados no povoamento dos tanques e também quando ocorre fatores
predisponentes como a elevacdao da temperatura da agua (DUMAN et al., 2018;
JANDA & ABBOTT, 2010).

Isolados pertencentes & Familia Enterobacteriaceae nas amostras de agua
também merecem atencao, visto que em contato com seres humanos sensiveis
podem desenvolver infeccbes nosocomiais, septicemia, infec¢des do trato urinario e
de tecidos (BRANDAO et al., 2018; BULLER, 2004; SINGH et al., 2016).

Adicionalmente, Enterobacteriaceae como E. coli, Shigella spp. e Salmonella
spp. sao responsaveis também por surtos infecciosos de origem alimentar em
humanos, principalmente em casos que envolvem o consumo de organismos
aguaticos criados em cativeiro, constituindo-se assim como agentes zoonéticos de
carater emergente (OLIVEIRA et al., 2015). Por essas questdes, é fundamental o
controle sanitario da producdo aquicola, associada a ado¢cdo de boas praticas na

producao de trutas.
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6.5.2 Bactérias Gram-positivas

Com relagdo aos isolados Gram-positivos (n=101), foram identificados 6
géneros e 20 espécies, sendo que 7 espécies (n=51) pertencem ao género
Staphylococcus spp. (50,5%), 4 (n=20) pertencem ao género Enterococcus spp.
(19,8%), 3 espécies (n=15) pertencem ao género Lactococccus spp. (14,8%), 3 (n=9)
ao género Streptococcus spp. (8,9%), 2 espécies (n=5) pertencem ao género Kocuria
spp. (5,0%) e 1 (n=1) ao género Gemella spp. (1%) (Tabela 7).

Considerando o percentual total de bactérias Gram-positivas representado por
45,50% (n=101), observa-se que 41,45% (n=92) foram isoladas de conteudo intestinal

de O. mykiss e 4,05% (n=9) foram isolados provenientes de amostras ambientais
(agua).

TABELA 7: Relacdo de bactérias gram-positivas identificadas fenotipicamente provenientes do
conteldo intestinal de O.mykiss e percentual (%) de animais colonizados, considerando dez O. mykiss
por propriedade.

Bactéria PO P1 P2 P3 P4 TOTAL

N° de isolados / % de animais colonizados

Enterococcus spp. 4 2 4 10
40% 20% 40% (4,51%)

Enterococcus faecium 1 1
10%  (0,45%)

Enterococcus columbae 1 1
10% (0,45%)

Gemella mobillorum 1 1
10% (0,45%)

Kocuria rosea 1 2 1 4
10% 20% 10% (1,80%)

Kocuria kristinae 1 1
10% (0,45%)

Lactococcus lactis cremoris 3 3 2 3 11
30% 30% 20% 30% (4,96%)

Lactococcus lactis lactis 1 1 1 3
10% 10% 10% (1,35%)

Lactococcus mesenteroides 1 1
subsp. cremoris 10% (0,45%)

Staphylooccus sciuri 3 1 7 11
30% 10% 70% (4,96%)

Staphylococcus warneri 2 4 4 2 12
20% 40% 40% 20% (5,41%)

Staphylococcus xylosus* 8 1 2 1 4 11
30% 10% 20% 10% 40% (4,96%)

Staphylococcus lugdunensis 1 2 3 6
10% 20% 30% (2,70%)

Staphylococcus epidermidis* 4 1 1 6
40% 10% 10% (2,70%)

Staphylococcus lentus 1 1 1 3

10% 10% 10% (1,35%)
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Staphylococcus haemolyticus 1 1
10% (0,45%)
Streptococcus spp. 3 3
30% (1,35%)
Streptococcus sanguinis 1 1 1 3
10% 10% 10%  (1,35%)
Streptococcus mutans 3 3
30% (1,35%)
Total 18 14 26 14 21 92

(8,11%) (6,31%) (11,71%) (6,31%) (9,46%) (41,45%)
PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de Teresopolis-RJ; P2= Truticultura Arco-
iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do
Vascao de Nova Friburgo-RJ; *Patégenos patogénicos em peixes.

No conteudo intestinal de O. mykiss, bactérias do filo Firmicutes foram
dominantes (94,62% dos isolados Gram-positivos) e em menor percentual o filo
Actinobacteria (5,38%).

A heterogeneidade da microbiota de O. mykiss pode ser maior do que os dados
deste trabalho e outros estudos indicam, visto que o tipo de dieta e mudancas
sazonais podem gerar leves alteragcbes da microbiota intestinal desta espécie,
conforme j& foi relatado por alguns autores (INGERSLEV et al., 2014; MANSFIELD et
al., 2010; WONG et al, 2013).

Similarmente aos nossos resultados, Ricaud e colaboradores (2018)
identificaram 225 unidades taxon6micas operacional (OTUs) sugerindo alta
variabilidade da microbiota intestinal. O filo mais dominante foi Proteobacteria,
seguido por Firmicutes e Actinobacteria. Também, € constatado que bactérias do
filo Firmicutes sdo dominantes em peixes alimentados com plantas,
guando Proteobacteria € a mais abundante em peixes alimentados com dieta
comercial (ABID et al., 2013; INGERSLEV et al., 2014). Os peixes em nosso estudo
foram alimentados com dieta comercial em racéo para engorda de peixes carnivoros
contendo farinha de peixe, bem como ingredientes vegetais.

Observa-se que no presente estudo, espécies do género Staphylococcus foram
as mais frequente isoladas do conteudo intestinal de O. mykiss, seguido de espécies
de Enterococcus e Lactococcus. A ocorréncia de Enterococcus spp. no intestino de
peixes e em ambientes aquicolas ja foi reportada em pesquisas sobre analise da
microbiota intestinal de varias espécies de peixes (MICHEL et al.,, 2007;
VALENZUALA et al., 2010).

Staphylococcus warneri e S. sciuri foram as espécies mais frequente isoladas
do conteudo intestinal de O. mykiss, seguido por S. xylosus, S. epidermidis, S. lentus

e S. haemolyticus. Staphylococcus warneri € comensal da pele de trutas arco-iris e


https://www.sinonimos.com.br/heterogeneidade/
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tem sido isolado no figado e rim nas infec¢des oportunistas em O. mykiss, causando
lesbes ulceradas nas nadadeiras, exoftalmia e ascite. Em humanos, esta espécie é
associada a septicemia, endocardites, infeccées do trato gastrointestinal e urinario
(BULLER, 2004; MUSHARRAFIEH et al., 2014).

Staphylococcus haemolyticus, S. xylosus e S. epidermidis sdo isolados
frequentes na microbiota da pele em humanos e no ambiente aquético. No entanto,
S. xylosus e S. epidermidis podem causas infec¢bes oportunistas em O. mykiss,
apresentando ulceracfes e hemorragias em barbatanas, exoftalmia e predisposi¢cao
as infeccdes secundarias (BULLER, 2004; OH et al., 2019a).

Espécies do género Staphylococcus, como S. xylosus, podem representar
consideraveis perdas econémicas na producado de trutas arco-iris. Teve seu primeiro
relato por Oh e colaboradores (2019a) em O. mykiss como patégeno primario,
causando exoftalmia, aumento de infecgbes secundarias e consideravel mortalidade.
Além disso, Staphylococcus spp. sdo reconhecidos por sua resisténcia aos
antimicrobianos de amplo espectro e impactos na saude publica através do seu
potencial zoonotico (LOZANO et al., 2016, ONMAZ et al., 2015).

Outros isolados Gram-positivos do presente estudo também devem ser
destacados. Kocuria spp. normalmente é identificada na rotina laboratorial como
CONS, com base na sua morfologia no gram, catalase positiva (KANDI et al. 2016).
No nosso estudo, foi permitido o isolamento de espécies deste género através do
eguipamento com sistema de identificacdo automatizado Vitek 2 (Biomérieux, Franca),
indicado por Boudewijns e colaboradores (2005).

Kocuria spp. tem sido reportadas como habitantes da pele normal e membranas
mucosas de humanos e animais (KANDI et al., 2016). Também foi isolada de varios
nichos ambientais e ecoldgicos (PARK et al. 2010). Geralmente sdo consideradas
bactérias ndo patogénicas, raramente associadas a infec¢des humanas. No entanto,
Kocuria rosea €& uma espécie conhecida por causar infeccdo em pacientes
imunocomprometidos (KANDI et al., 2016).

Gemella spp. sdo comensais das membranas mucosas de humanos e alguns
outros animais de sangue quente. No entanto, podem atuar como patdgenos
oportunistas, principalmente em casos de endocardites em humanos (STEINBERGER
et al.,, 2020). Gemella morbillorum isolada neste estudo, ja foi isolada como flora
normal na cavidade oral, no trato respiratorio superior e trato gastrointestinal em
humanos (COLLINS, 2006).


https://en.wikipedia.org/wiki/Kocuria_rosea
https://www.ahajournals.org/doi/10.1161/circ.142.suppl_3.16259
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Bactérias acido-laticas como Lactococcus também foram detectados na
microbiota intestinal de salmdes durante o inverno (com temperaturas proximas as
propriedades do nosso estudo); seguido de Streptococcus e Lactobacillus (DEHLER
et al.,, 2017). Bactérias laticas tem sido amplamente identificadas na microbiota
intestinal de salméo e truta arco-iris (HOVDA et al, 2007; INGERSLEYV et al., 2014),
onde cepas LAB, inclusive Lactococcus lactis divididas geneticamente em L. lactis
subsp. lactis, L. lactis subsp. hordniae e L. lactis subsp. cremoris pela técnica de
sequenciamento do gene 16S rRNA (WANG et al., 2008) foram consideradas
bactérias benéficas, possuindo propriedades probidticas (BALCAZAR et al., 2008;
INGERSLEV et al., 2014). Do mesmo modo, cepas LAB podem diminuir a ocorréncia
de cepas patogénicas como Aeromonas spp. (RIMOLDI et al., 2021). Como patégeno
oportunista, ha poucos trabalhos existentes na literatura, todavia, vale ressaltar um
estudo reportado por Chen e colaboradores (2012) que apresentou L. lactis subsp.
lactis como o responsavel pela mortalidade de 100% dos esturjdes hibridos de uma
piscicultura emTaiwan, China.

