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Resumo

A piscicultura tem registado um crescimento acentuado em Mogambique. Esta actividade contribui
para a seguranca alimentar, crescimento da economia, criagdo de postos de trabalho e redugdo da
pressao sobre as espécies do ambiente natural. As infecgdes por vibrios sdo factores limitantes para a
piscicultura sustentavel, pois criam um retrocesso na producdo e comercializacdo dos produtos de
aquacultura ao nivel mundial, sdo um risco para a saude humana e constituem um problema
significante para o desenvolvimento econdmico do sector, devido a altas taxas de mortalidade e perda
de qualidade de carne. O objectivo deste trabalho é pesquisar bactérias do género Vibrio spp
patogénicas em tilapia Oreochromis mossambicus cultivada em tanques escavados de agua salobra no
Distrito de Inhassunge. Foram analisados 65 peixes com o peso de 50-120 gramas nos meses de Abril e
Junho de 2016, com auxilio de um pucad. As amostras foram transportadas em bolsas estéreis e em
caixas isotérmicas para o laboratorio de inspeccdo do pescado. Fez-se a biometria e foram tomadas 20
gramas de masculo incluindo o cérebro do peixe para a analise microbioldgica. Os vibrios foram
isolados em TCBS agar e confirmadas atraves da APl 20E e foi determinada a prevaléncia. A
prevaléncia de Vibrio spp nos peixes amostrados foi de 38.5 %. As espécies de virbio identificadas
foram V. vulnificus (15.4 %), V. alginolyticus (12.3 %), V. fluvialis (7.7 %) e V. mimicus (3.1 %), Estas
bactérias podem causar doencas nos peixes durante o cultivo, podendo liderar altas taxas de
mortalidade, principalmente quando os peixes estiveram em condicdes de estresse. As espécies de

bactérias do género Vibrio isoladas nos peixes representam um certo risco "a saude humana.

Palavras-chaves: Piscicultura, Tilapia “Oreochromis mossambicus™, Vibrio, prevaléncia.
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Abstract

Fish farming has grown in Mozambique. This activity contributes to food security, economic growth,
job creation and reduced pressure on species in the natural environment. Vibrio infections are limiting
factors for sustainable fish farming because they create a setback in the production and marketing of
aquaculture products worldwide is a risk to human health and constitute a significant problem for the
economic development of the sector due to high mortality rates and loss of meat quality. The objective
of this work is to investigate bacteria of the genus Vibrio spp pathogenic in tilapia Oreochromis
mossambicus cultured in brackish water tanks in the Inhassunge District. A total of 65 fish weighing
50-120 grams were analyzed between April and June of 2016, with the aid of a shovel. The samples
were transported in sterile pouches and in isothermal boxes to the fish inspection laboratory. Biometry
was performed and 20 grams of muscle were taken including the fish brain for microbiological
analysis. The vibrios were isolated on TCBS agar and confirmed through API 20E and the prevalence
was determined. The prevalence of Vibrio spp in the fish sampled was 38.5%. Vibrio species isolated
were V. vulnificus (15.4%), V. alginolyticus (12.3%), V. fluvialis (7.7%) and V. mimicus (3.1%). These
bacteria can cause disease in fish during cultivation, lead to high mortality rates, especially when the
fish were under stress conditions. Species of the genus Vibrio isolated in fish represent a certain risk to

human health.

Key words: Fish-farming, Tilapia “Oreochromis mossambicus”, Vibrio and prevalence.
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1. INTRODUCAO

A aquacultura tem vindo a crescer em quase todos os continentes, com excepcao da Oceanea. Em 2014,
contribui com 44.1% de producdo mundial, sendo que os maiores produtores sdo a China, Indonésia,
India, Vietname e Bangladesh. A piscicultura e a carcinicultura séo as actividades que mais contribuem
em termos de producao global no subsector de aquacultura (FAO, 2016).

Segundo a FAO, (20116), a Africa contribuiu para a producéo global em aquacultura com cerca 2,32%
em 2014. O maior produtor € Egipto (1.54%), seguido Nigéria (0.42%), este Gltimo é o maior produtor
da Africa Subsaariana. Maior parte desta actividade é praticada nas aguas interiores (FAO, 2017a),
dominada por cultivo de peixes, com apenas uma pequena fraccdo de camardo marinho e moluscos
marinhos (FAO, 2016).

Em Mocambique a aquacultura é representada maioritariamente pela piscicultura, porém esta
actividade ainda é pouco desenvolvida (MP actualmente designado por MIMAIP, 2015). A producéo
nacional aquicola contribuiu em 0.46% do pescado em 2014 e 0,39% em 2015 (MIMAIP, 2016).

Maior parte das pisciculturas existentes em Mocambique s@o extensivas e de pequena escala (Boane,
2008), de agua doce, viradas para o consumo familiar e para o mercado interno. As pisciculturas de
aguas marinhas séo viradas para a exportacao. As especies mais cultivadas sdo Oreochromis niloticus,
O. mossambicus, Tilapia rendalli, Cyprinus carpio e Ctenopharyngodon idella. O. mossambicus,

(tilapia mossabicana) € a espécie mais utilizadas na piscicultura em Mocambique (INAQUA, 2010).

A tilapia é um peixe com grande potencial para a piscicultura pois tem um crescimento rapido,
alimenta-se dos itens bésicos da cadeia trofica e de grande variedade de alimentos de origem animal ou
vegetal, tem a capacidade fisioldgica de se adaptar em diferentes ambientes e sistemas de producéo,
tolera baixos teores de oxigénio dissolvido e € resistente a doencas (EI-Sayed, 2006). No entanto, do
ponto de vista higiénico-sanitario, estas caracteristicas sao0 uma ameaca uma vez que podem reduzir o
rigor no maneio dos tanques do cultivo, propiciando a ocorréncia de contaminacao por bactérias, virus
e fungos que podem causar infecgdes nos peixes e desencadear a ocorréncia de zoonoses (Rodrigues,
2007).



As infecgdes bacterianas tém sido um dos factores limitantes para a aquacultura sustentavel (Sharma et
al., 2014). O surto de doengas, especialmente aquelas causadas por Vibrio spp tem criado um
retrocesso na producdo e comercializagdo dos produtos de aquacultura ao nivel mundial, pois s&o um
risco para a saude humana e constituem um problema significante para o desenvolvimento econémico
do sector, quer pelas altas taxas de mortalidade quer pela perda de qualidade de carne (Sankar et al.,
2012; Verschuere et al., 2000; Chatterjee e Haldar, 2012; Tanekhy, 2015).

As tildpias, apesar de serem resistentes a doencas, 0 sucesso do seu cultivo pode ser afectado por
doencas bacterianas causadas por Vibrio spp, Aeromonas spp, Streptococcus sp, Pseudomonas
fluorescens, e Edwardsiella sp. As vibrioses tém merecido uma atencdo especial quando o cultivo é
feito em ambiente de &gua salgada ou salobra (Immanuel et al., 2009).

Em Mocambique o consumo anual de peixe per capita € de 12 kg/ano por habitante, porém este valor
estd abaixo do recomendado que é de 18 kg/ano por habitante (MIMAIP, 2016), dai que o Pais aposta
na piscicultura pois é alternativa mais adequada para atingir taxas aceitaveis de consumo da proteina do

peixe e reduzir os indices de subnutri¢éo.

Assim, o desenvolvimento e disseminacdo da aquacultura sdo prioridades do Governo de Mocambique,
na medida em que esta actividade contribui para a seguranca alimentar, o crescimento da economia
atraveés de geracdo de divisas, criacdo de postos de trabalho e reducdo da pressdo sobre as espécies do
ambiente natural. Varias estratégias tém sido implementadas para o desenvolvimento de aquacultura,
principalmente o cultivo de Tilapia Oreochromis mossambicus (Plano Director das Pescas 2010 —

2019), incentivando a pratica de piscicultura de pequena escala, em quase todo o Pais.

Em algumas regibes costeiras de Mocambique proximas dos estuarios os piscicultores captam agua
nestes mananciais para abastecer os seus tanques. Um dos maiores problemas relacionados com o
cultivo de tilapia em aguas com salinidade elevada é a incidéncia de doencas. O estresse e lesdes fisicas
relacionadas com a manipulacdo sdo condi¢cdes principais de pré-disposi¢cdo de doencas em tilapias

nestes ambientes (Suresh e Lin, 1992).

Portanto, o presente trabalho visa pesquisar bactérias do género Vibrio spp patogénicas em tilapia
(Oreochromis mossambicus) cultivada em tanques escavados de agua salobra no Distrito de Inhassunge

- Provincia de Zambézia.



1.1.0bjectivos
1.1.1. Objectivo geral

> Pesquisar bactérias do género Vibrio patogénicos em tildpia mocambicana (Oreochromis
mossambicus) cultivada em tanques escavados no Distrito de Inhassunge - Provincia de

Zambézia.

1.1.2. Objectivos especificos

> lsolar e identificar as bactérias do género Vibrio spp;

> Determinar a prevaléncia de Vibrio spp em tilapias (Oreochromis mossambicus);



1.2.Problematizacéo

Em Mocambique, pouco se sabe sobre a ocorréncia de vibrios patogénicos em tildpias de aquacultura
bem como o risco que este peixe pode oferecer a salde publica, principalmente quando o cultivo é feito
em agua salgada ou salobra.

