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ABSTRACT - EVALUATION OF THE INOCULATION OF BACTERIAL
SUSPENSIONS OF Aeromonas hydrophila, IN JUVENILE OF JUNDIA, Rhamdia quelen
(TELEOSTEI, PIMELODIDAE). This study had as objective evaluates the effect of the
application of suspensions of different amounts of UFC (Unity Formation of Colony) of
Aeromonas hydrophila (CHESTER, 1901) / ml of saline solution, in juvenile of jundia,
Rhamdia quelen (QUOY & GAIMARD, 1824), to determine the bacterial couting of bacteria
kidney and lesion for the fish inoculate, as well as describe its pathogenicity. The suspensions
used were 3,6 x 10" and 7,5 x 10° UFC/ml. With duration of 10 days, it was obtained 100% of
mortality in the fish inoculated with 3,6 x 10" UFC/ml and 25% mortality in those inoculated
with 7,5 x 10° UFC/ml. The bacterial couting was proportional the amount of inoculated
bacterias, having significant difference among the amounts found in the kidney and lesions
inside of the treatments and between treatments. The dinical signs and the behavior observed
by the infected animals were the same ones in the two bacterial concentrations. balance loss,
ascite, exophthalmia, pale and flaccid organ, necrosis in the fins, lesions in the skin, in the
genital pore and jaw. The bacteria showed be pathogenic and can cause of the ulcer disease in
jundia
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RESUM O - Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacio de suspensdes de
diferentes quantidades de UFC (Unidade Formadora de Colénia) de Aeromonas hydrophila
(CHESTER, 1901) / ml de solugdo salina, em juvenis de jundid, Rhamdia quelen (QUOY &

GAIMARD, 1824), determinar a quantidade de bactéria na lesdo e no rim dos peixes

inoculados, bem como descrever a sua patogenicidade. Foram utilizadas as suspensdes de 3,6 x
10" e 7,5 x 10° UFC/mI. Em 10 dias, foi verificado 100% de mortalidade nos peixes inoculados
com 36 x 10’ UFC/ml e 25% de mortalidade nos inoculados com 7,5 x 10° UFC/ml. A
guantidade de bactérias encontradas foi proporcional a quantidade de bactérias inoculadas,

havendo diferenca significativa entre as quantidades encontradas no rim e lesdes dentro dos
tratamentos e entre os tratamentos. Os sinais clinicos e as alteragdes comportamentais

apresentados pelos animais infectados foram os mesmos nas duas concentragdes: perda de

equilibrio, ascite, exoftalmia, 6rgdos palidos e flacidos, necrose nas nadadeiras, |esdes na pele,

no poro genital e mandibula. A bactéria mostrou-se patogénica e causadora da doenca
ulcerativaem jundia.

Palavras-chave: ictiopatologia, Aeromonas hydrophila, Rhamdia quelen
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INTRODUCAO

A produgdo mundid de peixes
cultivados intensivamente tem demonstrado um
crescimento rapido durante as Ultimas décadas,
consolidando-se como um setor de importéncia
econdmica (NEWMAN, 1993). Paralelamente
a0 desenvolvimento da piscicultura e da criacéo
intensva, h4 um aumento da incidéncia e
severidade de doengas bacterianas, assim como
a introdugdo e disseminagdo de novas
enfermidades (AUSTIN & AUSTIN, 1993).

No meio aguético as bactérias fazem
parte da flora normal da agua e sdo consideradas
como patogénicas oportunistas, visto que O se
manifestam, provocando infecgbes bacterianas,
guando os peixes estdo em condicdes ambientais
adversas (BARJA & ESTEVES, 1988). O
aparecimento de uma epizootia por bactéria, na
maioria das vezes, é causado por uma Situacdo
de estresse, a qual pode ndo provocar
mortalidade ou manifestagdo, representando
uma ameaca sanitaria para a salide humana.

