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ISOLAMENTOS DE BACTERIAS E VIRUS EM PEIXES DE
GUAS DO MUNICIPIO DE SANTA MARIA E ARREDORES*

BACTERIAL AND VIRAL ISOLATIONS FROM FISHES FROM THE
WATER OF SANTA MARIA COUNTY AND SURROUNDINGS

Terezinha Flores Canabarro**
Deodoro Atlante Brand&o****

RESUMO

Bactérias e virus de peixes de aguas do muni-
cipio de Santa Maria e arredores foram isolados, sendo
comparados com o0s descritos na literatura como agen-
tes etiolbgicos das doengas infecto-contagiosas dos pei-
xes. Foram examinados 160 peixes, coletados nas qua-
tro estagces do ano, em rios, agudes e tanques de pis-
Cicultura. Estes peixes pertenciam a populacbes aparen-
temente sadias. Para os exames bacterioldgicos foram
coletadas amostras diretamente dos rins e de lesdes ex-

ternas e internas quando presentes, num total de 232
Os exames destas amostras resultaram no isolamento e

identificagao de 21 diferentes géneros de bactérias. Das
bactérias isoladas, 11 sao relatadas como patogénicas
para 0s peixes, sendo estas Aeromonas hydrophila, Pie-
siomonas shigelloides, Edwardsiella tarda, Flavobacterium
spp., Pseudomonas spp., Vibrio spp., Pasteurella spp.,
Micrococcus spp., Corynebacterium spp., Acinetobacter
spp., € Streptococcus spp. . Para 0s exames virol6égicos
foram usadas amostras de figado, baco, génadas e ou-

tros Orgaos que mostrassem alteracées macroscodpicas,
num total de 255. Estes materiais foram passados frente

a linha celular Epitelioma Papiloso de Carpa (EPC) e
~ dois materiais apresentaram efeito citopatogénico. A séti-
ma passagem destes materiais em cultivo celular foi
preparada para microscopia eletrénica, sendo evidencia-
das particulas virais. Estas particulas estavam localizadas

no citoplasma das células e mediam aproximadamente
S0nm de diametro.
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SUMMARY

in the present work bacteria and virus were
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isolated from fishes and compared with those described
in the literature as causing infectious diseases. One
hundred and: sixty fishes were collected during four
seasons from rivers, dams and ponds. All the fishes
were from apparently normal populations. Kidney
samples and external or internal lesions when present
were submitted for bacteria isolation and totalized 232.
Twenty-one different bacteria were isolated and identified.
Eleven of those are described as pathogenic for fishes:
Aeromonas hydrophila, Plesiomonas  shigelloides,
Edwardsiella tarda, Flavobacterium spp., Pseudomonas
spp., Vibrio spp., Pasteurella spp., Micrococcus spp.,
Corynebacterium spp., Acinetobacter spp., and
Streptococcus spp.. Two hundred and fifty-five materials
were used for virological examination mainly liver, spleen
and gonad. The samples were passed in the epitelioma
Papillosum of Carpa (EPC) cell line. Two samples
showed cytophatic effect after inoculation in the cell
system. The seventh passage that still had cytophatic
effect were prepared for electron  microscopy
examination. Viral particles with approximately 50nm were
observed in the cytoplasm of the cell.
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INTRODUGAO

Os peixes, mais que as outras espécies de ani-
mais, sdo extremamente dependentes das condigcoes
ambientais para sua sobrevivéncia. Isto porque © meio
aquéatico pode apresentar muitas variagdes que debilitam
os peixes, tornando-os vuineraveis a varios tipos de do-
encas, como por exemplo, as doengas nutricionais, pa-
rasitarias e infecto-contagiosas.