A actividade piscicola em Mocambique tem vindo a crescer, principalmente o cultivo de tilapia. Esse
crescimento ainda ndo é paralelo as pesquisas de agentes patogénicos bacterianos que podem por em
causa 0 sucesso desta actividade. Nalguns distritos costeiros da Zambézia a tilapia tem sido cultivada
em aguas salobras. Porém este ambiente é o habitat natural de bactérias do género Vibrio que tem sido
relatado como agentes patogénicos dos peixes incluindo as tilapias e este género é responsavel por altas
taxas de mortalidade nos sistemas de cultivo. Além disso, estas bactérias, sdo responsaveis por doengas
gastrointestinais e infecgdes nos humanos cujo risco aumenta na medida em que aumenta a incluséo de
peixe na dieta humana confeccionado de formas diversificadas tais como pratos de peixe fresco cru,

marinado, mal cozido.

Pergunta de estudo:

Sera que as tilapias cultivadas em agua salobra estéo infectadas por bactérias do género Vibrio?



1.3.Justificativa

A aquacultura tem vindo a crescer no pais, a medida em que a actividade aquicola intensifica e
expande, os problemas de doencas também aumentam. Estudos sobre a microbiota dos peixes em
cultivo sdo necessarios para monitoramento da salde destes animais e da salde publica. Fazem parte da
microbiota dos peixes as bactérias, virus, protozoéarios e fungos. Geralmente, as bactérias do género
Vibrio em condic¢Bes adequadas de cultivo sdo assintomaticas nos peixes, porém qualquer alteracdo
dessas condigBes podem liderar uma morte massiva destes animais causando prejuizos econdémicos

elevados.

As infeccbes por vibrios em humanos relacionados com o consumo de peixes podem implicar um
efeito adverso no mercado deste peixe, uma vez que pode reduzir o consumo, causando perdas de
vendas e consequentemente conduzir a faléncia do projecto (Strom e Paranjpye, 2000). A fim de
proporcionar uma capacidade preditiva para possiveis surtos de doenca e uma oportunidade para
conceber accbes preventivas, orientar tanto o aquacultor bem como o consumidor sobre alguns
cuidados que deve levar em conta quando se trata de organismos cultivados, € necessaria a pesquisa

destas bactérias em peixes aparentemente saudaveis.

A microbiota da tilapia O. mossambicus em Mogambique € menos conhecida, muito menos a
ocorréncia de Vibrio spp patogenicos em tilapias cultivadas em aguas salobras. Dos poucos estudos
feitos sobre vibrios em organismos aquaticos destaca-se a pesquisa feita por Collin et al. (2012) em
moluscos bivalves na Baia de Maputo. Os vibrios tém sido isolados em altas densidades em
organismos marinhos tais como corais, peixes, moluscos, esponjas, camardo e plancton (Thompson et
al., 2004). E nesta perspectiva que surge o presente trabalho centrado em pesquisar bactérias do género
Vibrio patogénicos em tilapia mocambicana (Oreochromis mossambicus) cultivada em tanques
escavados no Distrito de Inhassunge - Provincia de Zambézia, bem como o significado destas bactérias

na saude publica.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Aquacultura em Mocambique
A produgdo aquicola mundial tem vido a crescer. Na Africa Subsaariana, na qual Mogambique faz

parte, registou-se um crescimento de na ordem dos 21 % de producdo aquicola entre 2004 a 2014
(FAO, 2017a).

Em 2014, a producéo aquicola global na Africa Subsaariana foi de 0.75% (FAO, 2016; FAO, 2017a), a
Nigéria é considerado maior produtor desta regido, seguido de Uganda e Gana. Estes trés paises
contribuiram em cerca de 83% da producdo total em 2014. O bagre africano, as tilapias e os ciprinideos
sdo as espécies mais cultivadas nas aguas interiores (86%) da producdo total em 2014) (FAO, 2016;
FAO, 2017a).

Em Mocambique, antes de 1990 a aquacultura estava confinada a gua doce e associadas as actividades
agricolas. Nos ultimos 20 anos tem surgido empresas dedicadas ao cultivo de camardo marinho, algas e
outras espécies de peixe nas provincias de Cabo delgado, Nampula, e Sofala (PDCF, 2013). Nos
altimos 4 anos maior parte da producdo aquicola é proveniente da aquacultura de pequena escala
praticada na agua doce, e a contribuicdo da aquacultura na producdo nacional do pescado nao foi
superior a 0.5%. Entretanto, existem apenas trés farmas comerciais de aquacultura de camardo
(Aquapesca localizada na Zambézia, Sol y Mar que opera na Beira e Marbar baseada na Beira e

Vilanculos) e farmas de piscicultura de tilapia em pequena escala (GAFSP, 2016).

A maricultura ¢ marcada pela producdo de camardo marinho, algas, producdo de algumas espécies de
peixe. O nivel de producéo das fazendas de camardo diminuiu significativamente desde 2011 por causa
de uma infec¢do viral (sindrome da mancha branca) que afecta as empresas industriais de aquacultura
de camardo, por isso a maricultura decresceu devido a queda de producdo de camardo (GAFSP, 2016;
FAQ, 2017a)

O sector da aquacultura em Mocambique esta actualmente numa fase incipiente, o seu desenvolvimento
é fraco, contudo observa-se um incremento gradual da producdo de peixe de dgua doce proveniente de
aquacultura de pequena escala (Lépez et al., 2013). De acordo com os dados da FAO (2017b), a
producdo aquicola nacional ainda ndo foi superior a 1300 toneladas/ano (Fig. 1). Varios factores tém
contribuido para baixo crescimento desta actividade, dentre eles estdo a ocorréncia das cheias e

inundacdes, povoamento tardio dos tanques e insuficiéncia de alevinos (MIMAIP, 2016).



Segundo (INAQUA, 2012 actualmente designado por IDEPA), as dificuldades relacionadas com a
recolha e processamento de dados estatisticos, no sector das pescas em geral, podem ter contribuido

significativamente para esta tendéncia da producéo no subsector da aquacultura.

1400 -

1200 -

1000 -

800 -

600 -

Producédo aquicola
(toneladas)

400 -

200 ~

1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015
AnNos

Figura 1: Producdo total aquicola em Mocgambique entre 1980-2015, (FAO, 2017b)

2.1.1. Piscicultura em Mocambique
A piscicultura em Mocgambique iniciou em 1952 em algumas regides do pais (Zambézia, Manica e

Nampula) com finalidade de alimentar os empregados das grandes plantagdes. Em 1965 esta actividade
ja era praticada em todo o pais, marcada principalmente pelo cultivo de tilapias. Na década de 60 foram
repovoados as albufeiras, lagos e reservas naturais de agua doce e construcdo das estacdes de
Umbeluzi, Sussundenga e Chokwé com vista a incrementar a actividade piscicola (Boane, 2008;
INAQUA, 2010 actualmente designado por IDEPA). Nas décadas de 70 e 80 esta actividade ndo
registou nenhum desenvolvimento devido a falta de financiamento, a guerra e a desastres naturais

(inundacdes e seca), onde veio a reiniciar na década de 90 (Boane, 2008).

Ultimamente tem se registado um crescimento acentuado desta actividade. Em 2014 produziu-se cerca

de 1179 toneladas de peixe (FAO, 2017b). Porém em 2015 houve uma ligeira redu¢do onde se produziu



1133 toneladas de peixe de aquacultura (Fig. 2), devido a desastres naturais e outros factores (FAO,
2017b). Apesar de se notar um crescimento desta actividade, ainda ha muito por se fazer visto que esta
aquém das metas do governo e da producdo de alguns paises africanos e do mundo, apesar de possuir

um potencial para a prética da piscicultura.

Entre as espécies de peixes cultivadas em Mocambique destacam-se a tildpia de Mocambique
(Oreochromis mossambicus), tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), tilapia rendalli (Tilapia rendalli),
carpa comum (Cyprinus carpio) e carpa-capim (Ctenopharyngodon idella) (Boane, 2008; INAQUA
antiga actualmente designado por IDEPA, 2010). Também sdo cultivadas as espécies Argyrosomus

japonicus e Micropterus salmoides em ambiente marinho.

A piscicultura é praticada principalmente em tanque-terra. As dimensGes sio de 200m? a 1.5ha. os
tanques de 4gua doce é mais praticada. O sistema mais usado é extensivo, os alevinos sdo colectados do
ambiente natural ou das outras farmas relativamente proximas e a densidade de estocagem é de 2-5
peixes/m? o peixe atinge o tamanho de 150g num periodo acima de 6 meses. A racdo balanceada ainda
ndo e disponivel no Pais. Nalguns casos os piscicultores fertilizam os seus tanques com estercos de

gado. A produtividade é baixa, estimada em 0.8 toneladas/ha/ano. Na provincia de Manica uma farma

cultiva o peixe em gaiolas (FAO, 2017h).
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Figura 2: Producéo piscicola em Mogambique entre 2010-2015 (FAO, 2017b).



2.1.2. Cultivo de tilapia
Os tildpias sdo ciclideos representados por mais de 70 espécies, porém apenas quatro espécies sao

destacadas na piscicultura mundial: a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), a tildpia de Mocambique
(Oreochromis mossambicus), a tilapia azul ou aurea (Oreochromis aureus) e a tilapia de Zanzibar
(Oreochromis urolepis hornorum). A tilapia do nilo é a espécie mais cultivada no mundo (Pinto, 2006).
A tilapia de Mocambique é euraliana adaptada a uma faixa muito grande de salinidade (Uchida et al.,
2000), cresce melhor em ambientes salinos do que de agua doce (Suresh & Lin, 1992). As tilapias

contribuem significativamente na seguranca alimentar nas zonas rurais (EI-Sayed, 2013).

Em mocambique as tilapias sdo as espécies mais importantes na piscicultura de dgua doce (Boane,
2008), O. mossambicus é a espécie mais cultivada, sendo também cultivada em &guas salobras das
regides costeiras do Pais. Maior parte dos piscicultores de subsisténcia cultiva hibridos de Oreochromis
niloticus X O. mossambicus (FAO, 2017b).