Conforme SHOTTS JR & BULLOCK
(1975) e BARJA & ESTEVES (1988) uma
grande variedade de grupos bacterianos sdo
descritos como patogénicos para peixes, mas 0s
bacilos gram-negativos sao 0s responsavels pela
maioria das mortalidades. Dentre os gram
negativos esta a Aeromonas hydrophila que ja
foi encontrada em jundia (Rhamdia quelen)
criados em tangques em Santa Maria, Rio Grande
do Sul - Brasil (SHAMA et al., 2000). Bactéria
reconhecida como  agente  patogénico
oportunista para peixes, associada com a
Septicemia hemorrégica em peixes de dgua doce
(AUSTIN, 1980), é encontrada naturalmente em
aguas doces de todo 0 mundo e, ocasionamente
em aguas salobras e salgadas (PLUMB, 1994).
Esta presente em grande quantidade em &guas
com qualidade aterada, especiamente com
baixos niveis de oxigénio e atos niveis de
matéria organica e poluentes (NEWMAN,
1993). Fazendo parte da microbiota dos peixes
de rios, lagos e tanques (QUINN et al. 1994)
gualquer fator desfavoravel que provoque
ateragbes imunolégicas no peixe, pode
provocar graves infeccoes (NIETO et al. 1984).

Algumas cepas de Aeromonas
hydrophila sdo capazes de causar doengas em
outros animais e em humanos, quando ingeridas
na alimentacdo ou na &gua (U.S.FDA, 1999,

RATH, 2000; BISWAS et al., 2002). No Brasil,
bactérias do género Aeromonas tém sido
descritas como patdgenos emergentes de
importancia crescente em alimentos. No estado
de S&o Paulo (Brasil) foi relatado que 48% das
amostras do peixe “pintado” (Pseudoplatystoma
sp.) coletados no comércio, foram positivas para
Aeromonas (RALL et al. 1998).

Existem poucos trabahos relacionados
com doengas infecciosas de  peixes,
principalmente, em espécies de peixes nativos
do Brasil, como o jundig, que apresenta um alto
potencial de producéo e comercidizacdo, sendo
uma 6tima opgdo para o fomento da piscicultura
(RADUNZ NETO, 1981).

Levando em consideracdo a expansdo
mundia da aqicultura, o ato risco de infecgbes
por bactérias patogénicas e o0 interesse
econdmico peo jundid, é que se redizou este
trabalho, que teve como objetivos. avaliar o
efeito da aplicagdo de suspensdes de diferentes
guantidades de UFC/ml de solucéo salina em
juvenis de jundia, quantificar as UFC/ml de rim
e de lesdo dos peixes inoculados, bem como
descrever a sua patogenicidade.

MATERIAL E METODOS

O trabalho fa desenvolvido no
Laboratério de Bacteriologia do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e no Setor
de Piscicultura do Departamento de Zootecnia—
Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federa de Santa Maria (Rio Grande do Sul —
Brasil). Os 96 juvenis de jundid foram
distribuidos em nimero de 16 para cada caixa,
0S guais apresentavam peso e comprimento
médio de 9,529 e 10,87cm, respectivamente. As
seis caixas d'agua de cimento amianto, com
capacidade de 250 litros cada foram abastecidas
com &gua de pogo artesiano. Em todas as caixas
havia iguais condicOes de temperatura (25°C),
oxigénio dissolvido (7,9 mg/l), ambnia n&o
ionizada (0,006 mg/l), pH (7,1), acainidade
tota (36 mg/l CaCO;) e dureza (24 mgll
CaCQ;). Para dimentagdo dos juvenis foi
administrada uma ragdo comercial, contendo
36% de proteina bruta, na proporcéo de 3% da
biomassa, umavez a0 dia.