As populacbes de peixes em criagles intensivas
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esta0 muito mais expostas as doengas, devido ao regi-
me de alimentagao, confinamento e densidade popula-
cional, fatores estes que podem tornar o meio ambiente
bastante diferente do natural, embora doengas também
ocorram em peixes de vida livre. Nas criagcdes racionais,
as doengas infecto-contagiosas Sd0 responsaveis por
grande perdas econdmicas. Nos paises onde a piscicul-
tura alcangou altos niveis de desenvolvimento, existe
uma grande preocupagaoc com O estudo e diagnéstico
destas doengas. quer no sentido de tratd-las, bem co-
mo no de efetivar medidas profilaticas. Segqundo POST
(1987) as doengas infecto-contagiosas sdo responséveis
por montalidade ao redor de 60 a 80% dos peixes en-
volvidos, podendo em alguns casos chegar a 100%. As-
sim sendo, varios paises como Estados Unidos, Franca,
Inglaterra, ltalia e Espanha, entre outros, possuem legis-
lagdo que tornam certas doengas infecto-contagiosas co-
mo de declaragdo obrigatéria. As doencas nao sio re-
sultado do simples contato entre hospedsiro e agente
patogénico, e sim de uma interagdo entre hospedeiro,
agente e meio ambiente (Sniesko apud WALTERS &
PLUMB, 1980). |

POST (1966) descreve a temperatura da &gua
como fator preponderante no surgimento de surtos epi-
zooticos em populagdes de peixes. Pelo fato de serem
animais poiquilotérmicos, as mudancas bruscas de tem-
peratura reprimem o sistema imunolégico destes ani-
mais.

NIETO et al (1984) descrevem que as bactérias
Causadoras de doengas em peixes, sdo patogénicas
obrigatorias quando n&o forem normais ao meio aquaéti-
CO e patogénica facultativas quando forem encontradas
facilmente na superficie do corpo do peixe ou em seu
intestino. Os virus e as ricketsias s&o 0s menores mi-
crorganismos patogénicos e se caracterizam por prolife-
rarem somente dentro de uma célula viva (FREI, 1971).
Dentre estes, varios s@o responséveis por doengas em
peixes. EIRAS et al (1988) citam como de deciaracdo
obrigatOria em Portugal, as doencas bacterianas: Furun-
Culose (FUR), Doenga Renal Bacteriana (BKD) e Doenca
da Boca Vermelha (ERM); as viroses: Necrose Pancreéti-
ca Infecciosa (IPN), Necrose Hematopoiética Infecciosa
(IHN), Septicemia Hemorragica Viral (VHS) e a Viremia
Primaveril da Carpa (SVC); as parasitarias: Doenca do
Rodopio (mixosomose) e Doenca Renal Proliferativa (etio-
logia ainda n&o definida). As bactérias causadoras de
doengas em peixes sdo, em sua grande maioria gram-
negativas. Representando a familia Vibrionaceae, sao im-
portantes O0s géneros Aeromonas, Plesiomonas e Vibrios
pertencentes a Enterobacteriaceae, os géneros Edward-
slella e Yersinig espécies de Flexibacter das Cytofagace-
ae sao tidas como patogénicas oportunistas. (BULLOCK
et al, 1971). Podem ser também patogénicas, Flavobac-
terium sp., Acinetobacter sp., Streptococcus sp., Pasteu-
rella sp., Pseudomonas sp., e Micrococcus sp., segundo

McDANIEL (1979), PLUMB (1979) e BULLOCK et al
(1971). A Aeromonas saimonicida, Vibrio, Yersinia ruckert
e Renibacterium esta ultima pertencente a Corynebacte-
riaceae, sao especiaimente importantes por produzirem
doencas em salmonideos (POST, 1987).

O conhecimento mais amplo das doencas virais
dos peixes e seus agentes etioldgicos, ocorreu no pe-
rodo de 1951 a 1978 segundo PILCHER & FRYER
(1980). Estes autores citam que apds o0 desenvolvimento
de cultivo de linhas celulares de peixes, foi possivel
diagnosticar surtos epizolticos em criatorios e popula-
coes de peixes selvagens, 0s qQuais nao eram causados
por bactérias, fungos ou protozoarios. Isto resultou no
isolamento e identificacao de 11 diferentes vrus causa-
dores de doencas em peixes e em outras 16 manifesta-
¢Oes clinicas, a forte evidéncia de etiologia viral.