Em estudo realizado por Huber e colaboradores (2004), analisou-se a
composicdo da microbiota intestinal de O. mykiss e identificaram os géneros
bacterianos:Aeromonas, Acinetobacter, Escherichia, Pseudomonas, Streptococcus e
Enterococus. Xu e Zhang (2014) destacam os géneros Edwardsiella, Aeromonas,
Vibrio, Flavobacterium e Streptococcus como importantes patégenos em peixes com
perdas econdmicas mundial.

Vale ressaltar que as trutas arco-iris das propriedades analisadas nesta
pesquisa foram obtidas de cinco produtores aquicolas de diferentes localidades,
distantes entre si, com variagdo genética, ambiental e constante renovacdo de agua
nos tanques, diversificando microrganismos Gram-negativos e Gram-positivos da
microbiota intestinal desta espécie.

E notavel que muitas informagées sobre a microbiota intestinal de truta arco-
iris sdo derivadas da andlise de microrganismos cultivaveis (HOVDA et al., 2007,
RINGO & GATESOUPE, 1998; SCHAFER et al, 2004) e estudos utilizando métodos
moleculares baseados no sequenciamento e analise do gene 16S rRNA
(NAVARRETE, 2012). O sequenciamento do gene do RNA ribossomal 16S tem sido
amplamente utilizado com finalidade taxonémica e filogenética (BECKER et al., 2014;
NAVARRETE 2010) e é considerado o método de referéncia para a identificacdo

bacteriana. No entanto, comparativamente, observa-se alta concordancia entre os
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resultados da andlise convencional de microrganismos cultivAveis e métodos
moleculares (SPANGGAARD et al., 2000).
Com relacao aos isolados Gram-positivos de amostras de agua, foi observado

que estes pertencem ao filo Firmicutes (TABELA 8).

TABELA 8: Relacdo de bactérias Gram-positivas isoladas de amostras ambientais (dgua) de
propriedades selecionadas para o estudo.
Bactéria P1 P2 P3 P4 TOTAL
(N=2) (N=2) (N=1) (N=4)

Enterococcus spp. 1 1 3 5
(2,25%)

Enterococcus faecalis 1 1
(0,45%)

Enterococcus casseliflavus 1 1
(0,45%)

Enterococcus faecium 1 1
(0,45%)

Staphylooccus sciuri 1 1
(0,45%)

Total 2 1 6 9
(0,90%)  (0,45%) (2,25%) (4,05%)

N= nimero de amostras coletadas; PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de
Teresépolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova
Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vascéo de Nova Friburgo-RJ; *Patégenos patogénicos em peixes.

Duas espécies foram encontradas apenas em amostras de agua dos tanques:
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium, nas truticulturas 1 e 4,
respectivamente. Estas espécies foram reconhecidas em quadros de endocardites em
humanos e estéo entre os patbgenos mais frequentemente encontrados em infeccdes
nosocomiais, incluindo bacteremia, infecgcbes abdominais e urinarias (FISHER &
PHILIP, 2009; SEBASTIAO et al., 2015).

A relacdo de isolados Gram-positivos de amostras ambientais (dgua) €
descrita na tabela 8. Nao foram isoladas espécimes Gram-positivas na propriedade
P3. Nas truticulturas P1, P2 e P4 foram identificados espécies do género Enterococcus
spp. e Staphylococcus spp., apresentando similaridade entre ambos no isolamento de
Enterococcus spp. e S. sciuri isolado em amostras ambientais da propriedade P4
também foi isolado no contelddo intestinal de O. mykiss da mesma propriedade,

confirmando o intimo contato entre a microbiota aquatica e a microbiota intestinal.
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6.6 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

6.6.1 Bactérias Gram-negativas

Na analise do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos através da técnica
de disco-difusdo em Agar Mueller Hinton (Acumedia, EUA), foi observado que 65,3%
(n=79) dos isolados Gram-negativos apresentaram resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano. O perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos, ou seja, resisténcia
de pelo menos um agente antimicrobiano de trés classes distintas, foi observado em
7,4% (n=9) dos isolados Gram-negativos testados.

Observou-se maiores percentuais de resisténcia aos antibiéticos da classe
beta-lactamicos: Cefalotina (45,5%), Amoxicilina + Ac. Clavulanico (27,3%),
Ampicilina (26,5%) e Cefoxitina (24%). Menores percentuais de resisténcia foram
observados em Cloranfenicol (5,8%), Ac. Nalidixico, Tetraciclina e Florfenicol (5,0%),
Enrofloxacina (3,3%), Sulfazotrim e Cefotaxima (1,7%), Ciprofloxacino e Gentamicina
(0,8%). Tobramicina apresentou grande eficacia, com 100% de sensibilidade das

estirpes bacterianas avaliadas (Figura 14).
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FIGURA 14: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em bactérias gram-negativas isoladas de
conteldo intestinal de trutas arco-iris (O. mykiss) e amostras ambientais (agua).

Na analise estatistica, comparando os dois grupos que apresentaram maior

resistencia aos antibidticos sendo as classes beta-lactamicos e anfenicais,
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respectivamente, identificou-se que os antibiéticos beta-lactamicos apresentaram
valor de resisténcia estatisticamente significativa (p = 0,000).

O alto percentual de resisténcia aos antibioticos da classe beta-lactamicos na
aquicultura ja foi descrito por diversos autores (AMARANTE et al, 2018; GASTALHO
et al., 2014). Em cepas de Aeromonas spp., a resisténcia a esta classe de antibiético
é frequente (OLIVEIRA et al., 2014). Uma preocupac¢do em decorréncia da resisténcia
bacteriana de isolados resistentes a esta classe € a pressdo seletiva de genes de
resisténcia em bactérias comensais do intestino animal e humano pelo uso continuo
de antimicrobianos, promovendo a transferéncia de genes potencialmente resistentes
distribuidos no ambiente e também transferidos para diversas populacfes
bacterianas, principalmente entre cepas Gram-negativas (CANTAS et al., 2012,
CHENIA et al, 2016; DOBIASOVA et al., 2014; RADHOUANI et al., 2014). Ja relatada
em cepas isoladas de O. mykiss (CAPKIN et al, 2017). Ainda, Santos e Ramos (2018)
destacam que E. piscicida, espécie pertencente a Familia Enterobacteriacae, pode
atuar como reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana no ambiente e facilitar
a transferéncia desses genes para outras bactérias patogénicas no solo, agua,
animais e humanos.

Os resultados descritos na Figura 14 deste estudo, observando maiores
percentuais de resisténcia aos antimicrobianos cefalotina, cefoxitina, amoxicilina + ac.
clavulanico e ampicilina, corroboram com estudo realizado por Capkin e
colaboradores (2017) em que avaliaram o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
em 133 cepas bacterianas isoladas de O. mykiss, nas quais apresentaram maior
prevaléncia de resisténcia aos antibiéticos beta-lactamicos, seguido pela classe
macrolideos e sulfonamidas, observando os seguintes percentuais de resisténcia:
cefalotina (70%), amoxicilina (63%), ampicilina (62%), eritromicina (68%) e
sulfametoxazol (51%). Adicionalmente, 51% dos isolados eram resistentes a multiplas
drogas (MDR), enquanto 35% dos isolados eram extensivamente resistentes a drogas
(XDR). Estes fatores sédo preocupantes, visto que a multirresisténcia aos
antimicrobianos é um problema de saldde publica, e interfere diretamente no
tratamento terapéutico, seja em animais ou em humanos.

Embora somente 7,4% (n=9) dos isolados Gram-negativos do nosso estudo
apresentaram-se multirresistentes, ha de se considerar como um sobreaviso que a
monitoracdo € imprescindivel para que esses valores ndo se ampliem, juntamente

com suas consequéncias.
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No que se refere ao perfil de resisténcia aos antibioticos, Altinok e
colaboradores (2009) analisaram 115 trutas arco-iris e isolaram 40 cepas bacterianas,
nas quais mais de 50% dessas bactérias apresentaram-se resistentes aos
antimicrobianos ampicilina, cefalotina, eritromicina, neomicina, sulfametoxazol e
tetraciclina. Os antibioticos mais eficazes foram o &cido oxolinico e o florfenicol.

No nosso estudo, as cepas Gram-negativas analisadas apresentaram-se 100%
sensiveis ao antibiético tobramicina, mostrando alta eficacia aos isolados. No entanto,
este ndo é autorizado para utilizacdo na producdo piscicola no Brasil. Os
antimicrobianos autorizados referem-se ao florfenicol e oxitetraciclina, sendo o
florfenicol preferencial para O. mykiss (PADUA et al., 2012; SINDAN, 2018).
Analisando-o, este apresentou apenas 5% (n=5) de resisténcia, em cepas de
Acinetobacter baumannii complex, Pseudomonas spp. e espécies de Aeromonas,
demostrando ainda, grande sensibilidade quando comparado aos outros
antimicrobianos. Similarmente, os antimicrobianos 4c. nalidixico e tetraciclina também
apresentaram 5% (n=5) de resisténcia entre as cepas Pseudomonas spp. e
Aeromonas spp. para NAL e as cepas Enterobacter spp. e C. freundii para TET,
respectivamente.