Os produtores locais consistem em média uma familia por tanque, muitos estdo localizados na
provincia de Manica, Niassa, Tete, Sofala e Zambézia. De acordo com a FAO (2017b), no periodo de
2010-2015, as tilapias contribuiram em uma boa parte do peixe de aquacultura (Fig. 3), em 2014 e 2015
contribuiram em 87.3% e 99.1% respectivamente (FAO, 2017).
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2.2.Doencas na piscicultura

As doencas constituem um constrangimento para o desenvolvimento e sustentabilidade da aquacultura
tanto do ponto de vista social como do ponto de vista econdmico (Idowu, et al., 2017). Os custos da
producdo sdo acrescidos atraves do investimento perdido devido a morte dos animais cultivados, custos
de tratamento, perda de qualidade e quantidade de carne. Tendo em conta a esses impactos e o facto de
que muitas doencas estdo a emergir, a industria de aquacultura enfrenta mais desafios para garantir o
desenvolvimento sustentavel. Os peixes saudaveis possuem resisténcia adequada contra doengas,

podendo se adaptar "as alteragdes moderadas ambientais e desenvolver resisténcia (Idowu et al., 2017).

Antes da doenca se desenvolver no sistema de cultivo, factores ligados a patologia sdo envolvidos, tais
como: a presenca de um patdégeno no ambiente de cultivo, baixa resisténcia do peixe e condi¢cGes
ambientais da dgua desfavoraveis. Nos tanques quando as cargas de patdgeno aumentam através dos
factores externos, acima dos quais a resisténcia do peixe é afectada o peixe torna-se vulneravel "as

infeccdes e doencas. (Idowu, et al., 2017).
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Existe dois tipos de doencas que afectam os peixes, doengas infecciosas e doencgas ndo infecciosas.
Doencas infecciosas sdo causadas por agente biolégico — organismo patogénico presente no ambiente
de cultivo ou trazido por outros peixes. Os peixes tornam-se vulnerdveis a doengas quando sdo
estressados (anormalidade ambientais, deterioracdo da qualidade de &gua, alimentacdo ndo balanceada
ou lesbes no corpo), pois o estresse enfraquece a resisténcia natural do peixe (Idowu, et al., 2017).

As infeccBes podem ocorrer internamente ou externamente afectando os tecidos, 6rgéos, e outras partes
do corpo. As doencas infecciosas podem ser parasitérias, bacterianas, virais e fungicas (Idowu, et al.,
2017). As bactérias usualmente estdo presentes no ambiente aquatico, se tornam problema quando os
peixes sd0 expostos a agentes estressores, podem ser benéficas, neutras, patogénicas obrigatdrias ou
oportunistas (Al-Sunaiher et. al., 2010), pelo que o papel bacteriano no tanque também pode variar

pelo facto de ser patdgeno primario ou invasor oportunista (Idowu, et al., 2017).

As doengas bacterianas s8o0 muitas vezes infeccdes internas, mas também podem ser externas que
podem resultar de manipulacdo brusca e da infecgdo parasitaria (Idowu, et al., 2017). As bactérias
podem ser introduzidas na farma piscicola através das fontes alimentares naturais ou artificiais ou
atraveés da transmissdo vertical dos reprodutores (Al-Sunaiher et. al., 2010). As estirpes de bactérias
para causar doenca, devem ser virulentas e patogénicas para o hospedeiro, por outro lado a carga

bacteriana total deve ser superior a concentragdo critica no meio ambiente (Manna, 1998).

Entre as infecgdes bacterianas comuns nos peixes encontra-se columnariose (Flexibacter columnaris,
furunculoses (Aeromonas salmonicida salmonicida), granuloma de piscina (Mycobacterium marinum)
e vibrioses (Vibrio sp), (Idowu, et al., 2017). Na tabela 1 estdo listadas as bactérias responsaveis por

doencas nos peixes e 0s principais sintomas.

As infeccOes bacterianas sdo a maior causa de morte de peixes cultivados, geralmente as bactérias da
familia Vibrionaceae sdo as que afectam mais os peixes e shellfish. Comummente sdo isoladas de
ambientes marinhos, estuarino e de agua doce, e que 0 seu rapido crescimento domina a flora

bacteriana do plancton e intestinal dos peixes (Al-Sunaiher et. al., 2010).

Estas bactérias podem causar vibrioses tanto em peixes de agua salgada como agua doce (El-Sayed,

2006). Algumas espécies (V. vulnificus, V. fluvialis) sdo responsaveis por mortes de peixes em tanques
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de aquacultura. Vibrio cholerae e Vibrio paramaemolyticus também tém sido isolados em peixes (Chen
et al., 2006).

Espécies de Vibrio tais como V. vulnificus, V. tubiashhi, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, e outras
espécies sdo oportunistas de peixes (West, 2012). V. alginolyticus é particularmente virulento para os
peixes e responsavel por danos substanciais em maricultura (Jun et al., 1999). V. cholerae (non-O1 e
0139) tem sido isolada em tilapias do nilo doentes (Dong et al., 2015), em Plecoglossus altivelis no
Japdo, no goldfiish, nos tubardes (Austin e Austin, 2007) e nos peixes ornamentais (Austin, 2009).
Vibrio paramaemolyticus foi associado a mortalidades de Aphanius iberus, Chanos chanos (Austin,
2009).

V. harveyi é um sério patégenos de organismos aquaticos, principalmente camardo. Mas ja foi isolado
em peixes na Asia e na América do Sul (Austin e Zhang, 2006). V. algynolitcus esta associado a
doencas de varios animais marinhos incluindo peixes, crustaceos e moluscos (Balebona et al., 1998;
Kahla-Nakbi et al., 2006; Mustapha et al., 2013) e € considerado um dos agentes patogénicos mais
perigosos na aquicultura marinha causando perdas graves entre um grande nimero de espécies de

peixes e mariscos (Austin, 2009).
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Tabela 1: Principais agentes bacterianos que causam doengas em peixes.

Bactéria

Doenca/sintomas tipicos

Aeromonas salmonicida,

Furunculose

A.salmonicida, atypical strain

Eritrodermatites

A. hydrophila

Septicemia hemorrégica, lesdes na pele, hidropisia (perda de
escamas, distin¢do do abdomen, acumulacdo do fluido
vermelho, letargia,

Vibrio anguillarum, Vibrio spp.

Vibriose, letargia, perda de apetite, natacdo erratica,
exoftalmia

Yersinia ruckeri

Doenga entérica da boca vermelha

Renibacterium salmoninarum

Doenca renal bacteriana

Edwardsiella tarda

Hemorragia, septicemia

E.ictaluri

Septicemia enterica do bagre de canal

Flexibacter columnaris

Colunariose

Pseudomonas spp.

Septicemia, hemorragia, doenca de olhos

Nocardia spp.

LesGes granulomatosas

Mycobacterium spp.

LesGes granulomatosas

Staphylococcus aureus

Doenca de olho

Clostridium botulinum

Botulismo

Fonte: Manna,1998; Huicab-Pech et al., 2017

2.2.1. Doencas em tilapias

As doencas em tilapias tem merecido uma atencdo especial devido a expansdo da tilapicultura, ao
aumento do uso dos sistemas de cultivo intensivos que podem aumentam as chances da ocorréncia de
doencas, ao aumento da consciéncia publica sobre o papel do cultivo dos peixes na propagacao de
zoonoses, ao aumento da preocupacdo publica sobre a proteccdo ambiental, ao aumento global da

exportacao e importacdo de tilapia com padrées de alta qualidade (EI-Sayed, 2006).

As tildpias sdo peixes robustos com uma boa resisténcia a infec¢des bacterianas quando sdo mantidas
em ambiente adequado. Contudo, os sistemas de cultivo, o estresse resultante das préaticas de
manuseamento improprias, exposicdo a baixa qualidade de agua, alta densidade de estocagem que
requerem altas taxas de alimentacdo ou temperaturas fora da faixa Optima podem impactar doencas
bacterianas em tilapias (Plumb e Hanson, 2011). Varias bactérias estdo implicadas nas doencas das
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tilapias, tais como Aeromonas, Pseudomonas, Vibrio, Streptococcus, Staphylococcus, Mycobacterium e
Flexobacter (EI-Sayed, 2006).

2.2.1.1.Vibrioses em tilapias
Vibrios sdo bactérias Gram negativas, encurvadas, moveis com um unico flagelo polar, anaerébicas

facultativas, fermentadores, catalase e oxidase positivas, usualmente sensiveis a vibriostaticos 0/129,
muitos requerem cloreto de sddio para crescer. Habitam naturalmente o ambiente marinho podem-se
encontrar na coluna de agua, nos sedimentos, plancton e em associa¢des simbidticas com organismos
aquaticos incluindo crustaceos, peixes e bivalves (Austin, 2009; West, 2012), e sdo comensais no
intestino dos peixes (Gomathi et al., 2013). Estes microrganismos podem penetrar e estabelecer uma
infeccdo através da pele, guelras ou trato gastrointestinal (Ringo et al., 2010).

Vibriose é uma das doencas mais prevalecente em peixes e outros animais aquaticos cultivados e é
responsavel por mortes em sistemas de cultivo no mundo. Varias espécies de virbios sdo reconhecidas
na piscicultura pela sua habilidade de causar doencas nos peixes, principalmente nos estagios larvais e
podem liderar a mortalidade de toda a populacdo de peixes cultivados (Al-Sunaiher et. al., 2010),

causando perdas economicas significativas na comercializacdo do pescado (West, 2012).

