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niloticus) na regido nordeste do Brasil
Presence of Aeromonas in a Nile tilapia (Oreochromis niloticus) culture environment in the
northeastern region of Brazil
Deborah Oliveira Amarante *, Raquel Cavalcante Soares 2, Maria Tereza Martins
Sousa 3, Fatima Cristiane Teles de Carvalho 4, Célio Henrique Alexandrino Cavalcante

®, Francisca Gleire Rodrigues de Menezes ©

Resumo: Com o aumento das densidades de estocagem nos cultivos de peixes, também
cresceu a quantidade de enfermidades, em especial as ocasionadas por bactérias. Dos
microrganismos comumente encontrados, pode-se destacar 0 género Aeromonas, sendo
associados a existéncia de doencas, podendo acarretar elevada mortalidade aos peixes
cultivados. Assim, o objetivo do presente trabalho foi identificar cepas suspeitas de Aeromonas
isoladas da &gua de cultivo e do muco da til&pia do Nilo usando testes fenotipicos e genotipicos.
Foram realizados os testes bioquimicos: oxidase, fermentacdo de glicose, resisténcia a 0/129,
Voges-Proskauer, motilidade, producéo de gas sulfidrico, producéo de indol e esculina, seguido
de identificacdo genotipica. Foi possivel isolar 28 cepas Gram-negativas, com caracteristicas
morfoldgicas suspeitas de Aeromonas, das quais 24 eram de muco e 4 de 4gua. Com base nos
resultados bioquimicos, as cepas foram classificadas nas espécies: Aeromonas veronii biovar
sobria (n = 23), A. caviae (n = 3) e Aeromonas veronii biovar veronii (n = 2). Todos
confirmados genotipicamente. Concluiu-se que a espécie Aeromonas veronii biovar sobria é
dominante no cultivo de tilapias, merecendo atencdo devido a sua alta patogenicidade.
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Abstract: As stocking densities in fish farms have increased, so have the number of
diseases, especially those caused by bacteria. Of the microorganisms commonly found, the
Aeromonas genus stands out, as it is associated with diseases and can cause high mortality in
farmed fish. The aim of this study was to identify suspected strains of Aeromonas isolated from
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farmed water and the mucus of Nile tilapia using phenotypic and genotypic tests. The following
biochemical tests were carried out: oxidase, glucose fermentation, resistance to O/129, Voges-
Proskauer, motility, sulphide gas production, indole and esculin production, followed by
genotypic identification. It was possible to isolate 28 Gram-negative strains with morphological
characteristics suspicious of Aeromonas, of which 24 were from mucus and 4 from water.
Based on the biochemical results, the strains were classified into the following species:
Aeromonas veronii biovar sobria (n = 23), A. caviae (n = 3) and Aeromonas veronii biovar
veronii (n = 2). All confirmed genotypically. It was concluded that the Aeromonas veronii
biovar sobria species is dominant in tilapia farming and deserves attention due to its high

pathogenicity.
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Introducéo
As doencgas de origem bacteriana
sdo um problema nas pisciculturas,
causando grandes obstaculos econdmicos a
atividade (SENTHAMARAI et al., 2023).
Nesse contexto, as bactérias do

~

género Aeromonas sdo consideradas

patdgenos emergentes em peixes cultivados
(YOUNIS et al., 2020), estas destacam-se
por crescerem facilmente em &guas doces
tropicais e serem organismos notavelmente
oportunistas (SEMWAL et al., 2023).

As bactérias do género Aeromonas

sdo caracterizadas por possuirem forma de
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bastonetes curtos, Gram-negativas,
oxidase-positivas e a capacidade de
fermentar glicose.

Além disso, esses microrganismos
sd0 capazes de causar septicemia
hemorrégica, associada a lesfes cutaneas
hemorragicas em diferentes regides do
corpo, lesbes cuténeas tipicas de erosoes,
natacao lenta e falta de apetite (EL-MAGD
etal., 2019).

A patologia pode se tornar grave,
dependendo do estado imunoldgico do
peixe cultivado, afetando diferentes 6rgaos
e causando alta mortalidade (RAHMAN et
al., 2022).