A relacéo individual dos isolados Gram-negativos do conteudo intestinal (CI)
de O. mykiss e amostras de agua com os respectivos perfis de suscetibilidade frente

aos 14 antibimicrobianos testados estdo apresentadas nas tabelas 9 e 10.


https://www.researchgate.net/profile/Ilhan-Altinok

TABELA 9: Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas isoladas de contetdo intestinal de O. mykiss de cinco truticulturas na regido

alvo do estudo.

ORIGEM CEPA BACTERIANA ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO
No ID DO AMC | AMP NAL CF CFO CTX | CIP | CLO SUT ENO | GEN | TET | TOB | FLF
ISOLADO L
1 T1/PO Cl Escherichia coli S R S R S S S S S S S S S S
2 T1/P0O Cl Serratia fonticola S R S S R S S S S S S S S S
3 T2/P0O Cl Enterobacter cloacae complex I S S R R S S S S S S S S S
4 T2/P0 Cl Escherichia coli R | S R R S S S S S S S S S
5 T2/P0O Cl Escherichia coli R | S R R S S S S S S S S S
6 T3/P0O Cl Citrobacter braakii S S S R S S S S S S S S S S
7 T3/P0O Cl Cedecea spp. I R S R R S S S S S S S S S
8 T6/PO Cl Serratia nematodiphila S R S R R S S S R S S S S S
9 T7/P0 Cl Klebsiella oxytoca S R S S S S S S S S S S S S
10 | T8/PO Cl Enterobacteriaceae S S S R R S S S S S S S S S
11 | T9/PO Cl Enterobacter spp. R R R R R S I S R R S R S S
12 | T10/PO Cl Pseudomonas spp. S S S R R S S R S S S S S R
13 | T1/P1 Cl Aeromonas sobria S R S S S S S S S S S S S S
14 | T2/P1 Cl Hafnia alvei S S S R S S S S S S S S S S
15 | T3/P1 Cl Cronobacter sakasakii S S S S S S S S S S S S S S
16 | T3/P1 Cl Klebsiella spp. S S S S S S S S S S S S S S
17 | T3/P1 Cl Klebsiella spp. S S S S S S S S S S S S S S
18 | T4/P1 Cl Enterobacteriacae R S S R R S S S S S S S S S
19 | T4/P1 Cl Yersinia intermedia S | S S S S S S S S S S S S
20 | T4/P1 Cl Hafnia alvei R | S R S S S S S S S S S S
21 | T5/P1 Cl Enterobacter spp. S S S S S S S S S S S S S S
22 | T5/P1 Cl Hafnia alvei R S S R S S S S S S S S S S
23 | T5/P1 Cl Citrobacter freundii S S S S S S S S S S S | S S
24 | T6/P1 Cl Citrobacter freundii S S S R S S S S S S S | S S
25 | T6/P1 Cl Hafnia alvei R S S R S S S S S S S S S S
26 | T7/P1 Cl Acinetobacter baumannii S S S R | S S S S S S S S S
complex
27 | T10/P1 Cl Hafnia alvei R S S R S S S S S S S S S S
28 | T1/P2 Cl Hafnia alvei I | S R S S S S S S S S S S
29 | T1/P2 Cl Citrobacter braaki S S S | S S S S S S S S S S
30 | T1/P2 Cl Citrobacter freundii S S S | S S S S S S S S S S
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ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO

N° ID DO AMC | AMP | NAL CF | CFO CTX | CIP | CLO SUT ENO | GEN | TET | TOB | FLF
ISOLADO L
31| T2/P2 Cl Hafnia alvei R S S R S S S S S S S S S S
32 | T3/P2 Cl Citrobacter gillenii S S S R S S S S S S S S S S
33| T3/P2 Cl Escherichia coli S S S [ S S S S S S S S S S
34 | T3/P2 Cl Citrobacter freundii S S S R S S S S S S S S S S
35| T3/P2 Cl Citrobacter braakii S S S S S S S S S S S S S S
36 | T4/P2 Cl Aeromonas veronii [ S S R S S S S S S S S S S
37 | T4/P2 Cl Aeromonas spp. S S R R R S S S S S R S S S
38 | T4/P2 Cl Hafnia alvei | S S R S S S S S S S S S S
39 | T4/P2 Cl Hafnia alvei S S S [ S S S S S S S S S S
40 | T5/P2 Cl Hafnia alvei | I S R S S S S S S S S S S
41 | T5/P2 Cl Citrobacter gillenii S S S S S S S S S S S S S S
42 | T7/P2 Cl Aeromonas veronii S S S R S S S S S S S S S S
43 | T7/P2 Cl Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
44 | T7/P2 Cl Serratia fonticola | S S R S S S S S S S S S S
45 | T7/P2 Cl Enterobacteriacae R I S R S S S S S S S S S S
46 | T7/P2 Cl Citrobacter braakii R I S R S S S S S S S S S S
47 | T10/P2 Cl Acinetobacter baumannii S R S R I | S I S S S S S R
complex
48 | T1/P3 Cl Pseudomonas spp. S R | R S S S I S S S S S R
49 | T1/P3 Cl Escherichia coli | S S R R S S S S S S S S S
50 | T2/P3 Cl Budvicia agquatica S S S S S S S S S S S S S S
51 | T2/P3 Cl Pantoea agglomerans S S S S S S S S S S S S S S
52 | T3/P3 Cl Aeromonas media S R [ R I S S I S S S S S R
53 | T3/P3 Cl Aeromonas spp. S S S S S S S I S S S S S R
54 | T3/P3 Cl Budvicia agquatica S S S S S S S S S S S S S S
55 | T5/P3 Cl Eenterobacter aerogenes S R S R R S S S S S S S S S
56 | T5/P3 Cl Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
57 | T5/P3 Cl Eschechia coli [ S S R R S S S S S S S S S
58 | T7/P3 Cl Enterobacteriacae S S S S I S S S S S S S S S
59 | T7/P3 Cl Budvicia agquatica S S S S S S S S S S S S S S
60 | T7/P3 Cl Budvicia agquatica S S S S S S S S S S S S S S
61 | T10/P3 Cl Aeromonas spp. S R | | R S S I S S S S S R
62 | T10/P3 Cl Budvicia aguatica S S S S S S S S S S S S S S
63 | T10/P3 Cl Pantoea agglomerans S S S S S S S S S S S S S S
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ORIGEM CEPA BACTERIANA ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO
Ne ID DO AMC | AMP NAL CFL |CFO | CTX | CIP | CLO SUT ENO | GEN | TET | TOB | FLF
ISOLADO
64 | T1/P4 Cl Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
65 | T1/P4 Cl Serratia sonnei R S S S S S S S S S S S S S
66 | T1/P4 Cl Budvicia aquatica S | S I S S S S S S S S S S
67 | T2/P4 Cl Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
68 | T2/P4 Cl Citrobacter freundii S S S S S S S S S S S R S S
69 | T2/P4 Cl Aeromonas spp. S S S S S S S S S S S S S S
70 | T3/P4 Cl Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
71 | T3/P4 Cl Citrobacter gillenii S S S S S S S S S S S S S S
72 | T3/P4 Cl Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
73 | T4/P4 Cl Aeromonas veronii S S S S S S S S S S S R S S
74 | T4/P4 Cl Aeromonas veronii S S S S S S S S S S S R S S
75 | T4/P4 Cl Citrobacter gillenii S S S S S S S S S S S S S S
76 | T4/P4 Cl Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
77 | T5/P4 Cl Escherichia coli S S S S S S S S S R S S S S
78 | T5/P4 Cl Klebsiella ascorbata S S S S S S S S S S S S S S
79 | T5/P4 Cl Enterobacteriaceae R S S S S S S S S S S S S S
80 | T6/P4 Cl Budvicia aquatica | R S S S S S S S S S S S S
81 | T6/P4 Cl Citrobacter freundii R | S R R S S S S S S S S S
82 | T6/P4 Cl Citrobacter werkmanii S S S S S S S S S S S S S S
83 | T6/P4 Cl Klebsiella pneumoniae subsp. S R S S S S S S S S S S S S
pneumoniae
84 | T7/P4 Cl Escherichia coli S R S S S S S S S S S R S S
85 | T7/P4 Cl Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
86 | T7/P4 Cl Citrobacter freundii S S S S S S S S S S S S S S
87 | T7/P4 Cl Edwardsiella piscicida S S S S S S S S S S S S S S
88 | T8/P4 Cl Escherichia coli S R S S S S S S S S S S S S
89 | T8/P4 Cl Acinetobacter baumannii S S S R S S S S S R S S S S
complex
90 | T8/P4 Cl Citrobacter gillenii S R S S S S S S S S S S S S
91 | T9/P4 Cl Citrobacter gillenii S S S S S S S S S S S S S S
92 | T9/P4 Cl Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
93 | T10/P4 Cl Citrobacter gillenii S S S S S R S S S S S S S S
94 | T10/P4 Cl Citrobacter gillenii S S S S S S S S S S S S S S
T1 a T10= Trutas; PO= Truticultura de ltamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de Teresépolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do

Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vascéo de Nova Friburgo-RJ. ID= identificagdo; Cl= Conteldo intestina de O. mykiss; R= Resistente; |I= Resisténcia

intermediaria; S=Sensivel.
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TABELA 10: Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas isoladas de amostras ambientais (Agua) de cinco truticulturas analisadas no
presente estudo.