Os vibrios podem ser um perigo sério para a saude das tilapias cultivadas. Tém sido reportados, com
indices de infeccdo variados. A susceptibilidade das tilapias "a vibrioses depende da espécie de tilapia,

espécie e estirpes cepas de bactérias, condi¢cbes ambientais e sistemas de cultivo (EI-Sayed, 2006).

Geralmente na agua salgada V. anguillarum e V. vulnificus estdo associados a doencas em tilapias,
enquanto na agua doce geralmente tem sido V. mimicus (Plumb e Hanson, 2011). A mortalidade de
tilapias infectadas é usualmente cronica com perdas diarias relativamente baixas (Plumb e Hanson,
2011).

Espécies como V. vulnificus, V. harveyi e V. mimicus tem sido isoladas nas tilapias vermelha, azul e
hibridos cultivadas em gaiolas na dgua salobra, 0s peixes apresentam lesdes em peixes e altas taxas de
mortalidade (El-Sayed, 2006). Os sintomas da infec¢do pelos vibrios podem ser necrose intestinal,
anemia, hemorragias no masculo, acumulacdo do liquido na bexiga-natatéria (Chatterjee e Haldar,
2012). Na tilapia mocambicana, os sintomas podem ser anorexia, movimento vertical com uma
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respiracdo violenta. A dose letal (LDso) em O. mossambicus ¢ de 10%-10° ufc/peixes (Raj et al., 2010).
Muitos vibrios patogénicos sdo oportunistas no ambiente natural, podendo causar doenca quando 0s
peixes sdo sujeitos ao estresse (Sharma et al., 2014).

As bactérias do género Vibrio, frequentemente causam septicemias nas tilapias, geralmente
acometendo peixes com a resisténcia comprometida apds estresses associados a0 manejo ou a
problemas de qualidade de &gua (Kubitza, 2008). Os vibrios sdo indigenas do ambiente marinho e
estuarino, comumente associados a peixes e crustaceos. A maioria é mesofila e abundante nas épocas
quentes. A distribuicdo das espécies de Vibrio é fortemente afectada pelo pH, salinidade, temperatura
bem como a disponibilidade de nutrientes (Thompson et al., 2004).

2.3.Zoonoses transmitidas por peixes

A saude dos peixes e o controlo de doengas nos ultimos anos s&o revisados em integracdo com a
proteccdo ambiental, controlo da poluicdo, saide humana, tecnologia de aquacultura, saneamento das
instalacbes de cultivo, diagnostico e tratamento de doencas dos peixes cultivados, formulacéo e
implementacdo de medidas de controlo reguladoras para controlar a propagacdo de doencas (EI-Sayed,
2006).

Zoonoses sdo doencas infecciosas de animais capazes de serem transmitidas para o homem. As
Infecgdes nos humanos, causadas por microorganismos transmitidos por peixe ou ambiente aquatico,
tém sido frequentes, dependendo da época do ano, contacto do paciente com o peixe ou ambiente,
habitos alimentares e do estado imunoldgico do individuo exposto. O facto de o peixe estar envolvido
na veiculacdo de doencas para 0os humanos € datado desde ha muito tempo. Por exemplo, na década de
50 do século XX, foi evidenciado que a endemicidade da célera estava relacionada com o consumo de
peixe “hilsa” (Hisa fish) na India. Na Tailandia os casos de colera foram relacionados muitas das vezes
com o consumo de peixe cruo. Também a colera foi associada ao consumo de peixe salgado, sardinhas
no Oceano Pacifico; o consumo do peixe seco na Tanzania foi relacionado com o risco de colera. Na
Nigéria, casos de infeccdo foram registados em individuos que manuseavam e processavam 0 peixe
(Halpern e Izhaki, 2017).
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O potencial da contaminacg&o bioldgica dos produtos de aquacultura pode ocorrer atraves das bactérias,
virus, parasitas e biotoxinas. A localizacdo da farma, as espécies a serem cultivadas, a temperatura de
agua, sistema de cultivo, processamento pds-colheita, habitos na preparacdo de alimentos e consumo
sdo entre os principais factores que influenciam o risco de salde humana associado aos animais
aquaticos e seus produtos. A fonte das infeccbes zoonéticas pode ser por contacto com animais
aquaticos ou seus derivados ou por ingestdo de produtos aquaticos contaminados, crus ou mal cozidos
(Haenen et al, 2013).

Os patdgenos podem ser indigenas ao ambiente aquatico ou ocorrem como resultado de contaminagdo
do meio ambiente devido a localizacdo das farmas em locais contaminadas, 0 uso de excretos como
fertilizantes, efluentes fecais oriundos de dejectos humanos (Haenen et al, 2013). Os peixes jogam um

papel importante na transmissao de agentes patogénicos para 0s humanos (Praveen et al., 2016).

Vibrios sdo naturalmente activos nos ambientes estuarinos e nos oceanos (Harvell et al., 1999). A
actividade humana também contribui na carga de patdgeno nos oceanos, primeiramente atraves de
descarga de efluentes municipais e dejectos humanos e animais. Nas aguas costeiras 0s patogenos
podem persistir e infectar os humanos através do consumo do peixe contaminado (Harvell et al., 1999).
A maior abundancia dos vibrios no ambiente aquéatico conduz a sua presenca nos produtos de pesca,
especialmente nas regides temperadas e tropicais. A provavel abundancia no pescado cruo faz destes
produtos um dos veiculos apropriados para sua disseminacdo e objecto de estudo para a seguranca de
alimento (Paydar, 2013).

2.3.1. Vibrioses nos humanos
Os vibrios sdo desde a muito tempo relacionados com doengas em humanos, principalmente por

estarem envolvidos nos casos de diarreias. Cerca de 12 espécies de bactérias do género Vibrio sdo
patogénicas para 0 homem, V. cholerae, V. mimicus, V. fluvialis, V. parahaemolyticus, V. alginolyticus,
V. cincinnatiensis, V. hollisae, V. vulnificus, V. furnissii, V. damsela, V. metshnikovii, e V. carchariae
(Drake et al., 2007). As espécies V. cholerae, V. parahaemolyticus, V. vulnificu e V. mimicus, sao

espécies comummente relacionadas com diarreias e infecgdes em humanos (Drake et al., 2007).

V. cholerae
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V. cholerae, é agente causador da colera, habita no ambiente aquético, a sua proliferacdo esta associada
principalmente a crustaceos (Senderovich et al., 2010). Os peixes também sdo considerados como
reservatorios e vectores de V. cholerae (Senderovich et al., 2010). A cdlera é transmitida pela ingestao
de alimentos ou &gua contaminada (Traoré et al., 2014). Segundo Senderovich et al. (2010), a célera
também esté associada ao consumo de peixe salgado, sardinhas, peixe seco e outras dietas de peixes em
diferentes partes do mundo. Estudos mostram que varias espécies de peixe contém V. cholerae no seu

trato digestivo (Senderovich et al., 2010).

O ambiente estuarino é propicio para a sobrevivéncia e persisténcia do V. cholerae (Traoré et al.,
2014). Célera é doenca diarreica que ameaca a vida, continua a matar milhdes de pessoas anualmente.
Existem varios serotipos de V. cholerae, mas apenas os serotipos O1 e 0139 estdo relacionados com
epidemias e pandemias. Os serotipos Non-O1 e Non-O139 estdo associados a gastroenterites ndo
endémicas. Geralmente os sintomas associadas a doenca consistem em diarreia, colicas abdominais,
febre, com vomitos e nauseas, aparecimento de sangue e muco nas fezes (Senderovich et al., 2010). Os
serotipos non-O1/non-0139 podem causar diarreia e infec¢fes extra-intestinais em humanos (Traoré et
al., 2014). Os genes ctxA e zot, responsaveis pela producdo da toxina tém sido identificados V. cholerae

proveniente de d&guas marinham (Austin, 2009).

V. parahaemolyticus

V. parahaemolyticus € um patdgeno humano que pode causar gastroenterites devido a ingestdo de
pescado cruo ou mal cozido contaminados. Devido a sua abundancia no pescado tem maior implicacéo
na comercializacdo do pescado (Paydar, 2013; Austin, 2009). Os factores de viruléncia sdo proteases,

B-hemolisina, adesinas e expressa genes de viruléncia de V. cholerae (Austin, 2009).

Vibrio vulnificus

Vibrio vulnificus € uma bactéria Gram negativa, mdvel, encurvada em forma de bastonete. Possui um
flagelo polar. Tem capacidade de fermentar a lactose, habita ambiente estuarino. E capaz de causar

septicemia, infeccBes sérias nas feridas e muitas vezes severas (Strom e Paranjpye, 2000).
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As infeccbes podem ser adquiridas através do consumo produtos de pesca cruos ou mal cozidos ou
através do contacto com agua. Tem sido isolado em &guas onde a temperatura ronda entre 9-31°C,
prolifera-se em meses em que a temperatura excede 18°C (Strom e Paranjpye, 2000). Pode ser isolado
em agua com salinidade que varia de 1ppm a 34 ppm, sendo que a salinidade éptima é de 15-25 pp. A
salinidade superior a 25 ppm afecta a sobrevivéncia desta bactéria. Segundo Strom e Paranjpye (2000).

V. vulnificus podem se encontrarem nos sedimentos mas sob forma néo cultivavel.

Sdo reconhecidos dois biotipos de V. vulnificus (Dalsgaard et al, 1999; Strom e Paranjpye, 2000),
sendo que o bidtipo 1 ¢é indol e ornitina positivos, geralmente esta associado a moluscos bivalves e
biétipo 2 é indol e ornitina negativos, relacionado com doencas em vertebrados marinhos, podendo
causar perdas significativas e ambos sdo responsaveis por doencas em humanos (Strom e Paranjpye,
2000).