KLINKE (1982) cita que a anamnese e lesdes
macroscopicas sao “suficientes para indicagao de infec-
cao viral em peixes, poréem para o diagnostico definitivo
deve-se fazer a identificagao do virus. Segundo 0 mes-
mo autor, a identificacao pode ser direta, sem 0 cultivo
do virus, utilizando a técnica de imunofluorescéncia ou
microscopia eletronica. Ainda, direta com o cultivo de wi-
rus, usando-se para isto cultivos primarios ou linhas ce-
lulares permanentes. WOLF & QUIMBY (1962) cuitivaram
a primeira linha celular de peixe em 1960. RUSSEL et al
(1975) ressaltam que todas as linhas celulares utilizadas
no diagnostico viral, devem estar livres de micoplasma,
podendo-se utilizar a imunofiuorescéncia para efetivar es-
te controle. A idade do cultivo celular tem influéncia di-
reta na producaoc de virus (AHNE, 1978).

No Brasil, nada ou quase nada se sabe quanto
ao envolvimento de agentes bacterianos ou wirais nas
mortalidades de peixes, pois nao foram encontrados re-
latos de diagnoésticos laboratoriais com a finalidade de
detectar estes agentes infecciosos. Em relagcao a este
tema, encontrou-se editada no pais apenas uma publica-
¢ado de BOTELHO & ABREU (1971) sobre doengas e
tratamentos de peixes ornamentais, a qual baseia-se so-
mente nas manifestacdes clinicas. Assim os objetivos
deste trabalho foram tentar o isolamento e identificagao
de bactérias e virus em peixes de aguas do municipio
de Santa Maria e arredores, e compara-los com os des-
critos na literatura como patogénicos para 0S peixes.
Ainda, através da adaptagao dos metodos diagnosticos
para doencgas infecto-contagiosas dos peixes, abrir cami-
nhos para estudos futuros das possiveis enfermidades

que possam estar presentes em peixes das aguas de
nossa regiao e assim buscar métodos de tratamentos

preventivos e curativos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 160 peixes capturados vivos ou
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moribundos, ou recentemente mortos, de acudes, rios e
tanques da regidao de Santa Maria, independente de ta-
manho, peso, sexo, idade e espécie. Os peixes foram
capturados nos agudes e tanques da Companhia Rio-
grandense de Saneamento de Santa Maria (CORSAN),
rios Ibicui e Guagupi na localidade de Sao Martinho, rio
Vacacai na localidade do Passo do Verde, rio Sao Sepé
no municipio de S&o Sepé e acudes de Camobi, Pains
e Sao Martinho, todos do municipio de Santa Maria.

As coletas foram realizadas nas quatro estacoes
do ano no periodo entre junho de 1988 a dezembro de
1990. Os métodos de captura, transports, identificagao e
necropsia dos peixes foram descritos por CANABARRO
(1991).

Todas as lesbes foram processadas para exame
bacteriolégico. Precedendo o exame interno, o animal
recebia uma desinfecgao com gaze estéril embebida em
aicool. Com o auxilio de tesoura e pinca estéril era feita
uma incisao na linha ventral média do peixe, sem rom-
per o intestino. No exame interno foram observados ta-
manho, forma e coloragdo dos 6rgaos, levando-se em
conta a especie do peixe. Todas as lesdes e alteragdes

de cada peixe examinado, eram anotadas em ficha pro-
tocolo. O rim foi o 6rgao escolhido para exame bacte-
rioldgico, conforme indicacdo de BULLOCK et al (1971),
McDANIEL (1979) e POST (1987), sendo este processa-
do em todos os peixes analisados. As lesfes externas e
internas, quando foram detectadas, e o rim de todos os
peixes foram semeados individualmente em Tripticase
Soy Agar (TSA) (DIFCO), Brain Heart Infusion (BHI) (DIF-
CO) e Agar Sangue Azida (ASA) (DIFCO) e MacConkey
(DIFCQ), distribuidos em placa de petri, cada placa con-
tinha 20mi do respectivo meio de cultura. Os métodos
de semeadura, inoculagdo e identificacdo bacteriana fo-
ram descritos por CANABARRO (1991).