O in6culo bacteriano foi preparado
atraveés da cultura de Aeromonas hydrophila em
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&ar sangue, sendo as colénias suspensas em
solugdo sdina estéril. Para orientacdo das
concentracdes bacterianas, estas diluicdes foram
gjustadas pela turvagdo segundo escala 0,5 (3,6
x 10'UFC/ml) e 0,25 (7,5 x 10° UFC/ml) de
MacFarland (VANDEPITTE et al., 1993). Os
jundidss foram inoculados com as duas
concentraces (tratamentos) de Aeromonas
hydrophila (T1: 3,6 x 10" e T2: 7,5x10° UFC/ml
de solugéo saling), sendo um grupo controle,
onde o0s animais receberam apenas solucdo
sdina estéril (T3: solucdo salina). No T1 e T2,
foram utilizados 32 peixes para cada tratamento,
dos quais 24 inoculados com suspensdo
bacteriana, 4 inoculados com solucéo sdinae 4
sem inocular. Estes Ultimos serviram de
sentindla, marcados com linha de diferentes
cores na base do primeiro raio da nadadeira
dorsal. Estes peixes serviram para verificar a
contaminagdo por Aeromonas hydrophila
proveniente dos peixes inoculados com a
bactéria. No controle, foram utilizados 28 peixes
inoculados com solucéo salina e 4 sem inocular.
Cada jundia foi inoculado com 1 ml da
respectiva suspensdo, por via intramuscular, na
regido dorso-lateral direita entre a nadadeira
dorsal e alinha laterd e, nos controles, 1 ml de
solucdéo sdina  (0,5%). Antecedendo a
inoculacdo, os animais foram pesados e
medidos.

As caixas foram limpas e observadas
diariamente. Durante o0 experimento foram
verificadas alteragcbes comportamentais, sinais
clinicos externos, bem como a morbidade e
mortalidade ocasonada pela Aeromonas
hydrophila em cada grupo de jundias
inoculados. Durante as limpezas foram retirados
0s animais mortos e coletadas amostras dos rins
e das lesBes externas, para determinacdo da
guantidade de bactérias e identificacdo do
agente bacteriano presentes. De cada amostrade
rim, lesbes dos peixes e das amostras semanais
de &gua coletada das caixas, foram feitas
diluicBes decimais até 10, com o auxilio de
uma micropipeta; estas amostras, semeadas em
meio de PCA (Agar Padrdo de Contagem),
foram incubadas a 27°C por 48 horas e feita a
contagem de cada UFC/ml (BERGEY & HOLT,
1994).

(@) delineamento experimental
congtituiu-se de blocos incompletos ao acaso,

critério de bloqueamento por dia, sendo a
unidade experimental cada um dos 10 peixes de
cada caixa das duas repeticdes. Para a andlise
edtatistica do experimento os dados foram
submetidos a andlise de variancia e teste F a
nivel de 5% de significancia, sendo aplicado o
teste de Tukey para comparacao entre as médias
dos tratamentos no mesmo nivel de
significancia, utilizando o Pacote Estatistico
SAS (SAS, 1995).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Foi verificada uma sobrevivéncia de
0%, no T, e 75% (15 peixes) no T,, e no controle
(T3) 100% (20 peixes). Resultados que mostraram
uma diferenca altamente significativa (Testec?, P
< 0,01) entre os tratamentos com relacdo a
sobrevivéncia. O que pode ser justificado pela
guantidade de bactérias inoculadas, pois
segundo RODRIGUEZ et al. (1993) as cepas de
A hydrophila  produzem a toxina
acetilcolinesterase, que € letal para peixes. Em
alguns casos de infeccdo crénica por A.
hydrophila, os peixes ndo apresentaram sinais
externos, mas rapidamente morreram, devido a
aca0 de toxinas letais (SCHLOTFELDT &
ALDERMAN, 1995). Outro fator que pode ter
favorecido foi atemperatura. GROBERG JR. et
al. (1978) infectaram peixes juvenis (Salmo
gairdneri, Oncorhynchus kisutch e O.
tshawyrscha) com injecfes ntraperitoneais ou
intramusculares com A. salmonicida e A
hydrophila em diferentes temperaturas (3,9 a
20,5°C). Em uma temperatura de 20,5°C a
mortalidade ficou em torno de 64 a 100 %; 49,4
°C ou menos, ndo foram observadas mortes por
A. hydrophila. No presente experimento 0s
peixes foram mantidos a uma temperatura de 20
a 25°C, o que pode ter proporcionado maior
crescimento  bacteriano,  conseqiientemente,
maior mortalidade do que as observadas no
trabalho citado.