V. vulnificus é um patégeno emergente, detectado pela primeira vez em 1964 nos EUA. E um
importante patdgeno em idosos, imunocomprometidos, em diabéticos (Shikongo-Nambabi et al.,
2012), e em individuos com problemas de figado (Strom e Paranjpye, 2000). A bactéria é mais
prevalente no verdo quando as temperaturas atingem 26-29°C (Shikongo-Nambabi et al., 2012).

Segundo Austin (2009), os casos relacionados com esta bactéria em humanos estdo a aumentar.

V. alginolyticus

E cosmopolita encontrando-se distribuido principalmente em &guas do mar e estuarinas, sendo que o
aumento da temperatura como resultado de aquecimento global tem contribuido na sua disseminacao
bem como no aumento da frequéncia deste patdgeno durante todas as épocas do ano (Sganga et al.,
2009; Gomathi et al., 2013).

Encontra-se livre na agua e nos sedimentos, podendo sobreviver no ambiente com estresse de
nutrientes. E flora normal dos moluscos filtradores, e também tem sido isolado em peixes e varios
produtos de pesca. E mais halofilico que V. cholerae. Estudos mostram que contém alguns genes de V.
cholerae e de V. parahaemolyticus. V. alginolyticus, bioquimicamente diferencia-se de V.

parahaemolyticus pelo facto de fermentar a sacarose (Mustapha et al., 2013).
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Tem sido isolado em amostras clinicas, causando infecgdes sérias em individuos vulneréaveis tais como
idosos e individuos imunodeprimidos (Mustapha et al., 2013). Geralmente esta associado a infecgdes
nas feridas, no ouvido, gastroenterites e septicemias, intoxicacdo dos alimentos, hemorragias, ulceras
na pele e causa danos econdomicos enormes. InfeccBes relacionadas com V. alginolyticus incluem
diarreia em pacientes com AIDS, conjuntivites, infeccdo carinal pds traumatica (Gomathi et al., 2013,
Mustapha et al., 2013).

Além disso causa infecgdes sistémicas em individuos imunocomprometidos, com queimaduras
profundas, ou individuos que abusam o alcool. E também importante na deterioracdo de pescado
produzindo histaminas através da descarboxilacdo de histidina. As estirpes patogénicas de V.
alginolyticus contem colagenase e genes ToxR (Shikongo-Nambabi et al., 2012).

Outros vibrios

V. mimicus assemelha-se a V. cholera porém, V. mimicus ndo produz acido a partir de sacarose e €
negativos ao teste de VVoges—Proskauer. E responsavel por, febres, diarreias, nauseas, vomitos e colicas
abdominais em humanos (Davis et al., 1981; Lee et al., 2002). E uma bactéria nfo halofilica que pode
causar episodios esporadicos de gastroenterite aguda e infec¢bes no ouvido. Produz uma enterotoxina
VMH, termolabil, e uma hemolisina termoestavel, Vm-TDH que causa disenteria (Silveira et al.,2016).
V. harveyi é de vida livre na coluna de agua e no intestino dos animais marinhos (Ransangan et al.,
2012).

V. fluvialis € uma bactéria halofilica, comummente reconhecida por causar gastroenterites e infeccdes
extra-intestinais (bacteriemia, infeccdo do tracto biliar), principalmente em imunocomprometidos. E
transmitido por alimentos. Tem sido isolado em agua doce bem como salgada, fezes humanas, fezes de
animais, esgotos e produtos de pesca (Bhattacharjee et al., 2010; Igbinosa e Okoh, 2010; Ramamurthy
et al., 2014). V. cincinnatiensis é uma bactéria halofilica e tolera 6% de NaCl, mas ndo tolera 8%. As
colonias sdo amarelas em TCBS (Thiosulfate-citrate-bile salts-sucrose) Agar (Brayton et al., 1986). V.
hollisae raramente cresce em TCBS. Causa gastroenterite aguda ap0s a ingestdo de mariscos crus ou

mal cozidos, também causa bacterémia (Shorr et al., 1997).
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V. furnissii € uma bactéria semelhante a V. fluvialis, porém diferem-se pelo facto de produz gés ao
fermentar aglcares. Tem sido isolado em amostras clinicas. Causa gastroenterites, produz citolisina e
hemolisina como factores de viruléncia. Geralmente a doenga ocorre depois de ingestdo de mariscos
cruos ou mal cozidos ou depois de estar em contacto com agua do mar ou estuarina (Derber et al.,
2011). V. damsela é um patdgeno oportunista, causa infec¢fes nas feridas. Tem sido isolado em peixes
como damselfish, tubardo, tartaruga marinha (Fouz et al., 1992). V. metshnikovii causa peritonites e
bacterémia, os factores de viruléncia estdo associados a pesenca de hemolisinas e verotoxinas. Tem

sido isolado nos peixes. V. carchariae tem sido isolado em feridas nos humanos (Austin, 2009).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1.Descricdo da Area de Estudo

O distrito de Inhassunge situa-se na regido sul da provincial da Zambézia, entre paralelos 16° 52” 30” e
18° 11’ 30” Sul ¢ o meridiano 18° 03’ 30*” e 36° 58’ Leste. Possui um potencial em termos de area para

aquacultura em estimado em 743 hectares (Fig. 4).

E neste distrito onde esta instalada uma das maiores farmas cuja sua actividade principal é o cultivo de
camardo marinho, também tem se dedicado ao cultivo da tilapia O. mossambicus na dgua salobra como

actividade secundaria (Mabote, comunicacéo pessoal, 2017).
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Figura 4: Mapa do Distrito de Inhassunge ilustrando potenciais areas de aquacultura (coloracédo
esverdiada).
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3.2. Tamanho de amostra
O tamanho da amostra foi determinado com base na seguinte formula:

Z?xP N
n= xProx (Fontelles et al., 2010)
e2x(N-1)+2Z2xPxQ

Onde: Z = Nivel de Confianca (95%); P = Quantidade de Acerto esperado (95%); Q = Quantidade de
Erro esperado (5%); N = Populacdo Total (Estimada 600 peixes); e = Nivel de Precisdo (5%)

3.3. Condigoes de cultivo e Monitoramento dos parametros ambientais

De acordo com os registos da farma o tanque foi calado com o6xido de célcio (CaO) na quantidade de
50kg/ha, ndo foram usados antibidticos durante o cultivo. Os peixes eram alimentados com ragéo
balanceada. Estes parametros do ambiente de cultivo foram monitorados duas vezes ao dia pela farma,
e foram considerados os valores médios. Ndo houve renovacdo de agua antes e durante o periodo de

estudo.

3.4. Coleta de amostra

No periodo em que decorreu o estudo os peixes estavam sendo cultivados em hapas instaladas num
tanque escavado de 800 m? com peixes de varias idades, entre alevinos, juvenis de e adultos, a
densidade de estocagem foi de 5-8 peixes por m?. Com auxilio de um puca de mao foram pescados 65
peixes de peso compreendido entre 50-120 gramas nos meses de Abril e Junho de acordo com a tabela
1. O tamanho da amostra e o calendario de amostragem foram condicionados por capacidade do
laboratério, disponibilidade de reagentes e meios de cultura. Os peixes foram colocados
individualmente em plasticos estéreis previamente codificados (data e codigo de amostra) e
acondicionados em caixas térmicas contendo blocos de gelo foram transportadas imediatamente até ao
laboratério do Instituto Nacional de Inspec¢do do Pescado - Zambézia (INIP) para analise. Onde foram

tirados os dados comprimento total, comprimento padrdo e pesos individuais dos peixes.
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Tabela 2: Plano de amostragem

Data de amostragem  NUmero de peixes

Hapal Hapa2 Hapa3
16/04/2016 7 7 6
30/04/2016 5 5 5
04/06/2016 5 5 5
20/06/2016 5 5 5
Total 65

3.5.Analises microbioldgicas
3.5.1. Preparacao e enriquecimento da amostra

A preparacdo de amostra decorreu numa bancada de aco inox previamente desinfectada com etanol a
70% e ao redor da chama de bico de Blsen para evitar a contaminacdo (PTM 05, 2015). Os peixes
foram sacrificados através da comocdo cerebral, de seguida foram banhados com etanol a 70% de

forma a reduzir flora bacteriana ndo desejada.

Foram colhidas assepticamente 20 gramas do musculo incluindo o cérebro do peixe para uma bolsa de
“stomcacher” esteéril e adicionou-se 200 ml de agua alcalina peptonada (APA) com pH= 8.6 +0.2 (Fig.
5) e foi colocada em incubadora a 41.5+0.5°C durante 18+2 horas para o enriquecimento dos vibrios,
de acordo com (PTMO5, 2015).
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C: Retirada do cérebro do peixe D: Pesagem e adicdo de APA

Figura 5: Fases de preparacdo e enriquecimento da amostra.
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3.5.2. Isolamento das bactérias

Apos a incubacdo, foram seleccionadas as bolsas com multiplicacdo bacteriana, indicada pelo aumento
da turbidez do meio, onde foi retirado o indéculo com auxilio de al¢a bacterioldgica de niquel-cromo e
semeado na superficie do meio de cultura agar TCBS (Ortigosa et al., 1994; Baffone et al., 2005;
Kahla-Nakbi et al., 2006; Noriega-Orozco et al., 2007), contido em placas de Pectri de 90mmx15mm
em triplicados previamente identificadas e incubados a 37+1°C durante 24+3horas.