Em vista disso, o objetivo deste
estudo foi identificar cepas suspeitas de
Aeromonas isoladas da dgua de cultivo e do
muco da tildpia do Nilo usando testes
fenotipicos e genotipicos.

Material e Métodos

Este estudo utilizou 28 cepas
suspeitas de Aeromonas, de amostras de
agua e muco superficial de peixes
Oreochromis niloticus com sinais de
infeccdo. Os espécimes de tilapia do Nilo e
a agua de cultivo foram obtidos em um
sistema de tanques-rede de uma piscicultura
na represa do rio Mal cozinhado (cidade de
Cascavel, Ceara, Brasil). Os animais

apresentaram sinais clinicos suspeitos de

aeromonose: letargia, exoftalmia e lesdes
na pele.

A partir dos swabs (muco do peixe)
e da gaze (filtrado da agua), foram feitas
diluicBes seriadas e aliquotas plagueadas
em 4&gar seletivo para Pseudomonas
Aeromonas (GSP - adicionado de 20 pug/mL
de ampicilina), utilizando a técnica spread
plate. E aliquotas foram plaqueadas em
Plate Count Agar (PCA), usando a técnica
pour plate. As col6nias isoladas foram
submetidas a coloragdo de Gram para
confirmacdo morfoldgica.

As culturas puras foram submetidas
a testes bioguimicos presuntivos seguindo
as chaves de identificacdo descritas em
Janda & Abboutt (2010), que incluiram:
teste de oxidase, fermentacdo de glicose,
teste de resisténcia a 0/129, teste de VVoges-
Proskauer, motilidade, producdo de gas
sulfidrico, producdo de indol e teste de
esculina.

O DNA foi extraido usando o kit
comercial Promega®, de acordo com as
recomendagdes do  fabricante. A
confirmagdo das cepas pertencentes ao
género Aermononas (16S rRNA) e as
espécies A. caviae (gyrB), A. media (gyrB),
A. hydrophila (gyrB) e A. veronii (rpoB)
(Persson et al., 2015), considerando 0s

primers descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Primers usados na identificagcdo do género Aermononas.

Gene Primer Sequéncia Produto (bp)

A. caviae (gyrB) AcaF  5-TGCTGCTGACCATCCGC-3 70
AcaR  5-GGTGCCTGCGGCTCG-3'

A. media (gyrB) AmedF  5-GGCCAAGCGTCTGCGT-3' 99
AmedR  5-CGCCCTCGTAGCAGAAGTGA-3'

A. hydrophila (gyrB) AhydF  5-AGTCTGCCCGCCAGTGGC-3' 144
AhydR  5-CRCCCATCGCCTGTTCG-3'

A. veronii (rpoB) ASeeF  5-CGTGCCGGCTTTGAAGTC-3 224
ASeeR  5-GATCACGTACTTGCCTTCTTCAATA-3

Aeromonas A-16S F 5'-CGACGATCCCTAGCTGGTCT-3 461

Universal (165 rRNA gene) A-165R  5-GCCTTCGCCACCGGTAT-3'

Resultados e Discusséo

Na presente pesquisa, foram
isoladas 28 cepas Gram-negativas, com
caracteristicas morfoldgicas suspeitas de
Aeromonas, das quais 24 eram de muco e 4
de agua. Com base nos resultados
bioquimicos, as cepas foram classificadas
nas espécies: Aeromonas veronii biovar
sobria (n = 23), Aeromonas veronii biovar
veronii (n = 2) e A. caviae (n = 3). Todos
esses resultados foram confirmados
genotipicamente (Tabela 2).

A espécie A. veronii é encontrada
naturalmente em reservatorios de dgua doce
e pode infectar peixes, resultando em perdas
para o setor de aquicultura. Além de causar
doencas em peixes, ela é capaz de causar
doengcas em seres humanos, animais
domeésticos, como cées e gatos, e animais

selvagens, como jacarés. Essa espécie é

subdividida em A. veronii biovar veronii e
A. veronii biovar sobria, que podem
apresentar diferencas na caracterizacdo
fenotipica e nas enzimas relacionadas a
viruléncia (JANDA & ABBOUTT, 2010).
Os primers utilizados ndo diferenciaram as
biovares, exigindo testes bioquimicos.