Os gnais clinicos apresentados pelos
peixes apos a inoculagdo com bactérias no T, e
T, foram também comportamentais. Os peixes
ficaram parados no fundo da caixa, aguns
vinham a supeficie, mas logo desciam,
parecendo perder o equilibrio. A maior parte do
tempo permaneciam parados no fundo, quando
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se alimentavam, pegavam a racéo ja no fundo.
ApGs a morte dos animais inoculados com
bactéria, foi observado ascite (fluido mucoso
amarelado), exoftalmia, lesdes grandes (Ul ceras)
com bordas hemorréagicas, deixando a maioria
das vezes a musculatura exposta e a regido
lateral dorsal direita com pigmentagcdo anormal.
Alguns apresentavam nadadeiras destruidas,
lesBes no poro genital, no anus e parte externa
da mandibula, brénquias e rins pdidos e
flacidos. Manchas hemorragicas internas na
regido dorsa da cabeca também foram
observadas. Os sentinelas também apresentaram
0S mesmos sinais clinicos dos animais
inoculados com bactéria. No T, 0s animais ndo
apresentaram nenhum sinal clinico ou ateracdo
no comportamento. Inoculagdo da mesma
bactéria em carpa (Cyprinus carpio) também
observou as mesmeas |lesdes descritas no presente
estudo (HARIKRISHINAN et al., 2003).
LLOBRERA & GACUTAN (1987) também
observaram Ulceras necroticas abertas sobre o
corpo, maxilas e na regido do pedinculo caudal
em Ophicephalus striatus, Clarias batrachus,
Carassus sp. e Glossogobius giurus.
McDANIEL (1979) relata que a doenca por A.
hydrophila ocorre na forma superaguda, aguda,
subaguda e crénica. As formas superaguda e
aguda sfo caracterizadas pela alta mortalidade e
lesbes hemorragicas internas pronunciadas. As
formas subaguda e crbnica ocorrem com
hemorragias nas branquias, aberturas naturais,
orgdos internos e presenca de fluido
sanguinolento nas cavidades do corpo, sendo
também evidente abscessos e Ulceras externas.
Quanto aos peixes portadores, o autor oS
descreve sem manifestacdo clinica aparente
(assintomaticos).

A quantidade média de bactérias que os
peixes apresentavam antes da inoculacéo foi de
5 x 10> UFC/ml no rim, e as bactérias
encontradas foram: Aeromonas sp.,
Acinetobacter e Pseudomonas sp. Na égua das
caixas, antes da colocagdo dos peixes, nao
houve crescimento bacteriano.

Conforme SHAMA et al. (2000), o
jundié pode ser portador de bactérias descritas
como patogénicas, tais como Plesiomonas
shigelloides, Aeromonas p., Flavobacterium
., Pseudomonas sp., Saphylococcus sp.,
Edwardsiella tarda, Yersinia ruckeri, Vibrio sp.,

Micrococcus sp. Acinetobacter sp. e
Pasteurella sp. A média do pico de crescimento,
ou sga, 0 “clearance’ bacteriano apresentado
nos peixes que morreram durante os dias
experimentais, tanto no rim como na lesfo,
estéo representados na Tabela 1.

Houve diferenca significativa entre as
contagens das UFC de rim e UFC de lesbes em
cada tratamento, bem como entre os
tratamentos, pelo teste Tukey (P<0,05), no T, e
T,. A quantidade de bactérias encontradas nos
rins dos peixes inoculados sempre se mostrou
significativamente menor que a encontrada nas
lesbes, devido a presenca da bactéria na agua
em contato direto, bem como as variages dos
fatores de viruléncia da cepa da bactéria
Segundo RODRIGUEZ et al. (1992) esta
variagao se da de acordo com a célula utilizada.
A presenca de colbnias puras de Aeromonas
hydrophila pode ter inibido o crescimento de
outras bactérias, as quais foram encontradas nos
controles inoculados com solugdo saling,
sugerindo que seja devido a liberaco de suas
toxinas.

No final dos dez dias experimentais foi
feita a contagem bacteriana dos peixes e dos
sentinelas sobreviventes de cada tratamento, que
foram sacrificados, cujos resultados estdo na
Tabela 2.