ORIGEM CEPA BACTERIANA ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO
Ne° ID DO AMC | AMP NAL CFL | CFO | CTX | CIP | CLO SUT ENO GEN | TET | TOB | FLF
ISOLADO
1 | PLTQ1 AGUA Cronobacter sakasakii S S S R [ S S S S S S S S S
TANQUE 1
2 P1/TQ2 AGUA Escherichia coli S R S S S S S S S S S S S S
TANQUE 2
3 PL/TQ AGUA Budvicia aquatica S S S S S S S S S S S S S S
NASCENTE
4 P1/N AGUA Escherichia coli S S S R S S S S S S S S S S
NASCENTE
5 P1/N AGUA Enterobacteriaceae R R S R R S S S S S S S S S
NASCENTE
6 P1/TQ AGUA Enterobacteriacae S S S R R S S S S S S S S S
TANQUE
7 P1/N AGUA Enterobacter cloacae R S S R R S S S S S S S S S
NASCENTE complex
8 P1/TQ1 AGUA A. salmonicida subsp. R R S R R S S S S S S S S S
TANQUE 1 salmonicida
9 PL/TQ1 AGUA Buttiauxella agrestis R S S R I S S S S S S S S S
TANQUE 1
10 P2/TQ AGUA Citrobacter freundii S S S S S S S S S S S S S S
NASCENTE
11 P2N AGUA Klebsiella oxytoca S S S S S S S S S S S S S S
NASCENTE
12 P2/TQ AGUA Escherichia coli S S S I S S S S S S S S S S
TANQUE
13 P2/TQ AGUA Enterobacteriacae S S S S S S S S S S S S S S
TANQUE
14 P3/TQ AGUA DE Escherichia coli S R R R R S S S S R S R S S
TANQUE 1
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ORIGEM DO

CEPA BACTERIANA

ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO

Ne ID ISOLADO AMC AMP NAL CF CFO CTX | CIP | CLO SUT ENO GEN TE TOB | FLF
L T

15 | P3/TQ AGUA Aeromonas salmonicida R R S R S S S S S S S S S S
TANQUE 1 subsp. salmonicida

16 | P3/TQ AGUA Enterobacter cloacae R S S R R S S S S S S S S S
TANQUE 1 complex

17 | P3/TQ AGUA Escherichia coli R S S S S S S S S S S S S S
TANQUE 2

18 | P4/TQ1 AGUA Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
TANQUE 1

19 | P4/TQ2 AGUA Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
TANQUE 2

20 | P4NR AGUA Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S

RESERV.

21 P4AN AGUA Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
NASCENTE

22 | P4NC AGUA Escherichia coli S S S S S S S S S S S S S S
CANELETA

23 | P4NC AGUA Klebsiella oxytoca S S S S S S S S S S S S S S
CANELETA

24 | P4ANC AGUA Citrobacter spp. S S S S S S S S S S S S S S
CANELETA

25 | P4/TQ1 AGUA Enterobacter taylorae S S S S R S S S S S S S S S
TANQUE 1

26 | PATQ1 AGUA Serratia odorifera S S S S S S S S S S S S S S
TANQUE 1

27 | P4ITQ2 AGUA Yersinia intermedia R S S S S S S S S S S S S S
TANQUE 2

P1= Truticultura Samadhi de Teresopolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vascéo de
Nova Friburgo-RJ. ID= identifica¢&@o; Cl= Conteudo intestinal de O. mykiss; R= Resistente; |= Resisténcia intermediaria; S=Sensivel.
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6.6.2 Bactérias Gram-positivas

Com relacéo as cepas Gram-positivas (n=101), foi observado que 82,2% (=83)
dos isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano e 36,6%
(n=37) apresentaram multirresisténcia.

Os maiores percentuais de resisténcia foram observados nos antibidticos da
classe beta-lactamicos, lincosamidas, aminoglicosideos, seguido pela classe de
antibioticos tetraciclinas: Amoxicilina e Oxacilina (48,5%), Ampicilina (42,6%),
Penicilina G (39,6%), Clindamicina (33,7%), Gentamicina (28,7%), Tetraciclina
(27,7%). Menores percentuais de resisténcia foram observados frente aos
antimicrobianos: Cefoxitina (17,8%), Eritromicina (16,8%), Amicacina (15,9%),
Cefotaxima (13,8%), Cefalotina (8,0%), Vancomicina (6,9%), Sulfazotrim (4,0%) e
Florfenicol (2,0%) (Figura 15).

PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
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FIGURA 15: Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos em bactérias gram-positivas isoladas de contelido
intestinal de trutas arco-iris (O. mykiss) e amostras ambientais (agua).

Nesse sentido, tanto bactérias Gram-negativas como bactérias Gram-positivas
isoladas no presente estudo apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos da
classe beta-lactamicos. Quando compara-se ambos os grupos, bactérias Gram-
positivas apresentaram maiores percentuais de resisténcia aos antimicrobianos no
geral. Também, observa-se grande percentual de resisténcia a Ampicilina e Penicilina

G. Considerando a sua ampla utilizagcdo na producao animal (ARIAS & CARRILHO,
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2012; MARTINI et al., 2017), é possivel que o0 aumento da resisténcia a Ampicilina
possa estar relacionado ao uso de Penicilina em outras criacdes de animais da regiao,
contaminando o solo e recursos hidricos, de modo que o ambiente aquatico pode
auxiliar na disseminacdo de cepas resistentes a diversos antibidticos e
consequentemente habitar no trato gastrointestinal de espécies aquaticas.

Na analise estatistica, comparando os dois grupos que apresentaram maior
resistencia aos antibioticos sendo as classes beta-lactamicos e lincosamidas,
respectivamente, identificou-se que os antibidticos do grupo beta-lactamicos
apresentaram valor de resisténcia estatisticamente significativa (p = 0,045).

Na aquicultura, Costa e colaboradores (2008) avaliaram a sensibilidade aos
antimicrobianos de bactérias isoladas de jundids (Rhamdia quelen) e observaram 95%
dos isolados resistentes a penicilina. Varias sao as estratégias de protecdo bacteriana
aos beta-lactamicos, entre estes a destruicdo deste grupo de farmacos pela producao
de beta-lactamase, diminuicdo da capacidade de penetracdo do antibidtico, assim
como reducao da afinidade do mesmo as PBPs (ZHANEL et al., 2006).

Entre os antimicrobianos com menor sensibilidade (51,5%) frente as cepas
Gram-positivas do presente estudo, destacam-se os beta-lactamicos Amoxicilina e
Oxacilina.

Em cepas de Staphylococcus spp., a resisténcia fenotipica a oxacilina é
extremamente variavel e depende da expressdo do gene mecA. Essa variabilidade é
reconhecida como heterorresisténcia fenotipica, e se caracteriza pelo fato de que de
toda populagdo bacteriana heterogeneamente resistente, assim como todas as
células, carregam o gene mecA, marcador genotipico da resisténcia aos antibiéticos
beta-lactamicos, porém nem todas expressam fenotipicamente sua resisténcia da
mesma forma (MIMICA & MENDES, 2007). Desse modo, também foi avaliada a
resisténcia genotipica para a deteccdo do gene mecA nas 51 cepas CONS isoladas
deste estudo, conforme sera apresentado na sec¢ao posterior.

No presente estudo, cepas de S. sciuri, S. warneri, S. xylosus, Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris e Enterococcus spp.
apresentaram-se resistentes a TET. O alto indice de resisténcia ao antibidtico
tetraciclina observada no presente estudo em isolados Gram-positivos, pode ser em
decorréncia ao uso deste mesmo farmaco na medicina veterinaria e na aquicultura em
todo o mundo (MIRANDA, 2012).
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Segundo Alvarez e colaboradores (2004), na Venezuela, o acido oxolinico,
cloranfenicol, eritromicina e a tetraciclina sdo amplamente usados na aquicultura para
o controle de patégenos Gram-negativos. O cloridrato de oxitetraciclina € um dos
antibioticos de uso permitido nos Estados Unidos para controle de septicemia causada
por Aeromonas hydrophila (FAO, 2009). No Brasil, a oxitetraciclina ja é utilizada em
propriedades aquicolas como agente profilatico (HEDAYATIANFARD et al., 2014).

Em contrapartida, o uso destes farmacos impactam diretamente tanto bacterias
Gram-negativas como bactérias Gram-positivas, visto que exerce pressao seletiva de
resisténcia aos antibioticos. Estudo realizado por Hernandez (2005) relata que
aproximadamente 70 a 80% dos farmacos utilizados na aquicultura permanecem por
um periodo consideravel no ambiente. Dessa maneira, a contaminacdo ambiental com
antimicrobianos pode selecionar cepas bacterianas resistentes na microflora
ambiental, disseminar genes de resisténcia e eventualmente atingir patégenos
humanos, conforme discutido anteriormente (WHO, 2006).

Além disso, cefalotina por exemplo, ndo é licenciado para o tratamento de
doencas de peixes e ndo tém sido utilizado na aquicultura, mas algumas das bactérias
isoladas de peixes séo resistentes a este antimicrobiano. A resisténcia pode ser obtida
por genes localizados em elementos transponiveis de ambiente, humano ou de origem
animal de bactérias existentes e transferidas para bactérias isoladas de peixes
(CAPKIN et al., 2015).

Confirmando a transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos (ARGS)
no ambiente aquatico, Chen e colaboradores (2018) observaram que 0 0 uso de beta-
lactamicos e aminoglicosideos na aquicultura na China, ndo resultou apenas no
enriguecimento de ARGs especificos para esses dois tipos de antibiéticos em um
ambiente aquatico, mas também elevou consideravelmente a abundancia de ARGs
relacionados a outras categorias de antibiéticos, como sulfonamidas, tetraciclinas e
macrolideos.