Um estudo realizado por Wang et al.
(2021) comprovou que Lateolabrax
maculatus apos 2-3 dias de infeccdo natural
com A. veronii comecaram a nadar
lentamente, alguns apresentaram areas de
ulceragdo na pele, ascite no abddémen,
hemorragia de 6rgdos internos e hepatica,
inflamacdo intestinal e escurecimento do
baco, resultando em alta mortalidade.

Santos et al. (2023) confirmaram
que, pela primeira vez, A. veronii foi o
agente causador de um surto de doenca em

tildpias cultivadas em gaiolas no Brasil,
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embora A. hydrofila e A. jandaei ja tenham

sido descritas

mortalidade em pe

Tabela 2 - Perfil fenotipico e identificacdo de bactérias do género Aeromonas isoladas do
muco do peixe (Oreochromis niloticus) e da agua do reservatoério.

como

ixes.

causadoras

de

Origem Cadigo

Teste Bioguimicos

Identificacdo

012

Mo

GSu

Ox FG 9 VP t | I E Fenotipica Genotipica

Muco 01 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 04 + + + + + - - - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 05 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco_06 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco_08 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 09 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 10 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco_11 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco_12 + + + - + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

'\élé%o Muco 15 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 19 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 20 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 21 + + + - + - + - A. caviae A.caviae

Muco 23 + + + - + - + - A. caviae A. caviae

Muco 24 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 26 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 27 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 28 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 29 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 31 + + + + + - + - A.veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 32 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco- Muco 38 + + + + + - + + A. veronii biovar A. veronii
PCA veronii

Muco 40 + + + + + - + - A. veronii biovar sobria  A. veronii

Muco 41 + + + - + - + + A. caviae A. caviae

Agua_44 + + + + + - + - A. veronii biovasobria A. veronii

R,e\_/er(\j/at Agua 46  + + + + + - + - A veronii biovar sobria  A. veronii

OAré?,a(_e Agua 56 +  + + S - B D A. veronii biovar A. veronii
PCA veronii

Agua_ 58 + + + + + - + - A veronii biovar sobria  A. veronii

Ox: Oxidase; FG: fermentagdo da glicose; 0129: resisténcia & O/129; VP:

GSul: produgdo de gas sulfidrico; I: Indol; E: Esculina.

voges-Proskauer; Mot: motilidade;
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Nesse mesmo estudo, destacam-se a
alta patogenicidade da A. veronii e a
multirresisténcia a antibioticos, enfatizando
a importancia de programas de salde
eficientes, auxiliando na tomada de
decisbes assertivas, utilizando estratégias
de vacinacdo e reduzindo o uso de
antimicrobianos.

A espécie A. veronii bv veronii é
presenca natural em ambientes aquéticos e
frequentemente associada a doencas em
humanos e peixes (HAVIXBECK et al.,
2017).

Cai et al. (2012) confirmaram em
sua pesquisa que a espécie A. veronii bv
veronii é altamente patogénica para o bagre
chinés e é capaz de causar surtos de
sindrome ulcerativa em peixes.

Outra espécie causadora de doencas
¢ a A. veronii bv sobria, esse patdgeno
oportunista pode afetar a saude dos peixes
de 4gua doce, causando infeccBes e até
mesmo levando a morte dos animais
(KURZYLEWSKAA et al., 2020).

Um surto de doenca em bagres de
canal no Vietnd, com alta mortalidade,
isolou 22 cepas e todas foram classificadas
como A. veronii bv sobria, afirmando o
potencial patogénico dessa espécie (HOAI
etal., 2019).

Por fim, o A. caviae é encontrado

em ambientes aquaticos e € um patdgeno

oportunista associado a doengas em varias
espécies de peixes (SHARMA et al., 2022).
Eles sdo capazes de produzir varios fatores
de viruléncia, prejudicando mais uma vez a
salde dos peixes cultivados.

Xue et al. (2022) afirmam que essa
espécie de bactéria foi responsavel por uma
grande mortalidade de Micropterus
salmoides, na China.

Conclustes

A. veronii bv. sobria foi identificada
em maior prevaléncia, neste contexto, exige
atencdo especial devido a sua alta
patogenicidade, bem como reforcar a
necessidade de medidas adequadas de
monitoramento e controle, a fim de mitigar
Seus impactos negativos.
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