Na Tabela 3 estdo os grupos bacterianos
e as contagens feitas na &gua das caixas, no final
dos 10 dias. A contagem bacteriana na agua
segundo AUSTIN (1980) deve ser inferior a5 x
10° UFC/ml, podendo chegar a5 x 10° UFC/ml,
mas 0 autor se refere ao crescimento de todas as
bactérias, 0 que ndo € o caso deste trabalho,
onde a quantidade de bactérias chegou a 10°
somente de Aeromonas hydrophila. A presenca
das colénias puras deveurse ao fato dos peixes
estarem com uma ata infeccéo e diminarem a
bactéria principamente pelas fezes, o que
favoreceu o surgimento de lesbes nos poros
genitais e anus e, até mesmo a contaminacao
dos sentinelas.

Segundo SUGITA et al. (1993), em
amostras de &gua de tanques onde foi
encontrada Plesiomonas shigelloides, a mesma
bactéria também foi isolada com alta frequiéncia
(80 a 100%) nos intestinos dos peixes. Os
mesmos autores realizaram um |levantamento da
ocorréncia de Plesomonas shigelloides em
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diversos tipos de peixes e agua dos respectivos
tanques. Como resultado encontraram 2 x 10°
UFC/ml detectados a partir de 29 espécies de
pexes e 2 x 10' UFC/ml de Plesiomonas
shigelloides nas amostras de agua.

Através das medicOes e pesagens feitas
nos dias 0 e 10, foi possivel verificar uma
insignificante perda de peso nos peixes do T; e
um insignificante ganho de peso no T, (Tab.
V). Através das medigdes notou-se uma
reducdo de peso nos peixes, que nado foi
significativo a 5%, devido ao nimero de dia
experimentais que foram 10, periodo este curto
para se fazer andise de ganho de peso. Mas,
certamente, as bactérias prgudicaram o
desenvolvimento dos jundids, uma vez que
causaram varios sintomas. PLUMB (1994), sem
estimar valores relata que peixes contaminados
por A. hydrophila apresentam perdas de peso.
Estas bactérias causam estresse ao animal, que
interfere também no crescimento (WALTERS
& PLUMB, 1980). O ganho ndo significativo
dos peixes controles mostra que a perda de peso
dos inoculados se deu pela infeccdo por A.
hydrophila.

CONCLUSOES

- A Aeromonas hydrophila se gpresenta como
uma bactéria patogénica para jundia, causando
doenca ulcerativa;

- Jundiés infectados com Aeromonas hydrophila
S30 vetores de contaminagdo para jundids
sadios.
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Tabela |l. I1dentificacio e resultado médio das contagens bacterianas dos peixes sacrificados no final do periodo
experimental.
T1 (UFC/ml) T2 (UFC/ml) Ts (UFC/ml)
Tratamentos -
Rim Lesfo Rim Lesfo Rim

Inoculados com

suspensio bacteriana - - 9,4x10° 2,1x 10° -

Sentinela inoculado

com soluco salina 34x10° 6,0x10° 8,6x10° 1,3x10° 9,3x 10°

Sentindlasem

inocular 1,1x10° 8,4x10° 7,5x 1¢¢ 3,0x10° 5,2x 107

Aeromonas .

PIPS ; : Acinetobacter

Identificagdo Aeromonas hydrophila Aeromonas hydrophila Pseudomonas p.

Saphylococcus
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Tabela |11, Identificacgo e resultado médio das contagens bacterianas da &gua de cultivo dos peixes
inoculados apds 10 dias.

Agua T, (UFC/ml) T, (UFC/ml) T3 (UFC/ml)
Contagem 51x10° 7,3x 10% 2,7x 10°
Aeromonas
L Aeromonas Aeromonas Acinetobacter
Identificacdo
hydrophila hydrophila Pseudomonas

Tabela V. Peso (g) e comprimento (cm) dos jundiés (Rhamdia quelen), no inicio e final do periodo
experimental. * Médias seguidas por |etras iguais na coluna ndo apresentaram diferenca significativa pelo teste de Tukey (P>0,05).

Dia Tratamento Peso Comprimento
T, 16,14 13,06
T, 16,86" 13,34

0 T3 16,64° 13,27

10 T, 15,81% 13,23

10 T3 17,59 13,607

Recebido: 06/10/2003.
Aceito. 16/08/2004.