Muitos elementos genéticos e determinantes de resisténcia para quinolonas,
tetraciclinas e beta-lactamases sdo compartilhados entre bactérias aquaticas,
patogenos de peixes e humanos e parecem ter origem a partir de bactérias aquaticas,
evidenciando, assim, o impacto negativo do uso excessivo de antimicrobianos e
necessidade de monitoramento do ambiente aquatico (CABELLO, et al., 2013).

Devido a heterogeneidade espacial e temporal significativa da distribuicdo da

resisténcia aos antimicrobianos e os fatores que afetam a sua evolucéo, disseminacao
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e persisténcia, é importante salientar que a mesma deve ser vista como um problema
ecolégico (RADHOUANI et al., 2014). Além da possibilidade do desenvolvimento de
estirpes bacterianas resistentes no ambiente, animais e no homem, representano um
risco potencial a saude publica, hd pouca aceitacdo dos consumidores a animais
tratados (CANTON et al., 2009).

O antimicrobiano florfenicol foi o que apresentou maior sensibilidade (98%)
frente as cepas Gram-positivas analisadas. Este € o Unico antimicrobiano com
utilizacdo especifica para O. mykiss, com alta atividade antimicrobiana, que
frequentemente apresenta os melhores resultados terapéuticos, inclusive para
bactérias multirresistentes (CHIDEROLI et al., 2017; GASTALHO et al., 2014). Desse
modo, através dos nosso estudo, considerando o percentual (36,6%) de cepas Gram-
positivas multirresistentes, € orientado o uso preferencial do anfenicol florfenicol
quando necessario na truticultura, visto que, quando comparada a classe tetraciclinas,
apresentou 0s menores percentuais de resisténcia e consequentemente maior
eficacia frente aos isolados testados.

A relacdo individual dos isolados Gram-positivos isolados no conteudo intestinal
de O. mykiss e amostras ambientais (Agua) sdo descritas nas tabelas 11 e 12,
respectivamente.

Estima-se que até 2025 a producdo anual brasileira de peixes (que inclui a
pesca e aquicultura) aumentard em mais de 100%, favoravel aos investimentos feitos
no setor nos ultimos anos (FAO, 2016). Desse modo, para que a producao de peixes
continue em crescimento € necessario que novas técnicas sustentaveis sejam
adotadas no manejo, visando a questédo das doencas e da multirresisténcia bacteriana
aos antimicrobianos, que tem se acelerado em ritmo desproporcional ao do

desenvolvimento de novas alternativas profilaticas e terapéuticas.



TABELA 11: Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas isoladas de conteudo intestinal de O. mykiss de cinco truticulturas na regido

alvo do estudo.

ORIGEM DO CEPA BACTERIANA ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO
N° ID ISOLADO AMO |AMP |CFL |CFO | CTX CLI SUT ERI |AMI |GEN |OXA | PEN TET |VAN |FLF
1 |T1/PO Cl Staphylococcus lentus I S S S S S S S S S S R S S S
2 |T1/PO Cl Staphylococcus lugdunensis I R S S S S S S S S S R S S R
3 |T2/PO Cl Staphylococcus xylosus I S S S S S S S S S S R S S S
4 |T2/PO Cl Lactococcus lactis subsp. I R S S S S S S S S R R R S S
cremoris
5 |T3/PO Cl Staphylococcus sciuri S S S S S S S S S S S S R S R
6 [T3/PO Cl Staphylococcus sciuri S S S S S R S S S S S S S S S
7 |T4/P0Q Cl Staphylococcus sciuri S S S S S S S [ S S S S R S S
8 |T5/P0O Cl Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S S
9 |T5/PO Cl Lactococcus lactis subsp. I R S S S R S | S R R R R S S
cremoris
10 |T6/PO Cl Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S S
11 |T6/PO Cl Lactococcus lactis subsp. I R S S S R S | S R R R R S S
cremoris
12 [T7/P0O Cl Staphylococcus xylosus S R S S S S S S S S S S R S S
13 |T8/PO Cl Staphylococcus xylosus S S S S S S S S S S S S R S S
14 |T8/PO Cl Staphylococcus warneri I R S S S S R S S S S S S S S
15 |T9/PO Cl Staphylococcus epidermidis S R S S S S R R S S S S S S S
16 |[T9/PO Cl Lactococcus lactis subsp. I R S R S S S S S S R R R S S
cremoris
17 [T10/PO Cl Staphylococcus epidermidis S S S S S S S S S S S S S S S
18 [T10/PO Cl Staphylococcus warneri S S S S S S S S S S S S S S S
19 |T1/P1 Cl Staphylococcus warneri R R R R S R S | S S R R S R S
20 |T2/P1 Cl Staphylococcus epidermidis R R R R S R S | S S R R S | S
21 |T4/P1 Cl Staphylococcus warneri R R R S S S S S S S S S S R S
22 |T4/P1 Cl Streptococcus sanguinis S S S S S S S S NT NT NT S S S S
23 |T5/P1 Cl Kocuria rosea NT
24 |T5/P1 Cl Enterococcus columbae I R S S S R S S S S S R S S S
25 |T6/P1 Cl Staphylococcus xylosus I S S S S S S S S S R S S S S
26 |T7/P1 Cl Staphylococcus warneri S S S S S S S S S R S S S S S
27 |T7/P1 Cl Staphyloccus warneri I S S S S S S S S R S S S S S
28 |T8/P1 Cl Staphylococcus lentus I R S S S I S S S S R R S S S
29 |T9/P1 Cl Gemella mobillorum S S S S S S S S S S S S S S S

[43)




ORIGEM DO
N° ID ISOLADO CEPA BACTERIANA AMO |AMP |CFL |[CFO |CTX CLI SUT ERI AMI |GEN |OXA |PEN |TET |VAN |FLF
30 |T9/P1 Cl Lactococcus lactis subsp. lactis S S S R S S R S S S S R R S S
31 [T10/P1 Cl Lactococcus mesenteroides R R S S I S S S S S I R S S S
subsp. cremoris
32 |T1/P2 Cl Staphylococcus warneri S R S S S S S | S R R S S S S
33 [T1/P2 Cl Enterococcus spp. | R S S S S S S S S S S R S S
34 |T2/P2 Cl Staphylococcus warneri S S S S S S S S S R S S S S S
35 |T2/P2 Cl Kocuria rosea NT
36 |T2/P2 Cl Enterococcus spp. | R S S S R S R S S R R S S S
37 |T3/P2 Cl Staphylococcus sciuri | S S S S S S S S S S S S S S
38 |T3/P2 Cl Enterococcus spp. | R S S S S S S S S S S R S S
39 |T4/P2 Cl Staphylococcus lugdunensis R R S S I S S S S R R R S S S
40 |T4/P2 Cl Enterococcus spp. | R S R S R S S S [ I S S S S
41 |T5/P2 Cl Staphyloccus haemolyticus R R S S S R S S S S R R S S S
42 |T5/P2 Cl Staphylococcus xylosus | R S S S S S S S R R R S S S
43 |T5/P2 Cl Streptococcus spp. S S S S S S S S NT NT NT S S S S
44 |T6/P2 Cl Staphylococcus lugdunensis | R S S S S S S S R R R S S S
45 |T6/P2 Cl Streptococcus spp. S S S S S S S S NT NT NT S S S S
46 |T7/P2 Cl Staphyloccus warneri | R S S S S S S S R S R S S S
47 |T7/P2 Cl Staphylococcus xylosus R R | R R R S S S R R R R S S
48 |T7/P2 Cl Streptococcus mutans S S S S S S S S NT NT NT NT S S S
49 |T8/P2 Cl Staphyloccus warneri R R S S S S S S S R R R | S S
50 |T8/P2 Cl Streptococcus mutans S S S S S S S S NT NT NT S S S S
51 |T8/P2 Cl Lactococcus lactis S S S S S R S R S S S S S S S
subsp.cremoris
52 |T9/P2 Cl Kocuria kristinae NT
53 |T9/P2 Cl Kocuria rosea NT
54 |T9/P2 Cl Streptococcus spp. S S S S S S S S NT NT NT S S S S
55 |T9/P2 Cl Lactococcus lactis S S S S S S S R S | R S S R S
subsp.cremoris
56 [T10/P2 Cl Streptococcus mutans S S S S S S S S NT NT NT S S S S
57 [T10/P2 Cl Lactococcus lactis subsp. S S S S S S S R S S S S S R S
cremoris
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ORIGEM DO
N° ID ISOLADO CEPA BACTERIANA AMO |AMP |CFL |CFO |CTX | CLI SUT | ERI AMI |GEN |OXA |PEN |TET |VAN |FLF
58 |T1/P3 Cl Staphylococcus warneri I S S S S S S S S S S S S S S
59 |T1/P3 Cl Lactococcus lactis subsp. S S S S S R S S R | R S S S S
cremoris
60 |T1/P3 Cl Staphylococcus epidermidis R R S S I S S S S S R R S S S
61 |T2/P3 Cl Streptococcus sanguinis S S S S S R S S R | R S S S S
62 |T3/P3 Cl Lactococcus lactis subsp. S S S S S R S S R | R S S S S
cremoris
63 |T4/P3 Cl Enterococcus spp. I R S S S R S R S S R R S S S
64 |T4/P3 Cl Lactococcus lactis subsp. lactis S S S S S R S S R [ R S S S S
65 |[T7/P3 Cl Staphylococcus lugdunensis R R S S I S S S S R R R S S S
66 |T7/P3 Cl Staphylococcus xylosus S S S S S S S S S S R R R S S
67 |T8/P3 Cl Staphylocccus lugdunensis R R S S I S S S S R R R S S S
68 |T8/P3 Cl Enterococcus spp. I R S R S R S S S S I S S S S
69 |T9/P3 Cl Staphylococcus warneri R R S S I S S S S R R R S S S
70 |T9/P3 Cl Staphylococcus lentus I S S S S S S S S S R R S S S
71 [T10/P3 Cl Staphylococcus lugdunensis S I S S S S S S S R R R S S S
72 |T1/P4 Cl Staphylococcus sciuri S R S S S I S [ S S S S S S S
73 |T1/P4 Cl Enterococcus faecium I S S | R S S | R [ R R R S S
74 | T2/P4 Cl Staphylococcus sciuri I S S S S S S S S S S S R S S
75 |T3/P4 Cl Staphylococcus sciuri I S S S S I S S S S I S R S S
76 |T3/P4 Cl Staphylococcus xylosus S S S S S S S S S S R R R S S
77 |T3/P4 Cl Lactococcus lactis subsp. S R S S S S S S R S R S S R S
cremoris
78 |T4/P4 Cl Staphylococcus sciuri S S S S S I S S S S S S R S S
79 |T4/P4 Cl Lactococcus lactis subsp. S S S S S R S S R | R S S S S
cremoris
80 |[T5/P4 Cl Staphylococcus sciuri S S S S S I S S S S S S R S S
81 |T6/P4 Cl Staphylococcus sciuri S S S S S I S S S S S R R S S
82 |T6/P4 Cl Lactococcus lactis subsp. S S S S S R S S R | R S S S S
cremoris
83 |T6/P4 Cl Enterococcus spp. I R S S S S S S S S S S R S S
84 |T7/P4 Cl Staphylococcus sciuri S S S S S S S S S S R R S S S
85 |T7/P4 Cl Staphylococcus xylosus S S S S S S S S S S R R S S S
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ORIGEM DO
N° ID ISOLADO CEPA BACTERIANA AMO |AMP |CFL |CFO |CTX | CLI SUT | ERI AMI |GEN |OXA |PEN |TET |VAN [FLF
86 |T7/P4 Cl Enterococcus spp. | R S S S S S S S S S R S S S
87 |T8/P4 Cl Staphylococcus sciuri S S S S S S S S S S S R R S S
88 |T8/P4 Cl Enterococcus spp. S R | R S S S S S S S R S S S
89 |T9/P4 Cl Kocuria rosea | S S S S S S S S I R S S R S
90 [T10/P4 Cl Staphylococcus xylosus S S S S S S S S S S S S S S S
91 [T10/P4 Cl Streptococcus sanguinis S S S S S S R S R I R S S S S
92 [T10/P4 Cl Enterococcus spp. | R S S S S S S S S | S R S S

