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RESUMO

Visando a estudar a resistência do jundiá (Rhamdia
quelen), é que se inoculou, por via intramuscular, as suspensões
de 1,3 x 109 e 3,5 x 108 UFC (Unidades Formadoras de Colônia)
de Aeromonas hydrophila/m" de solução salina. Dos 96 juvenis
submetidos à inoculação, distribuídos em seis caixas d'água de
amianto, 32 constituíram o grupo controle, em que os animais
foram injetados com solução salina esterilizada. A partir do
momento da inoculação de 1m" do respectivo tratamento, foi
observado que os peixes inoculados com a bactéria tiveram seu
comportamento alterado, permaneceram estáticos no fundo da
caixa e apresentaram 100% de mortalidade em 24 horas. Os
peixes do grupo controle injetados com salina não apresentaram
nenhuma anormalidade no comportamento. Sendo assim, é
possível concluir que as concentrações 1,3 x 109 e 3,5 x
108UFC/m" de solução salina são letais para juvenis de jundiá.

Palavras-chave: Rhamdia quelen, Aeromonas hydrophila,
peixe, inoculação.

SUMMARY

The present work studied the resistance of the
“Jundiá” ( Rhamdia quelen), after intramuscular inoculation with
1.3 x 109 and 3.5 x 108 UFC (Unity Formation of Colony)
suspension of Aeromonas hydrophila/m" saline solution. Thirty two
fish of a total of 96 utilized fish served as control that werw
inoculated with saline solution. Fish were distributed in six
amianthus aquarium. After inoculation, fish submitted to bacterial
suspensions showed behaviour changes and apathy at the botton of
aquarium. One hundred percent of mortality was observed 24 hours
after inoculation. In conclusion, 1.3 x 109 and 3.5 x 108UFC/m"

saline solution were lethal for this species of fish.

Key words: Rhamdia quelen,Aeromonas hydrophila, fish,
inoculation.

INTRODUÇÃO

Com o desenvolvimento da piscicultura e
da criação intensiva, há aumento da incidência e
severidade de doenças bacterianas, assim como a
introdução e disseminação de novas enfermidades
(AUSTIN & AUSTIN, 1987). Das doenças infeccio-
sas em peixes, as de origem bacteriana têm apresen-
tado maior significância patogênica em cultivo in-
tensivo (THUNE et al., 1993).

Fazendo parte da microbiota da água de
rios e tanques, as bactérias podem intensificar seu
potencial patogênico quando as condições físicas e
químicas do ambiente estiverem alteradas
(WALTERS & PLUMB, 1980). A maioria desses
organismos são naturalmente saprófitas que utilizam
a matéria orgânica e mineral do ambiente aquático
para seu crescimento e multiplicação. Entretanto,
quando surge a oportunidade, esses organismos são
capazes de invadir o ambiente nutricionalmente
vantajoso dos tecidos dos peixes e iniciarem
processos de doenças (FRERICHS, 1989). O manejo
inadequado do peixe está associado com excitação,
aumento da atividade do indivíduo, aumento da
concentração plasmática de cortisol, incremento do
lactato no sangue e danos na superfície do corpo
(LEWIS, 1971). Segundo RICHARDS e ROBERTS
(1978), os métodos de cultivo intensivo induzem
estresse, e os bacilos gram-negativos são os que
provocam maior mortalidade. Muitos dos patógenos
como Aeromonas hydrophila, Pseudomonas
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fluorescens, Vibrio anguillarum e Edwardsiella
tarda são considerados oportunistas, e fazem parte
da microbiota da água, pele, brânquias e intestino
dos peixes, quando há desequilíbrio dos sistemas
bactéria-hospedeiro-ambiente, podem desencadear
epizootias (BARJA & ESTEVES, 1988).