O agar TCBS agar ¢ um meio ideal para o isolamento selectivo e purificacdo de vibrios. As estirpes
capazes de usar sacarose formam colénias amarelas e as que ndo conseguem formam coldnias verdes
(Thompsom et al., 2004). Apds o periodo de incubagéo, todas as colonias amarelas, verdes e verde-
azuladas foram transferidas para o Nutriente agar e incubadas a 37°C+1°C durante 18+2 horas.

3.5.3. Identificacdao das espécies de bactérias
A identificagdo das bactérias foi feita através do teste bioquimico APl 20E e outros testes

complementares (motilidade, oxidase, catalase, crescimento em diferentes concentragcbes de sal,
oxidacdo fermentativa)., retirou-se o inoculo das colonias frescas (18+2 horas) provenientes de

Nutriente agar para a realizacao dos testes.

3.5.3.1.Teste API 20E
API 20E é um conjunto de testes bioquimicos que visa identificar as espécies de enterobactérias. Foi
realizado conforme as indicacfes do fabricante. As espécies foram identificadas com base nos codigos

fornecidos pelas combinagdes dos resultados de testes bioquimicos obtidos.

3.5.3.2.Testes bioquimicos complementares de identificacéo
Teste da catalase

A catalase (hidroperoxidase), € uma enzima intracelular pertencente a subclasse das enzimas
oxirredutases, que usam o peroxido como receptor e doador de electrdes. Actua sobre a 4gua oxigenada
desdobrando-a em oxigénio e agua. O teste consiste na deteccdo da enzima catalase produzida por
bactérias. A reaccdo positiva caracteriza-se pelo borbulhamento ou efervescéncia ocasionados pelo

oxigénio molecular liberado na reaccao da catalase (Silva et al, 2003).
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Uma gota de solugdo aquosa de peroxido de hidrogenio a 3% (v/v) foi depositada numa placa de Pectri
e em seguida, com auxilio de alca de platina-niquel, colénias crescidas em Nutriente agar durante 37.0
+1°C 18+2 horas, foram colocadas sobre a gota. As colonias que apresentaram bolhas de ar foram
consideradas catalase positiva, isto é, possuidores de enzima catalase.

Teste de Oxidase: citocromo-oxidase

O teste é baseado na producéo intracelular da enzima oxidase pelas bactérias. Distingue bactérias nao
fermentadoras (oxidase positivas) de bactérias fermentadoras (oxidase negativas) (Brasil, 2004b). Para
0 teste de oxidase foram usadas fitas de oxidase, e foi feito de acordo com as instrucdes do fabricante,
onde as colénias foram espalhadas com auxilio de alga bacteriologica de platina-niquel. O
desenvolvimento de coloracdo azul intensa foi observada por aproximadamente 30 segundos,

caracterizando teste positivo.

Teste de Motilidade

A prova da motilidade indica indirectamente a existéncia de flagelos. Ndo € uma prova bioguimica
propriamente dita, mas indica uma caracteristica fisioldgica, que auxilia a identificacdo das bacterias
(UFBA, 2005; Paydar, 2013; Meyer, 2000).

A prova foi efectuada com a inoculacdo em linha recta, em 2/3 de um meio semi-sélido (produzido no
laboratdrio com base na composicao de Nutriente Agar), através de técnica de punctura (com agulha).
Foram consideradas positivas as estirpes que apresentaram o crescimento difuso, além da linha de

inoculacéo e, negativas quando os microrganismos ficaram restritos "a linha de inoculagéo.

Crescimento em diferentes concentracdes de sal

Os vibrios tém capacidade de crescerem em diferentes concentracfes de sal, sendo que a tolerancia
depende de cada espécie. Usando alca bacteriologica, cada cultura foi inoculada em tubos de ensaio
contendo 10 ml de caldo triptone a 0%, 3%, 6%, 8% e 10% de NaCl (Noriega-Orozco et al., 2007), e
incubou-se a 37.0 £1°C durante 24 £3 horas. Apds este periodo fez-se a leitura sendo que os tubos que
apresentavam turbidez foram considerados positivos e os que ndo evidenciavam o crescimento foram

considerados negativos.
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Teste de Oxidacéo e fermentacgdo

E usado para verificar a capacidade do microrganismo em utilizar os carbohidratos pela via oxidativa
ou fermentativa. E utilizado para diferenciar bacilos Gram negativos quanto ao tipo de metabolismo de
carbono utilizado. O indicador de pH, usado no meio, é o azul de bromotimol. O teste foi realizado em
dois tubos segundo as instruces do fabricante do “OF Medium” (BioMérieux). Onde transferiu-se
colénias provenientes de uma cultura de 18+2 horas em nutriente Agar com auxilio de uma alca
bacterioldgica para tubos de ensaios contendo “OF Medium” e incubou-se durante 24+3 horas a 37.0 £
1.0 °C. Apos este periodo fez-se a leitura tendo em conta as reacgdes apresentadas em cada par de
tubos. Os pares que apresentaram, além do crescimento bacteriano, a mudanca da cor do meio nos dois

tubos foram considerados como OF positivos.

Teste de Hidrolise de esculina

O teste de esculina serve para isolar e identificar bactérias capazes de hidrolisar esculina na presenca da
bile. Algumas espécies do género Vibrio tém a capacidade de hidrolisar esculina (Choopun et al.,
2002). Com auxilio de alca de platina-niquel sem argola, inoculou-se nos tubos de ensaios contendo
Bile esculina agar e incubou-se durante 24 +3 horas durante 37°C+1 °C, os tubos negativos foram re-
incubados durante 48 +4 horas. Os tubos positivos apresentam uma cor castanho-escuro a preto que

difunde-se na inclinacéo.

Prevaléncia de Vibrio em tilapias

A prevaléncia das bactérias isoladas foi calculada de acordo com Tao et al (2012). A prevaléncia é a
frequéncia relativa de peixes cujos foi confirmada a presenca de bactérias espécies de Vibrio, de acordo

com a formula abaixo indicada.

o numero de peixes infectados
% Prevaléncia = — - - x100
numero total de peixes examindados
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3.6.Analise de dados

Os dados foram introduzidos num programa estatistico Excel. Calculou-se as frequéncias relativas dos
peixes infectados. Também foram calculadas as médias dos valores de parametros fisico-quimicos no

ambiente de cultivo (temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade).
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4. RESULTADOS
4.1.Condigdes de cultivo e dados biométricos dos peixes

Os dados da temperatura, oxigénio dissolvido e salinidade durante o periodo de amostragem estdo
sumarizados na tabela 3. Os peixes analisados tinham em média o comprimento padrdo 12.92 +1.43
cm, o comprimento total 15.44 +1.68 cm e peso individual 69.86 + 18.06 g.

Tabela 3: Pardmetros ambientais da agua no tanque de cultivo.

Meses Temperatura (°C) | Salinidade (ppm) | Oxigénio dissolvido (mg™)
Abril | 27.8+1.4 14.1+3.0 6.1+0.6
Maio | 27.9£3.6 22.6+1.6 6.6+0.7
Junho | 25.9+£3.5 25.2+1.4 6.1+0.9

& Média + desvio padrao

4.2.1solamento e identificacéo das bactérias do género Vibrio spp:

Entre os peixes examinados, nenhum apresentou sinais de doenca. Foram identificadas as seguintes
espécies de vibrios: V. alginolyticus, V. vulnificus, V. mimicus e V. fluvialis. Além destas bactérias
foram também identificadas Aeromona salmonicida salmonicida e Shewanella putrefaciens. Na tabela

4 estdo descritas as caracteristicas bioquimicas das espécies de bactérias isoladas neste estudo.
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Tabela 4: Caracteristicas bioquimicas das bactérias isoladas.

Tipo de teste V. alginolyticus . o o A. salmonicida )
V. vulnificus V. mimicus V. fluvialis o S. putrefaciens
salmonicida
Colonias Amarelas Verde, amarelo | Verde Verde Verde palido Verde
esverdiado
Oxidase + + + + + +
Catalase, + + + + + +
OF - - + - -
Hidrolise de
- -+ - - + +
esculina
0 - - + + -
3 + + + + +
[ NaCl] 6 + + - + +
8 + - - + -
10 - - - - -
TSI VIV VIA A/A VIA
Motilidade + + + + + +
API 20E 4042125 (1)
0146005(1)
4142124 (3) 50102104 3000105 00461004 0400004
5146105 (9)
4146125 (4)
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4.3.Prevaléncia de Vibrio spp em tilapia Oreochromis mossambicus

A prevaléncia total de bactérias do genero Vibrio isoladas em tilapia Oreochromis mossambicus foi de
38.5%. Entre as espécies de vibrios identificadas, a prevaléncia de V. vulnificus foi de 15.4%, V.
alginolyticus (12.3%), V. fluvialis (7.7%) e V. mimicus (3.1%), conforme a figura 3.