T1 a T10= Trutas; PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura Samadhi de Teresopolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do
Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vascéo de Nova Friburgo-RJ. ID= identificagdo; Cl= Conteldo intestina de O. mykiss; R= Resistente; |I= Resisténcia

intermediaria; S=Sensivel; NT= Nao testado.
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TABELA 12: Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias Gram-negativas isoladas de amostras ambientais (agua) de cinco truticulturas analisadas no
presente estudo.

ORIGEM DO ANTIBIOTICOS TESTADOS PELO METODO DE DIFUSAO EM DISCO
ID ISOLADO CEPA BACTERIANA AMO |AMP |[CFL |CFO |CTX CLI SUT ERI AMI |GEN |OXA |PEN |TET |[VAN FLF

P1/TQ AGUA Enterococcus spp. S R | R R R S | R R R R S S S
TANQUE

P2/TQ AGUA Enterococcus spp. I S S R S R S S I S R S S S S
TANQUE

P3/TQ AGUA Enterococcus faecalis I R | R R R R I R R R R R S S
TANQUE

P4N AGUA Enterococcus spp. I S S R R R S S R S R R S S S

NASCENTE

P4/TQ1 AGUA Enterococcus casseliflavus S R S S S | S S I S R S S S S
TANQUE

P4/TQ1 AGUA Enterococcus faecium I R | I R S S I R R R S R S S
TANQUE

P4/TQ1 AGUA Enterococcus spp. I S S R R R S S R S R R S S S
TANQUE

P4/TQ2 AGUA Enterococcus spp. I S S R R R S S R S R R S S S
TANQUE

P4/TQ2 AGUA Staphylococcus sciuri S S S S S S S S S S S S S S S
TANQUE

Trutas; P1= Truticultura Samadhi de Teresépolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova Friburgo-RJ; P4= Truticultura do
Vascéo de Nova Friburgo-RJ. ID= identificacdo; Cl= Conteudo intestinal de O. mykiss; R= Resistente; I= Resisténcia intermediaria; S=Sensivel.
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6.7 ANALISE MOLECULAR

6.7.1 Deteccao do gene mecA em cepas do género Staphylococcus

Para deteccdo dos Methicillin Resistant Staphylococcus (MRS) existem
métodos tradicionais e preconizados pelo CLSI e European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST). Um deles refere-se ao teste de disco-
difusdo em Agar Mueller Hinton com os discos dos antibiéticos oxacilina e cefoxitina
(SCHISSLER et al., 2009). Todavia, os testes moleculares para deteccéo da presenca
do gene mecA e/ou a expressao da proteina de ligacao a penicilina (PBP), através da
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), sdo considerados os testes mais
sensiveis na identificacdo de isolados meticilina resistentes (CLSI, 2010). No presente
estudo, os dois métodos foram adotados para associacao fenotipica e genotipica dos
isolados Staphylococcus spp.

Assim sendo, cepas de Staphylococcus spp. (n=51) foram submetidas a técnica
de PCR para deteccao do gene mecA relacionado a resisténcia a meticilina/oxacilina,
onde 33,3% (n=17) dos isolados foram positivos (FIGURA 16A e 16B).
Fenotipicamente, 39,2% (n=20) apresentaram resisténcia ao antimicrobiano oxacilina
e 3,9% (n=2) resisténcia intermediaria, totalizando 43,1% (n=22). Apenas 7,8% (n=4)
apresentaram resisténcia ao antimicrobiano cefoxitina. Todas as cepas de
Staphylococcus spp. analisadas referem-se a Staphylococcus Coagulase Negativa
(CONS).
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FIGURA 16 (A e B): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificacdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. resistentes a Meticilina: mecA. M: marcador de peso molecular
(Ladder 1 kb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 33591; CN: controle negativo; 5, 22, 29,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53 e 54: amostras positivas para o gene mecA,; 3, 4, 6, 7,
8,,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37,
38, 39 e 40: amostras negativas.

Comparativamente, foi observado maior nimero de cepas de Staphylococcus
spp. com resisténcia fenotipica a meticilina/oxacilina (n=22), do que cepas com a
presenca genotipica do gene mecA (n=17). A discrepancia no que se refere as cinco
cepas, identificadas como S. warneri (T1/P1; T1/P2), S. epidermidis (T2/P1), S. lentus
(T8/P1) e S. sciuri (T3/P4), estdo caracterizadas como amostras 18, 25, 19, 23
(FIGURA 16A) e 33 (FIGURA 16B) no gel de agarose, respectivamente.

Um fato a ser considerado de acordo com Hryniewicz e Garbacz (2017), cepas
bacterianas definidas como BORSA (Borderline Methicillin-resistant S. aureus)
apresentam resisténcia a penicilinase, com MICs de oxacilina igual a 1-8 ug/ml e, ao
contrario de cepas MRSA, ndo possuem uma proteina de ligacdo a penicilina alterada,
PBP2a, codificada pelo gene mecA ou mecC. Staphylococcus Coagulase Negativa
podem apresentar-se igualmente as cepas S. aureus MRSA, MSSA e BORSA, sendo
relatadas como Methicillin-resistant Coagulase-Negative Staphylococci (MRCONS) e
MSCONS. Assim sendo, consideramos as cinco cepas citadas nesse estudo
semelhantes as cepas BORSA, no entanto tratando-se de Borderline Methicillin-
resistant Staphylococcus Coagulase Negativa (ENRIGHT et al., 2002; HYRNIEWICZ
& GARBACZ, 2017).

A resisténcia a Oxacilina em Staphylococcus spp. € heterogénea, conferida

principalmente pelo gene mecA, correlacionado a baixa afinidade deste
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antimicrobiano para proteina PBP2a. Um segundo mecanismo de resisténcia,
independente do gene mecA, é o fendtipo denominado “borderline” promovido pela
hiperproducdo de beta-lactamases (MARTINEAU et al.,, 2000). Um terceiro
mecanismo de resisténcia descrito é a alteracdo de outras PBPs (PETERSEN et al.,
2002; PETINAKI et al., 2001).

Em contrapartida, S. xylosus (T2/P0) apresentou-se suscetivel a oxacilina no
teste fenotipico, porém positivo para o gene de resisténcia a meticilina/oxacilina mecA
guando testada genotipicamente.

Staphylococcus warneri, (amostra 22) apresentou resisténcia intermediaria
para oxacilina e positivou para a amplificacdo do gene mecA. Similarmente, amostras
identificadas pelo nimero 41 ao 54 (Figura 16B), sendo estas identificadas como: S.
lugdunensis (n=5), S warneri (n=3), S. xylosus (n=3), S. haemolyticus (n=1), S.
epidermidis (n=1) e S. lentus (n=1) apresentaram resisténcia fenotipica ao
antimicrobiano oxacilina e positivas para amplificacdo do gene mecA de resisténcia a
meticilina/oxacilina quando submetidos a técnica de PCR. Assim, sdo relatadas no
presente estudo como como methicillin-resistant Coagulase-Negative Staphylococci
(MRCONS).