Conforme LEWIS & PLUMB (1979), A.
hydrophila é responsável pela indução de sérias
epidemias de doenças ulcerativas em várias regiões
do mundo. No Brasil, as bactérias do gênero
Aeromonas são descritas como patógenos
emergentes de importância crescente em alimentos.
Em São Paulo, foi relatado que 48% das amostras de
“pintado” (Pseudoplatystoma sp.), coletadas no
comércio, foram positivas para Aeromonas (RALL
et al. 1998). SHAMA et al. (2000), isolando e
identificando bactérias patogênicas em jundiás
criados em tanque em Santa Maria (RS), observaram
que A. hydrophila apareceu em 6% dos animais
examinados. De acordo com PLUMB (1994), perda
de apetite, apatia, perda de equilíbrio, lesões
epidérmicas como despigmentação, necroses da
pele, úlceras com exposição da musculatura e
alterações no comportamento são geralmente
observadas como sinais clínicos causados por A.
hydrophila. Internamente, os órgãos podem estar
friáveis e esbranquiçados, a cavidade peritoneal com
exsudato, intestino flácido com muco amarelo e sem
alimento. Segundo U.S.FDA (1999), A. hydrophila
pode causar infecções também em humanos pela
ingestão de um número suficiente de bastonetes com
o alimento ou água. No homem, determina
gastroenterite, meningite, úlcera de córnea e,
sobretudo, enfermidades respiratória e intestinal.

No Brasil, há poucos trabalhos relaciona-
dos com as doenças infecciosas em peixes nativos
como o jundiá (Rhamdia spp.). Este peixe possui
boa aceitação no mercado consumidor, boa produti-
vidade em açudes, e apresenta alto potencial de
produção e comercialização, sendo ótima opção para
o fomento da piscicultura (RADÜNZ NETO, 1981).

Tendo em vista a expansão mundial da
aqüicultura, o alto risco de infecções por bactérias
patogênicas, e a representatividade e interesse eco-
nômico do jundiá é que este trabalho foi realizado,
tendo como objetivo avaliar o efeito da inoculação
de suspensões de diferentes quantidades de células
de A. hydrophila em juvenis de jundiá, R. quelen.

MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratório de Bacteriologia do Departamento de
Medicina Veterinária Preventiva e no Setor de Pisci-
cultura do Departamento de Zootecnia da Universi-

dade Federal de Santa Maria. Foram utilizados 96
juvenis de jundiás, R. quelen QUOY & GAIMARD,
1928, com peso médio de 9,52 ± 2,75g e compri-
mento médio de e 10,87 ± 0,93cm. Utilizaram-se 6
caixas d’água com 250" de capacidade, abastecidas
com água de poço artesiano, contendo 16 animais
cada uma. Durante o experimento, os parâmetros
aquáticos foram os seguintes: temperatura (25 ±
1°C), oxigênio (7 ± 1,6mg/"), amônia não ionizada
(0,006 ± 0,002mg/" de NH3), pH (7,1 ± 0,4), alcali-
nidade total (36 ± 2mg/" de CaCO3) e dureza (24 ±
2mg/" de CaCO3).

Depois de ter sido identificada e isolada
do rim de um jundiá adulto, segundo método de
BARJA & ESTEVES (1988), a bactéria A.
hydrophila foi utilizada na preparação do inóculo
bacteriano. Os inóculos foram preparados com
diferentes diluições de cultivos bacterianos em
solução salina estéril. Para orientação das
concentrações bacterianas, as diluições foram
ajustadas pela turvação segundo escala 0,5 e 5 de
Mc Farland (VANDEPITTE et al., 1993). Foi
aplicado 1m" do inóculo por injeção intramuscular,
latero-dorsal direita, em cada peixe do tratamento
1,3 x 109 (T3) e 3,5 x 108 UFC/m" de solução salina
(T2) e, como controle (T1), 1m" de solução salina a
0,5% em cada peixe. Nos grupos teste, inoculados
com bactéria, foram utilizados 32 peixes para cada
tratamento (T2 e T3), dos quais 24 inoculados com
suspensão bacteriana, quatro injetados com solução
salina e quatro sem injeções. Estes últimos oito
serviam como sentinelas (marcados) para verificar a
contaminação por A. hydrophila proveniente dos
peixes inoculados. No grupo controle (T1), foram
utilizados 28 peixes injetados com solução salina e
quatro sem injeções (marcados).

A partir do momento da inoculação, os
animais foram observados, para verificação de
eventuais manifestações mórbidas ocasionadas pela
bactéria em cada grupo de peixes e, dentro de cada
grupo, os peixes foram observados individualmente.
Também foram feitas observações de alterações
comportamentais, morbidade e mortalidade. Os
peixes mortos foram utilizados para coletar amostra
dos rins e das lesões externas, e realização de reiso-
lamento, contagem e identificação do agente bacteri-
ano. Análise de identificação e contagem bacteriana
também foram feitas na amostra de água das caixas,
assim como medições dos parâmetros físicos e quí-
micos da água, através de “kit” de análise - ALFA.