18.0 -
16.0 _ 15.4

14.0 -
12.3

12.0 -

10.0 -

7.7
8.0 -

Prevaléncia %o

4.0 - 3.1

2.0 -

0.0
V. alginolyticus V. vulnificus V. mimicus V. fluvialis

Figura 6: Prevaléncia de espécies de bactéria do genero Vibrio isoladas de Oreochromis mossambicus
cultivada em agua salobra.
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5. DISCUSSAO

Os peixes examinados na presente pesquisa ndo apresentaram sinais de doenga. Este facto
provavelmente pode ser explicado pela qualidade da &gua, alimentacdo, maneio e densidade de
estocagem que foram adequadas para o cultivo de O. mossambicus. A alimentacdo regular com racao
balanceada, a estocagem de 5-8 peixes/m?, os pardmetros ambientais tais como a temperatura,
salinidade e oxigénio dissolvido monitorados foram adequados para o cultivo da tilapia mog¢ambicana
(tabela 3), o que teré contribuido para que os peixes ndo desenvolvam sintomas de doenca. As espécies
de bactérias identificadas neste estudo sdo as mesmas encontradas por Zago (2012), estas bactérias
normalmente habitam os sistemas aquaticos e convivem em pleno equilibrio com os peixes, até o
momento em que algum disturbio ambiental ou pressdo de maneio os predispde ao ataque de
organismos patogénicos. Younes et al. (2016), afirmam que as cargas bacterianas na agua do cultivo e
nos sedimentos dependem da qualidade de agua e influenciam no desenvolvimento das doencas.
Quando a carga microbiana é baixa pode ser tolerada pelas tilapias. A carga bacteriana nos peixes
também contribui na patogenicidade das bactérias. Contudo, nesta pesquisa as coldnias de bactérias ndo
foram quantificadas. Younes et al. (2016), ao estudarem a patogenicidade de V. alginolyticus em tilapia
do nilo (O. niloticus) constataram que esta bactéria foi patogénica a LDso 1x10° UFC. Azad et al.
(2004) ao estudarem a viruléncia e patogenicidade de “Vibrio anguillarum-like” em O. mossambicus
experimentalmente infectado encontraram a LDso de 10%4’UFC/ml e a 10® UFC/ml a mortalidade foi de
0%.

A presenca e a diversidade de varios géneros bacterianos variam de acordo com o crescimento de
organismos, o consumo de alimentos e a qualidade da agua (Huicab-Pech et al., 2017). A prevaléncia
total de bacterias isoladas em tilapia O. mossambicus foi de 43.1%, As bactérias do género Vibrio nesta
pesquisa foi isolada em 38.5% de tilapia O. mossambicus. Estes resultados sdo similares aos de Tao et

al. (2012), pois encontraram uma prevaléncia de 37% de Vibrio spp em peixes selvagens.

Porém esta prevaléncia é inferior quando comparada com os trabalhos feitos por Balebona et al.,
(1998) e Zorrilla et al. (2003a) nos 6rgaos internos (cérebro, figado e rim) de Sparus aurata L cerca de
68 % das bactérias isoladas em pertenciam ao género Vibrio. Al-Harbi e Uddin (2005), analisado
intestino de tilapias do Nilo cultivada em agua salobra na Arabia Saudita encontraram uma prevaléncia
de Vibrio spp superior a 10%. Neste presente trabalho, os vibrios foram pesquisados apenas no

musculo do peixe.
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Nesta pesquisa ndo foram isolados V. cholerae e Vibrio parahaemolyticus. Porém estas espécies tém
sido isoladas dos intestinos dos peixes. Senderovich et al. (2010) encontram nos peixes da aquacultura
uma prevaléncia de 87% de V. cholerae e de 60% em peixes provenientes do mar nos intestinos dos
peixes. Traoré et al. (2014), encontram uma prevaléncia de 6.3% de V. cholerae em tilapias do nilo

provenientes do ambiente natural.

Entre as espécies de vibrios identificadas, a prevaléncia de V. vulnificus foi de 15.4 %, V. alginolyticus
(12.3 %), V. fluvialis (7.7 %) e V. mimicus (3.1 %). Younes e seus colaboradores (2016), pesquisando
vibrios patogénicas em O. niloticus encontraram uma prevaléncia total de 87.5%. sendo que a
prevaléncia de V. alginolyticus foi de 75% (30/40) enquanto a prevalencia total de V. vulnificus foi de
12.% (5/40).

A salinidade verificada nesta pesquisa estda na faixa dptima (15-25 ppm) para o crescimento de V.
vulnificus, provavelmente explica a maior prevaléncia desta bactéria (15.4 %). Segundo Strom e
Paranjpye (2000), valores superiores afectam a sobrevivéncia desta bactéria. Pakingking et al. (2015)
encontraram uma prevaléncia de 1,1% e (5,1%) para V. alginolyticus e V. vulnificus respectivamente
nas branquias de O. niloticus cultivadas dgua salobra nas Filipinas. V. alginolyticus (12.3 %), estes
resultados coadunam com Balebona et al., 1998, pois encontraram uma prevaléncia de 13.5% de V.
alginolitycus em Sparus aurata L. cultivada no sudoeste da Espanha. Enquanto Zorrilla et al., 2003a
isolaram 21.35% de V. alginolitycus na mesma espécie. A elevada percentagem de V. alginolitycus é

atribuida ao facto desta bactéria ser tolerante a alta salinidade (Adeleye et al., 2010).

As bactérias isoladas nesta pesquisa (V. alginolyticus, V. vulnificus, V. mimicus e V. fluvialis.
Aeromona salmonicida salmonicida e Shewanella putrefaciens), geralmente fazem parte do intestino
dos peixes cultivados em aguas salobras. No que concerne a importancia na saude dos peixes, 0S
vibrios podem ter um efeito benéfico nos seus hospedeiros. As bactérias pioneiras que colonizam o
intestino das larvas, persistem e desenvolvem-se, fazendo parte da microflora dos adultos. Sendo que a
carga bacteriana, a composicdo da dieta, 0 ambiente aquético, junto com factores externos também
influenciam no desenvolvimento da microflora intestinal dos peixes (Hansen e Olafsen, 1999). Portanto
supde-se que, a presenca da populacdo bacteriana indigena torna o trato gastrointestinal relativamente
resistente a invasdo por espécies ndo-indigenas, pois algumas espécies secretam substancias inibidoras

que inibem o crescimento das outras (Garcia et al., 1997).
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Algumas espécies de vibrios associagdo com 0s peixes e outros animais aquéaticos exercendo Varias
fungdes na comunicacdo, predacdo, regulacdo da bioluminescéncia. Alguns patégenos como V.
anguillarum, V. cholerae, V. harveyi, V. parahaemolyticus e V. vulnificus monitoram a densidade
celular de outras bactérias e regulam a expressdo de genes de viruléncia (Thompsom et al., 2004).
Alguns patogenos oportunistas podem ser usados como probidticos tais como V. alginoliticus, porém
essas bactérias podem desenvolver patogenicidade (Vine, 2004).

O tracto gastrointestinal dos peixes pode ser via de entrada de patdgenos (Garcia et al., 1997). Espécies
de Vibrio spp tém sido isoladas do trato gastrointestinal de peixes clinicamente normais. Quando o
equilibrio patdgeno, peixe e ambiente se rompe no ambiente do cultivo, as bactérias podem ser capazes
de atravessar a parede intestinal, resultando em doenga sistémica. Por exemplo, quando o nimero de
particulas infecciosas no meio ambiente aumentar drasticamente, aumenta a chance de peixes expostos

ficarem doentes (Reed e Francis-Floyd, 1996).

As bactérias identificadas neste estudo séo considerados por Younes et al. (2016) como séo agentes
patogénicos oportunistas em tilapias e que sob condigdes subitas de estresse, de mudanca de
parametros fisico-quimicos de agua ou de cultura intensiva podem causar doengas. De acordo com
Fouz et al (2002), V. vulnificus podem causar surtos de doenca esporadica, com mortalidade de 10-
20%. Estirpes de V. alginolyticus isoladas de (Sparus aurata L e Dicentrarchus labrax) expressaram a
patogenicidades nestes peixies, confirmado a viruléncia destas bactérias em peixes cultivados
(Balebona et al., 1998; Kahla-Nakbi et al., 2006).

Shewanella putrefaciens ainda ndo € muito conhecido como patdgeno dos peixes, porém tem sido
isolado em carpa comum (Cyprinus carpio L), trutas provenientes de aquacultura (Kozinska e Pekala,
2004), peixe-dourado (Carassius auratus auratus) (Altun et al., 2014). Embora dificil definir os
principais sintomas devido a co-infeccdo com outras bactérias, destacam-se a descoloracao, latergia ou
comportamento nervoso (Kozinska e Pekala, 2004). Nos ensaios laboratoriais tem tido indices elevados
de mortalidade. E considerado patégeno oportunista que pode causar doencas em peixes submetidos ao
estresse (El-Barbary, 2017).

Aeromonas salmonicida é agente etioldgico de furunculose nos peixes (Ellis, 1999), de acordo com El-

Sayed (2006), causou mortalidade massiva de O. mossambicus no reservatério de Kalyani na india.
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Tendo em conta que nenhum dos peixes examinados apresentava sintomas de doengca, 0 maneio

adequado do ambiente de cultivo é de extrema importancia na manutencdo do equilibrio bactéria-peixe.

As infeccBes por bactérias tornam-se elementos de predisposicdo para a ocorréncia de outras doengas
tal como viroses. Mesmo usando boas praticas de maneio e bom padrdo de alimentacdo, doencas
podem ocorrer de vez em quanto (Tanekhy, 2015), dai que é sempre bom examinar 0s animais sempre

que necessario.

As espécies de vibrio isoladas nesta pesquisa mostram de certo modo um risco de salde que pode ser

associado ao consumo de tilapias quando as medidas preventivas ndo forem tomadas.

Geralmente a invasdo cutanea da pele por vibrios é através das lesdes pois ndo sdo capazes de penetrar
na pele intacta. Contudo a presenca de feridas ou obstrugdes constitui via de entrada e explica altos
indices de infeccdes relacionados com vibrios em banhistas e pessoas envolvidas em outras actividades

marinhas (Sganga et al., 2009).