O exame virolégico dos peixes foi realizado a
partir de amostras de figado, bago e gdénadas, sendo
tambem processado qualquer outro 6rgédo ou tecido
que apresentasse alteracao. A metodologia utilizada para
Os exames wvirologicos encontra-se descrita por CANA-
BARRO (1991). Utilizou-se a linha celular Epitelioma Papi-
loso de Carpa (EPC). Eram preparados tubos com 1mi
de suspenséo celular em MEM (Minimal Essential Me-
dium) enriquecido com 10% de Triptosa Fosfato e su-
plementado com 10% de soro fetal bovino. A inoculacao
do material era realizada no momento da distribuicao do
cultivo celular nos tubos. O inéculo constava de 0,2mi
da diluigao 1:20 do material suspeito. A diluicao era feita
previamente com 0 mesmo meio utilizando 2x antibiéti-
co. Os materiais foram inoculados com duas repeticoes
e Incubados em estufa a 26°C durante 7 dias. Tubos
testemunhas, contendo apenas cultivo celular, eram man-
tidos nas mesmas condicdes. Todos os tubos eram ob-
Servados diariamente em microscépio invertido, para de-
tectar a presencga de efeito citopatogénico (ECP). A leitu-

ra diaria era anotada em fichas controle. No final do sé-
timo dia, os tubos eram congelados a -18°C, e poste-
riormente reinoculados, efetuando-se assim a segunda
passagem do material em cultivo celular (2 EPC). Os
materiais sem efeito citopatogénico, na segunda passa-
gem, foram considerados negativos. Aqueles que mos-
travam algum tipo de aiteragao no cultivo ceiular, em
passagens sucessivas, eram reinoculados até a 72 pas-
sagem (ECP), sendo esta entao preparada para micros-
copia eletrOnica para visualizagao de particulas virais.

Para a analise estatistica dos isolamentos bacte-
rianos, utilizou-se a analise da variancia e teste de Tu-
key ao nivel de 5%, para detectar diferencas significati-
vas. Para analise da variancia os dados foram transfor-
mados pela fébrmula v X + 0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos peixes examinados foram isoladas 21 bac-
térias de diferentes géneros, pertencentes as familias: Vi-
brionaceae, Rhizobiaceae, Achromobacteriaceae, Coryne-
bacteriaceae, Brucellaceae, Micrococcaceae, Enterobacte-
riaceae, Streptococcaceae e Pseudomonadaceae.

As bactérias isoladas, bem como 0Ss percen-
tuais de prevaléncia nas diferentes estagOes do ano,
constam nas Tabelas 1 e 2