A contagem foi feita através de 100µ" de
cada amostra coletada com um alça calibrada,  do
rim e lesão de cada peixe ou amostra da água em
900µ" de solução salina e realizadas diluições deci-
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mais até 10-8, com o auxílio de micropipeta e semea-
das em meio de PCA (Ágar Padrão de Contagem),
incubadas a 27°C, por 48 horas, e realizada conta-
gem de cada UFC/m" (BERGEY & HOLT, 1994).
Para identificação, as amostras foram semeadas em
meio de cultura (AS) Ágar Sangue. Após 48 horas
de inoculação a 27°C, os isolados bacterianos foram
classificados segundo característica morfológica e
tintorial pelo método de Gram. As bactérias gram-
negativas foram submetidas ao teste de oxidase e
prova bioquímica (BERGEY & HOLT, 1994) para
identificação.

Foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado, sendo a unidade experimental cada um
dos 12 peixes de cada caixa das duas repetições. Os
parâmetros estimados foram: contagens das UFC no
rim e lesão. Utilizando o pacote estatístico SAS
(SAS, 1995), foi aplicado teste Tukey com a signifi-
cância de 5%.

RESULTADO E DISCUSSÃO

Os jundiás inoculados com A. hydrophila
apresentaram mortalidade de 100% em 24 horas,
incluindo os sentinelas. Nos peixes controles, não
houve mortes ou qualquer anormalidade de com-
portamento. Apesar da A. hydrophila fazer parte da
microbiota dos peixes (BARJA & ESTEVES, 1988),
essa bactéria produz toxina, a acetilcolinesterase,
que em grande quantidade é letal segundo
RODRIGUEZ et al. (1993). Acredita-se então que a
causa da mortalidade por A. hydrophila, neste en-
saio, seja conseqüência da ação dessas toxinas.

Os sinais clínicos que antecederam a
morte dos jundiás infectados foram perda de
equilíbrio e movimentos respiratórios mais lentos.
NIETO et al. (1991) acreditam que essas
manifestações sejam resultado dos produtos
extracelulares que apresentam efeito narcótico
agindo no sistema nervoso central do peixe. No
presente trabalho, verificou-se ascite contendo fluido
mucoso e amarelado, exoftalmia, úlceras com bordas
avermelhadas no local da inoculação, coloração
anormal ao longo corpo, erosão das nadadeiras,
lesões irregulares que deixaram a musculatura
exposta no poro genital, no ânus e parte externa da
maxila inferior, apresentando também brânquias e
demais órgãos internos pálidos e flácidos. Os
sentinelas que não foram inoculados apresentaram
os mesmos sinais clínicos dos inoculados, com
exceção das úlceras na região lateral, o que mostra a
ação patogênica da bactéria. LLOBRERA &
GACUTAN (1987) também observaram úlceras
necróticas abertas sobre o corpo, maxilas e na região
do pedúnculo caudal em Ophicephalus striatus,

Clarias batrachus, Carassius sp. e Glossogobius
giurus. SCHLOTFELDT & ALDERMAM (1995)
observaram que a infecção por A. hydrophila, além
de apresentar os sinais clínicos observados neste
estudo, apresentaram também hemorragias necrótica
de órgãos internos, principalmente rim e fígado, e
deposição de fluido sanguinolento na cavidade
abdominal. BARJA & ESTEVES (1988)
observaram hemorragia nas brânquias, ao redor do
ânus e nos órgãos internos como fígado, baço e rim.
Nos jundiás utilizados nesse experimento, não houve
hemorragia aparente nas brânquias ou outros órgãos,
mas sim lesões ao redor do ânus e poro genital.
McDANIEL (1979) relata que a doença pode ocorrer
na forma superaguda, aguda, subaguda e crônica. As
formas superaguda e aguda são caracterizadas pela
alta mortalidade e lesões hemorrágicas internas
pronunciadas. As formas subaguda e crônica
ocorrem com hemorragias nas brânquias, aberturas
naturais, órgãos internos e presença de fluido
sanguinolento nas cavidades do corpo; sendo
também evidente abscessos e úlceras externas.
Quanto aos peixes portadores, o autor os descreve
sem manifestação clínica aparente (assintomáticos).