Similarmente as cepas MRCONS mencionadas no presente estudo, Hammad
e colaboradores (2012), ao examinarem amostras de Salmao Salmo salar (sashimi)
para consumo, identificaram cinco cepas MRSA e cinco cepas MRCONS: S. aureus
(n=5), S. haemolyticus (n=2), S. warneri (n=2) e S. pasteuri (n=1). Dezesseis
restaurantes japoneses localizados em Salvador, no Brasil, também submetidos a
avaliacdo microbioldgica de sashimis, apresentam cepas de S. aureus em 72,5% das
amostras e 38,8% apresentaram-se contaminadas por cepas MRSA. Ainda o perfil de
resisténcia foi maior para os antimicrobianos penicilina (65,5%) e tetraciclina (22,5%)
(CARVALHO et al., 2020), reforgando a prevaléncia de resisténcia aos antibioticos da
classe beta-lactamicos e tetraciclinas na piscicultura, também observada no presente
estudo.

Cepas MRSA E MRCONS representam um importante problema de saude
publica. Ainda, a transmissao horizontal do gene mecA de MRCONS para S. aureus €
um evento comum (WIELDERS et al, 2001). Aproximadamente 49,5% dos S. aureus
obtidos de onze pisciculturas na Malasia apresentaram-se como cepas MRSA em

tilapias Oreochromis niloticus cultivadas em gaiolas (ATYAH et al., 2010).


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.12304#lam12304-bib-0041
https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.12304#lam12304-bib-0003
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Embora as cepas MRCONS deste estudo tenham sido isoladas no contetdo
intestinal de trutas arco-iris, h4 de se considerar que na evisceragdo e manipulagcéo
desta espécie, pode ocorrer contaminacdo cruzada, e contaminar os alimentos
posteriormente consumidos, afetando diretamente a seguranca alimentar daqueles
que o ingerem. Cepas MRSA ja foram envolvidas em surtos de intoxicacfes
alimentares (JONES et al., 2002).

As demais cepas testadas apresentaram-se negativas quanto a amplificacédo
do gene mecA e suscetiveis a oxacilina fenotipicamente. Desta forma foram
classificadas como MSCONS (Staphylococcus Coagulase Negativa suscetiveis a
meticilina), ao contrario daquelas denominadas cepas resistentes a droga, conhecidas
como MRSA ou MRCONS (AIRES-DE-SOUSA et al., 2007).

A relacado das cepas do género Staphylococcus spp. identificadas e submetidas
a analise de presenca do gene mecA, sua origem, respectiva resisténcia aos
antimicrobianos oxacilina e cefoxitina e pesquisa de enterotoxinas A, C e D referentes

ao topico posterior a analise molecular encontram-se na Tabela 13.

TABELA 13: Relacéo de cepas identificadas do género Staphylococcus spp. associada a sua origem,
perfil de suscetibilidade fenotipica aos antimicrobianos oxacilina, cefoxitina, presenca do gene mecA e
enterotoxinas sea, sec e sed.

Identificac&o Origem Perfil de Perfil de Pesquisa Pesquisa de
suscetibilidade suscetibilidade a do gene enterotoxinas
a Oxacilina Cefoxitina mecA sea sec sed

S. lentus T1/PO S S = + - -
S. lugdunensis T1/PO S S - + - -
S. xylosus T2/P0O S S + + - o
S. sciuri T3/P0O S S - + - -
S. sciuri T3/PO S S - + - -
S. sciuri T4/P0O S S - + - -
S. epidermidis T5/P0 S S - + - -
S. epidermidis T6/P0O S S - + - -
S. xylosus T7/PO S S - + - -
S. xylosus T8/P0O S S - + - +
S. epidermidis T9/PO S S - + + =
S. epidermidis T10/PO S S - + + -
S. warneri T10/P0O S S - + + -
S. warneri T8/PO S S - + - -
S. warneri T7/P1 S S = 4= - -
S. warneri T1/P1 R R - + - -
S. epidermidis T2/P1 R R - + + -
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T= Truta variando de 1 a 10; PO= Truticultura de Itamonte-MG; P1= Truticultura

Samadhi de

Teresopolis-RJ; P2= Truticultura Arco-iris de Nova Friburgo-RJ; P3=Truticultura Truta do Vale de Nova
Friburgo-RJ; P4= Truticultura do Vascdo de Nova Friburgo-RJ; R= Resistente; I= Resisténcia

Intermediaria; S=Sensivel.

Staphylococcus Coagulase Negativa, por muito tempo considerado somente

comensais da pele, vem sendo considerados como patégenos emergentes

reconhecidos como causadores de diversos processos

infecciosos. Mesmo



102

apresentando-se menos virulentos que S. aureus, podem causar infeccOes
consideraveis (SIMOJOKI et al., 2012). E conforme relatado por diversos autores,
cepas CONS podem agir como reservatorio de genes de resisténcia para S. aureus,
e através da transferéncia, disseminar a resisténcia aos antimicrobianos beta-
lactamicos e gerar impactos negativos na saude publica (QUINN et al.,, 2011;
WIELDERS et al, 2001).

A transferéncia horizontal de genes (HGT) € a transmisséo de fragmentos de
informacdes genéticas de diversas histdrias evolutivas entre organismos por meio de
heranca horizontal. Este processo pode trazer novos genes e gendétipos de diferentes
linhagens em um genoma levando ao surgimento de novos clones patogénicos, e é
um mecanismo de inovacao fenotipica, como variagcdes na adaptacdo ambiental e
resisténcia a antibioticos, incluindo a disseminacéo de genes que codificam o fator de
viruléncia (RAVENHALL et al., 2015). Além disso, tecnologia como a montagem de
novo genoma microbiano foi usada para caracterizar a troca de fatores de viruléncia
entre diferentes espécies e cepas, como a troca de toxina citolitica entre a sequéncia
de S. aureus tipo 22 e o sorotipo 0104: H4.17 de E. coli (DENG et al., 2019; MEL &
MEKALANOS, 1996; MEMISEVIC et al., 2013; GILCHRIST et al., 2015).

Dessa maneira, é fundamental o monitoramento continuo e implementacao de
estratégias de controle, visando o uso racional de antimicrobianos na piscicultura, o
perfil de resisténcia de cada regiéo, principalmente quando ha ocorréncia de infeccdes
bacterianas no cultivo e desse modo, minimizar a contaminagdo de O. mykiss com

cepas resistentes a meticilina/oxacilina.
6.7.2 Deteccéao de fatores de patogenicidade
6.7.2.1 Enterotoxinas produzidas por cepas do género Staphylococcus
6.7.2.1.1 Enterotoxina A

Dos 51 isolados de Staphylococcus spp. submetidos a técnica de PCR para
pesquisa da enterotoxina A, 98,0% (n=50) apresentaram-se positivos na deteccao do
gene sea e um isolado (2,0%) identificado como S. sciuri (T1/P4) apresentou-se

negativo. As respectivas amostras amplificadas no gel de agarose estao apresentadas
nas Figuras 17A e 17B.


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/lam.12304#lam12304-bib-0041
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Cepas enterotoxigénicas em peixes j4 foram relatadas por Saito e
calaboradores (2011), nais quais foram identificadas 91 cepas de S. aureus em 550
amostras de peixes crus vendidos no Mercado japonés e 48,4% delas possuiam
0 gene sea. A Enterotoxina A é a toxina mais frequentemente associada as
intoxicacdes alimentares causadas por Staphylococcus spp. nas quais cepas MRSA
também sado envolvidas (FORSYTHE, 2013; JONES et al., 2002) e entre cepas
hospitalares de humanos, o perfil de multirresistencia aos antibiéticos em S. aureus

observou-se a correlacdo com sua patogenicidade (ORTEGA et. al., 2010).
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FIGURA 17 (A e B): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificacdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. produtores de enterotoxina A: sea. M: marcador de peso molecular
(Ladder 100 kb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 13565; CN: controle negativo; 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33,
34, 35, 36, 37, 38, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 e 50: amostras positivas para o gene sea; 39:
amostra negativa.

Das 50 amostras de Staphylococcus spp. positivas para enterotoxina A, 15
delas (30%) apresentaram-se concomitantemente o0 gene de resisténcia a
meticilina/oxacilina mecA (Tabela 13).

A prevaléncia de cepas CONS com genes mecA de resisténcia a
meticilina/oxacilina caracterizadas como MRSA e enterotoxinas A indica um potencial
risco de doencas transmitidas por alimentos, denominadas como DTAs, se
disseminando no trato gastrointestinal da comunidade, com sintomatologia clinica e

impacto negativo na saude publica.
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6.7.2.1.2 Enterotoxina C

Dos 51 isolados de Staphylococcus spp. (n=51), 9,8% (n=5) apresentaram-se
positivos quanto a amplificacdo do gene sec referente a producao de enterotoxina C
e 90,2% (n=46) apresentaram-se negativos para o gene, conforme apresentados nas
Figuras 18A e 18B. Todas as cepas positivas para enterotoxina C apresentaram
concomitantemente a amplificacdo do gene de enterotoxina A, potencializando o sua
capacidade enterotoxigénica em causar toxinfec¢cdes alimentares (ORTEGA et al.,
2010) (Tabela 13).

Espécimes aquaticas como O. mykiss sdo reservatorios para cepas
enterotoxigénicas como Staphylococcus spp. e constituem riscos a saude publica,
conforme ja relatado em outras espécies de peixes por Hussein e colaboradores
(2019).