A informacdo epidemiologica sugere que muitas estirpes de V. vulnificus representa um baixo risco
para a populacdo susceptivel por causa da sua baixa abundancia em amostras marinhas e a reduzidos
clinicos casos observados por ano (Tao et al., 2012). Porém as mudancas climaticas reflectidas pelo
aumento da temperatura dos corpos de agua e a alta plasticidade do genoma dos vibrios fazem com que
os vibrios merecem uma atencdo especial. Recentemente autores relatam o potencial patogénico de
vibrios em causar doencas em humanos que muitas das vezes é associado ao aumento da temperatura
de &gua devido ao aquecimento global (Thompsom et al., 2004). Alias, Collin et al., (2012), reporta
septicemia e infecgdes nas feridas dos individuos imunocompremetidos. Esta situacdo pode contribuir

na abundancia e patogenicidade de V. vulnificuse outras espécies de virbio.

Alguns autores consideram Vibrio alginolyticus como um potencial patégeno para os humanos. Se
espécies patogénicas estiverem presentes nos peixes implica um risco para a saude do consumidor, tal
que podem se tornarem maior vector para a contaminagdo cruzada quando estes ndo sdo manuseado de
forma adequada (Zorrilla et al., 2003b). Além disso, V. algynolitcus pode ser considerado reservatorio
de muitos genes de viruléncia encontrados em varias espécies de Vibrios (Lafisca et al., 2008, Masini

et al., 2007). Esta bactéria tem sido isolada em amostras de peixes comercializados nos mercados, Da
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Silva (2007), isolou 15% de Vibrio alginolyticus em amostras de peixes comercializadas em S&o Paulo,
Brasil.

As infeccOes causadas por V. mimicus sdo geralmente de origem ambiental. Foi responsavel por 5.3%
das infecgOes causadas por Vibrio nos Estados Unidos. Estima-se que a dose infecciosa seja de 10%-10°
ufc (Guardiola-Avila et al., 2014). Também a presenca de V. fluvialis representa o risco que o pescado

oferece ao consumidor, uma vez que esta bactéria esta implicada em causar doengas em humanos.

Shewanella putrefaciens tem sido isolado em amostras clinicas. E responsavel por infeccdes e
bacteremia. Tem sido isolado também em casos da infec¢do polimicrobiana. A exposi¢do ao ambiente
marinho é um factor de risco para infec¢cdes com Shewanella putrefaciens. As doencas crdnicas
facilitam a ocorréncia de infeccBes por este patdgeno (Vignier et al., 2013; Sharma e Kalawat, 2010).
Shewanella putrefaciens € uma bactéria importante na deterioracdo do pescado e outros produtos de
carne, € uma das principais bactérias que causa o apodrecimento dos peixes marinhos conservados a
0°C (Kozinska e Pekala, 2004; Jorgensen e Huss, 1989; El-Barbary, 2017).

Tendo em conta que os vibrios principalmente os que foram isolados nesta pesquisa podem ou nao
serem virulentas, uma anélise de factores de viruléncia nos vibrios isolados elucidaria melhor o risco de
salde. Portanto, apesar de existir um certo risco ainda ndo se pode assegurar que estas bactérias sejam
capazes de causar doencas. Segundo Massini et al (2008), a patogenicidade dos vibrios parece ser

influenciada pelos factores fisico-quimicos do ambiente aquatico.

Os individuos imunocomprometidos tém um risco acrescido a infeccdes por vibrios. Nalgumas
instituicbes de saude em Mocambique, Instituto Nacional de Salde, tem isolado algumas espécies
destas bactérias em pacientes. Mas a maioria das instituicbes pode ndo séo identificar devido ao uso
dos testes rapidos baseados no diagnostico de Vibrio cholera (Da Fonseca, 2007). Também € dificil
responsabilizar estas bactérias em casos de infeccdes ou diarreias visto que sdo isolados em associacao
com outras bactérias. Mas existéncia de relatos de isolamento destas bactérias nas amostras clinicas

sugere uma contaminacdo zoondtica nos humanos.

O isolamento de Vibrio spp, mostra que certa atencdo deve ser prestada directamente nos pontos de
producao e colheita, boas pr”aticas de higiene devem ser tomadas nas farmas e regulamentos devem ser

tomadas em conta d forma a evitar perdas causadas por este patdgeno e evitar a transmissao de doencas
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aos consumidores, também estes devem ser informados o risco que estes correm ao comerem peixes
cruos ou mal cozidos, porque quando todas as medidas preventivas forem tomadas a bactéria pode se

limitar apenas em animais.
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6. CONCLUSOES

Foram identificadas 4 espécies de Vibrio spp patogénicas, nomeadamente: V. vulnificus, V.
alginolyticus, V. fluvialis e V. mimicus. A prevaléncia de Vibrio spp em tilpia Oreochromis
mossambicus foi de 38.5 %. As bactérias isoladas nesta pesquisa podem causar desordens nos tanques
de cultivo, podendo liderar altas taxas de mortalidade, principalmente quando os peixes forem
estressados, visto que sdo oportunistas e existem relatos destas bactérias causarem doengas em peixes.
A presenca vibrios patogénica nos peixes analisados representa um certo risco ‘a salide humana e pode

afectar a qualidade deste pescado.
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7. RECOMENDACOES

> Devem ser realizados estudos sobre os factores de viruléncia, patogenicidade e teste de
sensibilidade destas bactérias;

» Pesquisas adicionais e regulares devem ser realizadas para estudar as comunidades bacterianas

de agua, sedimentos e peixes criados nas farmas piscicolas;

> Devem ser tomadas medidas preventivas tanto pelos piscicultores bem como por consumidores,
sendo que os peixes cultivados ndo devem ser vendidos vivos, devem ser observadas as
medidas de biosseguranca durante o processamento, manutencdo da cadeia de frio durante o

processamento;

» Quando o piscicultor tiver lesbes cutaneas deve evitar entrar nos tanques de cultivo em aguas

salgadas.
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9. ANEXOS

Tabela 1: Prevaléncia de Vibrio spp isoladas tilapia Oreochromis mossambicus proveniente tanque de

aquacultura em &gua salobra.

Vibrio spp (n=65)

No. total de peixes positivos

Prevaléncia (%)

V. alginolyticus 8 12.3
V. vulnificus 10 15.4
V. mimicus 2 3.1
V. fluvialis 5 7.7
Total 25 385
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Tabela 2: Frequéncia das espécies de bactérias isoladas por dia de amostragem.

Data da
colheita de o ) )
amosta Bacterias isoladas | NUmero de amostras NOmero de amostras
positivas colhidas
V. alginolyticus 5.0
V. vulnificus 2.0
16/04/2016 V. mimicus 1.0 20.0
V. fluvialis 1.0
A. salmonicida 1.0
V. alginolyticus 2.0 15.0
30/4/2016
V. vulnificus 3.0
V. vulnificus 3.0 15.0
4/6/2016
S. putrefaciens 2.0
V. fluvialis 4.0
V. alginolyticus 1.0
20/06/2016 15.0
V. vulnificus 2.0
V. mimicus 1.0
Total 28.0 65.0
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Tabela 3: Dados biométricos dos peixes por dia de amostragem

Ordem | Data de colheita | Comprimeto Comprimento Peso
padrao total individual

1 11.6 14.2 50.1
2 12 15 57.6
3 11 13.5 40.7
4 10.3 13.2 42.4
5 10 12 42.9
6 11.5 14.2 48.4
7 12.2 14.9 57.5
8 11.2 14 50.9
9 11.5 14 47.7
10 11.5 14 58.2
11 16/04/2016 10.4 12.5 41.8
12 11.7 13 44.5
13 10 12.2 40.5
14 10.8 13.3 45.5
15 10.8 13.5 46.31
16 11.7 14 44.96
17 12 15 57.6
18 14 16 73.3
19 13 15.6 68.9
20 12 14.9 65

21 13 16 73

22 12.8 15.1 67.7
23 12.2 14.9 57.5
24 12 15 60.9
25 12.3 15.5 62.1
26 13.2 16.1 66.4
27 12.9 15 67

28 30/04/2016 11.5 14 58.2
29 13.1 15.5 73.1
30 12.5 15.2 70.5
31 12.8 14.8 67.5
32 12.5 14.7 62.71
33 12.7 15.9 73.24
34 13.9 16 71.49
35 13.5 16.6 69.59
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36 13.7 10.4 68.37
37 12.7 15.5 70.37
38 12 14.5 68

39 13.7 16.4 65.02
40 4/6/2016 14 16 73.3
41 13 16 73

42 13.1 15.5 73.1
43 13.2 15.7 73.5
44 12.7 15.9 73.24
45 13.7 16.5 73.83
46 13.5 16.8 77.2
47 4/6/2016 144 17.6 90.6
48 14 17 79.5
49 13.5 17 78.7
50 15 18.5 91.1
51 13.7 16.2 90

52 13.6 16.4 78.6
53 13.2 15.5 82.2
54 13.6 15.9 82.1
55 14.5 16.7 88

56 14 16.1 85

57 13.6 16 76.27
58 20/06/2016 14.6 17.4 89.64
59 13.7 16.5 73.83
60 16.3 19.5 116
61 14.2 16.3 92.6
62 14.7 17.3 103.5
63 17 19.9 121
64 15.5 17.5 115
65 15.2 18 92.49
Maximo 17 19.9 121
Minimo 10 10.4 40.5
Média 12.92 15.44 69.86
Desvio Padrao 1.43 1.68 18.06
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Figura 1: Coldnias das bactérias do género Vibrio isoladas neste estudo.
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B: Teste TSI

C: Teste de hidrolise de esculina
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D: Teste API20E

Figura 2: Resultados dos testes bioquimicos observados neste estudo
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Figura 3: Hapas instaladas no tanque escavado usadas no cultivo de tilapia Oreochromis mossambicus.
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