Conforme SCHLOTFELDT & ALDERMAN
(1995), em alguns casos de infecção por A.
hydrophila, os peixes morrem rapidamente, efeito
esse que pode variar segundo a resistência dos
peixes. SANTOS et al. (1991), por inoculações
intraperitoneais testaram, durante 7 dias, a DL50 para
diferentes espécies de peixe como Salmo trutta que
foi de aproximadamente de 2 x 105 células/m",
Anguilla japonica >108, Plecoglossus altivelis 8,6 x
104, Lepomis macrochirus >108, Oncorhynchus
mykiss dependendo das cepas de bactérias variou de
3,2 x 104 a >108. Para juvenis de jundiá, este
trabalho mostra que as concentrações de 109 e 108

são letais após 24 horas.
A quantidade média de bactérias que os

peixes apresentavam antes da inoculação foi de 3,5 x
102 UFC/m" no rim e as bactérias encontradas
foram: Aeromonas sp., Acinetobacter,
Pseudomonas sp., Vibrio sp. e Plesiomonas
shigelloides. Conforme SHAMA et al. (2000), o
jundiá pode ser portador de bactérias descritas como
patogênicas oportunista, tais como P. shigelloides,
Aeromonas sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas
sp., Staphylococcus sp., Edwardsiella tarda,
Yersinia ruckeri, Vibrio sp., Micrococcus sp.
Acinetobacter sp. e Pasteurella sp.. Podendo essas
bactérias causar patogenicidade quando os peixes
estiverem em condições ambientais adversas. A água
das caixas, antes do povoamento com animais, não
apresentou nenhum crescimento bacteriano.
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Aproximadamente 24 horas após a
inoculação, os peixes morreram, e
então foi feita a contagem e a
identificação das bactérias dos peixes
e da água, resultados representados
nas tabelas 1 e 2.

Pela análise estatística dos
dados das contagens bacterianas dos
animais foi verificada diferença signi-
ficativa entre o rim dos peixes con-
troles (T1) e dos peixes inoculados do
T2 e T3. Assim como entre as contagens das UFC do
rim e da lesão dentro do mesmo tratamento, e entre
as contagens de rim dos inoculados com bactéria
bem como entre as lesões destes animais, no mesmo
tratamento pelo teste Tukey (P<0,05)(Tabela 1). O
fato da quantidade de bactérias encontrada nos rins
dos peixes inoculados sempre se mostrar significati-
vamente menor que a encontrada nas lesões do local
da inoculação se deve à presença da bactéria na água
e, até mesmo, devido à variação do mecanismo de
virulência da cepa da bactéria. Segundo
RODRÍGUEZ  et al. (1992), essa variação se dá de
acordo com a célula utilizada.

A contagem bacteriana na água, segundo
AUSTIN (1980), deve ser inferior a 5 x103 UFC/m",
podendo chegar a 5 x 108 UFC/m", mas o autor se
refere ao crescimento de todas as bactérias, o que
não é o caso deste trabalho, no qual a quantidade de
bactérias chegou a 106 só de Aeromonas hydrophila
(Tabela 2). A presença das colônias puras deve-se ao
fato, possivelmente, aos peixes estarem com alta
infecção e eliminarem a bactéria principalmente
pelas fezes, o que favoreceu o surgimento de lesões
nos poros genitais e ânus; e até mesmo a contamina-

ção dos sentinelas. Isso mostra que os excrementos
dos peixes influencia significativamente a microflora
aquática. SUGITA et al. (1993) observaram que nas
amostras de água dos tanques onde foi encontrada
Plesiomonas shigelloides, essa também foi isolada
com alta freqüência (80 à 100%), dos intestinos dos
peixes.

CONCLUSÃO

As concentrações de 1,3 x 109 e 3,5 x
108UFC de Aeromonas hydrophila/m" de solução
salinas são letais para juvenis de jundiá (Rhamdia
quelen), quando inoculadas intramuscularmente, nas
condições em que foi realizado o presente
experimento.
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