451 pb (sec)

FIGURA 18 (A): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificacdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. produtores de enterotoxina C: sec. M: marcador de peso molecular
elisa (Ladder 100 kb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 19095; CN: controle negativo; 11
e 13: amostras positivas para o gene sec; 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 e 12: amostras negativas.
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FIGURA 18 (B): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. produtores de enterotoxina C: sec. M: marcador de peso molecular
(Ladder 100 pb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 19095; CN: controle negativo; 26, 27
e 31: amostras positivas para o gene sec; 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 28, 29, 30, 12,
31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43 e 44: amostras negativas.
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6.7.2.1.3 Enterotoxina D

Dos 51 isolados de Staphylococcus spp., 13,7% (n=7) apresentaram-se
positivos quanto a presenca do gene sed referente a producdo de enterotoxina D e
86,3% (n=44) apresentaram-se negativos para o gene, descritos nas Figuras 19A e
19B. Foi observado que quatro cepas identificadas como S. xylosus (n=1), S. sciuri
(n=2) e S. warneri (n=1) apresentaram também o gene sea de enterotoxina A. Ainda,
trés cepas identificadas como S. warneri (n=1) e S. lugdunensis (n=2) apresentaram
concomitantemente o gene sed da enterotoxina D, gene sea da enterotoxina A e 0

gene mecA denominando-se cepas MRSA (Tabela 13).

278 pb (sed)

FIGURA 19 (A): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificacdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. produtores de enterotoxina D: sed. M: marcador de peso molecular
(Ladder 100 pb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 23235; CN: controle negativo; 1, 11,
22 e 23: amostras positivas para o gene sed; 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 24, 25, 26, 27, 28, 29 e 30: amostras negativas.
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FIGURA 19 (B): Gel de agarose 1% resultante da eletroforese de produtos de amplificagdo de PCR
para genes de Staphylococcus spp. produtores de enterotoxina D: sed. M: marcador de peso molecular
(Ladder 100 pb. Ludwig®); CP: controle positivo S. aureus ATCC 23235; CN: controle negativo; 31, 33
e 34: amostras positivas para o gene sed; 32, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41 e 42: amostras negativas.
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Hammad e colaboradores (2012) identificaram em amostras de sashimi genes
gue codificam as enterotoxinas estafilocdcicas sendo estas seb, sed e gene tsst da
toxina da sindrome do choque téxico em 14,2% dos S. aureus isolados. Ja o estudo
realizado por Arslan e Ozdemir (2017), 12,5% dos peixes de agua doce e 9,1% dos
peixes da agua do mar analisados carregavam 0s genes sed de enterotoxina
estafilococica, ndo sendo detectada outros genes como seb, sec, tsst e mecA.

Considerando o percentual de cepas produtoras de enterotoxinas
estafilococicas A, C e D identificadas neste estudo e observado o potencial de
associacdo das cepas enterotoxigénicas e cepas MRCONS resistentes a
meticilina/oxacilina, é importante considerar o risco de DTAs. Desse modo, 0s
resultados do presente estudo sdo preocupantes, visto que cepas enterotoxigénicas
e MRCONS podem atuar na contaminac¢éo cruzada e interferir na seguranca alimentar
causando intoxicacBes alimentares, sendo necessario o monitoramento e boas
praticas na producdo e na manipulagdo destes animais apds o abate.

Ainda, cepas enterotoxigénicas e MRCONS séo consideradas como provavel
veiculo de transmissdo de cepas de Staphylococcus spp. multirresistentes e

toxigénicos para humanos e outros animais.
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7 CONCLUSAO

e Espécimes bacterianas pertencentes aos filos Proteobacteria, Firmicutes e
Actinobacteria foram isolados no contetdo intestinal de O. mykiss; filos Proteobacteria

e Firmicutes em amostras do ambiente aquéatico;

e Embora ndo tenha ocorrido qualquer epizootia durante o periodo do estudo e as
trutas arco-iris analisadas apresentavam-se clinicamente saudaveis, foram
amostradas espécimes bacterianas com elevados perfis de resisténcia ou
multirresisténcia que podem levar a quadros patogénicos quando O. mykiss
submetidos a estresse e/ou imunossupresssdo, atuando como patdégenos

oportunistas em espécies aquaticas e em espécies nao alvos.

e Foi observado que 65,3% (n=79) das bactérias Gram-negativas e 82,2% (n=83)
Gram-positivas apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano e o perfil
de multirresisténcia foi observado em 7,4% (n=9) e 36,6% (n=37), respectivamente.
Em ambos 0s grupos, observou-se maiores percentuais de resisténcia aos antibiéticos

da classe beta-lactamicos;

e A classe de antibibticos tetraciclina apresentou consideraveis percentuais de
resisténcia nos microrganismos Gram-positivos; E o antibiético florfenicol apresentou
alta sensibilidade; Quando analisados para bactérias Gram-negativas, ambos

apresentaram o mesmo percentual de resisténcia (5%);

e As truticulturas estudadas apresentaram similaridade quanto as caracteristicas das
amostras ambientais, isolados bacterianos gram-negativos, gram-positivos e ao perfil

de resisténcia aos antimicrobianos;

e A presenca de cepas Staphylococcus spp. produtores de enterotoxinas e
carregadores do gene mecA dos animais estudados sdo de grande importancia para
a saude publica, sendo o primeiro relato em conteldo intestinal desta espécie animal
na regido alvo de estudo, como provavel veiculo de transmissdo de Staphylococcus
spp. multirresistentes e enterotoxigénicos para humanos e outros animais com

impactos negativos na saude publica.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O clima, a constante renovacao de agua dos tanques e manejo adotado pelos
produtores da regido serrana do estado do Rio de Janeiro permitem a criacdo de um
ambiente favoravel para o crescimento de trutas arco-iris, sem intercorréncias. A
regido serrana possui potencial para ampla producao de trutas arco-iris, ademais sua
alta adaptacdo. Assim, incentivos aos produtores devem ser realizados para
reativarem seus trutarios, de modo a alavancar a regido como referéncia novamente.

Deve-se utilizar preferencialmente o anfenicol florfenicol nas truticulturas
quando for necessario, visto que este apresentou alta sensibilidade frente as

espécimes bacterianas Gram-negativas e Gram-positivas.

N&o obstante, cepas MRCONS deste estudo tenham sido isoladas no contetdo
intestinal de trutas arco-iris, ha de se considerar que na evisceracdo e manipulacao
desta espécie, pode ocorrer contaminacdo cruzada, e contaminar os alimentos
posteriormente consumidos, afetando diretamente a seguranca alimentar daqueles
que o ingerem. Considerando doencas transmitidas por alimentos (DTAs), cepas
enterotoxigénicas também indicam um potencial risco de disseminag¢do no trato
gastrointestinal da comunidade, com sintomatologia clinica e impacto negativo na

salde publica.

Dessa maneira, é fundamental o monitoramento continuo e implementacao de
estratégias de controle, visando o uso racional de antimicrobianos na piscicultura, a
analise do perfil de resisténcia de cada regido, principalmente quando h& ocorréncia
de infecgbes bacterianas no cultivo e desse modo, minimizar a contaminacao de O.
mykiss com cepas multirresistentes aos antimicrobianos, resistentes a meticilina e

cepas enterotoxigénicas.

Os dados obtidos ndo devem ser negligenciados, visto que o monitoramento
do status sanitario da producdo de O. mykiss é fundamental e o conhecimento da

microbiota intestinal permite analisar juntamente o ambiente aquatico.

Estudos mais amplos que envolvam outros indices epidemiolégicos e biologia
molecular devem ser acrescentados para analise da microbiota intestinal de O. mykiss
e o real quadro sanitario das truticulturas da regido serrana do estado do Rio de

Janeiro.
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APENDICE 1 — Questionario aplicado em entrevistas nas truticulturas visitadas.

Laboratorio de Sanidade Animal

S22 UENF LSA/CCTA/UENF

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro Setor d e MICFObIOlOg |a.

QUESTIONARIO

Data: N° de Identificacao:
Nome do local:

Endereco:

Nome do Proprietario ou Responsavel:

Telefone para contato: ()

1) Existe Médico Veterinario responsavel pela produgcdo? ( ) Sim ( ) Nao

2) Histérico da propriedade:

3) Parametros produtivos:

4) Manejo:

5) Caracteristicas do sistema de cultivo: ( ) Intensivo () Semi-intensivo

6) Existe algum histérico de ocorréncia de doencgas/surtos? ( ) Sim ( ) Nao
Quais medicamentos foram utilizados? (Informacdes detalhadas sobre posologia):

7) Existem outros animais de producdo? ( )Sim ( ) Nao
( ) Caninos ( )Felinos ( )Equinos ( )Bovinos ( ) Ovinos ( ) Caprinos
() Aves Numero de animais:

8) Existe histérico de uso de agrotoxicos na propriedade? () Sim ( ) Néo
Quais? Quando e como foram utilizados?
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9) A agua é tratada? ( ) Sim Produto: ( ) Nao
Origem da agua (para os tanques, consumo animal e humano): ( ) Acude
( )Cacimba/Poco ( ) Companhia de abastecimento ( ) Outro

10) Como é feito o descarte de residuos?

Observag0Oes pertinentes:

Autorizo a Mestranda do Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncia Animal da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF) a entrar em
minha propriedade, coletar animais e amostras de agua para analise laboratorial e
capturar imagens para fins de pesquisa cientifica, como parte do Projeto de
Dissertacéo "ANALISE DA MICROBIOTA INTESTINAL DE TRUTA ARCO-IRIS
(Oncorhynchus mykiss, WALBAUM, 1792) E SEU AMBIENTE AQUATICO NA
REGIAO SERRANA DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO”.

Local Data / /

Assinatura;

Av. Alberto Lamego, 2000 — Parque Califérnia — Campos dos Goytacazes - RJ.
CEP: 28013-602 Tel.: (22) 2739-7209