Na familla das Vibrionaceae encontram-se¢ 0S
géneros Aeromonas, Plesiomonas e Vibric. No presente
trabalho, dos microrganismos isolados e identificados,
43 foram Aeromonas hydrophila as quais representam
18,5% das amostras analisadas, perfazendo 30,2% dos
isolamentos. Deste percentual, 18% ocorreram na pri-
mavera, 22% no verao, 31,2% no outono e 11,2% no In-
verno. Estes achados nao sa&o surpresa, pois segundo
MCcDANIEL (1979) a ocorréncia da Aeromonas hydrophilia
em peixes de agua doce de todas as partes do mundo
& esperada. Isto € reforgcado por KLINKE (1982) que
descreve a Aeromonas hidrophila como normal em
aguas, principalmente com sobrecarga organica, poden-
do ser o caso do presente trabalho. Ja NIETO et al
(1984) descrevem que as bacteérias causadoras de doen-
cas em peixes, sao patogénicas obrigatérias, quando
nao forem normais ao meio aquatico, e patogénicas fa-
cultativas quando forem encontradas faciimente neste
meic e consequentemente encontradas na superficie do
corpo e intestino dos peixes. A maioria das Aeromonas
hidrophila neste trabalho, foi isolada de 0Orgaos internos,
principalmente dos rins, e considerando os achados de
NIETO et al (1984), pode-se classificar esta bactéria co-
mo patogénica facultativa em peixes de nossa regiao,
embora o0s isolamentos aqui realizados fossem de pei-
Xes aparentemente normais, ou Sseja, 0S animais nac
pertenciam a populagdes que apresentassem surtos epi-
zooticos.
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A Plesiomonas shigelloides
também pertencente a familia Vibrio-
neceae, foi recentemente diagnostica-
da como responsavel por surtos sep-
ticémicos em peixes, mostrando aitos
indices de montalidade (CRUZ et al,
1986). Esta bactéria foi quantitativa-
mente 0 segundo género mais isola-
do das 232 amostras processadas
neste trabalho, representando 21,1%
do total dos isolamentos. Segundo
CRUZ et al (1986), a Plesiomonas
shigelloides esta normalmente presen-
te na agua e surtos epizobticos re-
pentinos podem ocorrer quando 0s
peixes sao estressados devido as
condigoes ambientais desfavoraveis,
COmMo elevagao de temperatura e acu-
mulo de matéria organica. Embora
nao houvesse surtos epizodticos de
mortalidade no presente trabalho, nao
se pode desprezar a importancia
destes isolamentos, uma vez que
condigbes ambientais desfavoraveis e
estresse podem ocorrer em noOsso
meio. O aumento da temperatura, Ci-
tado por JOHANSON (1978) e CRUZ
et al (1986) como fator desencadean-
te de surtos bacterianos em peixes,
pode ser observado neste trabalho,
pois 0 percentual de isolamento de
Plesiomonas shigelloides foi mais ex-
pressivo com a elevagao de tempera-
tura (Tabela 2). Estes resultados sao
importantes, pois sabe-se que quan-
do criados intensivamente, os peixes
tornam-se susceptiveis as enfermida-
des, sendo a elevagdo de temperatu-
ra um fator pré-disponente BULLOCK
et al, 1971).

O género Vibrio também
pertencente a Vibrionaceae, foi isola-
do das amostras deste trabalho.
Embora tenha ocorrido com baixo
percentual acredita-se na importancia
deste isolamento, pois o Vibrio sp. é
um dos principais agentes patogéni-
COos em peixes e foi isolado dos rins
de um exemplar de Jundid (Rhandia
sp.). Por outro lado, as manifesta-
¢oes clinicas produzidas pela Vibrio
8p., sa0 muito semelhantes As resul-
tantes nas infeccdes por Aeromonas

hydrophila bem como a proximidade
de suas caracterfsticas bioquimicas. A
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TABELA 1- Isolamentos bacterianos obtidos de 160 peixes coletados de
dguas de Santa Maria e arredores nas vArias estagdes do ano.
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PRIMA~ VERAO
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BACTERIAS VERA

INVERNO TOTAL

Sem crescimento
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Aeromonas hydrophila¥*
Plesiomonas shigelloides* 1
Flavobacterium sp.*
Providencia sp.
Pseudomonas sp.*
Chromobacterium sp.
Pasteurella sp.*
Klebsiella sp.
Escherichia coli
Citrobacteer freundii
Staphylococcus sp.
Hafnia alvel
Micrococcus sp.*
Enterobacter sp.
Serratia sp.
Corynebacterium sp.*
Acinetobacter sp.*
Streptococcus sp.*
Edwardsiella tarda*
Vibrio sp.»*

Shigella sp.
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TOTAL DE SEMEADURAS 50

(78
o
o
&

98 232
TOTAL DE PEIXES COLETADOS 30 28 33 69 160

* Bactérias descritas como patogénicas
** a b, ¢ d - Letras diferentes representam diferencas significativas ao nivel de 5% ({TUKEY).

TABELA 2~ Percentuais de isolamentos bacterianos obtidos de 160 peixes

coletados de &aguas de Santa Maria e arredores nas varias es-
tagdes do ano.

PRIMA- VERAO OUTONO INVERNO TOTAL

BACTERIAS VERA

Sem crescimento 30,00 43,20 35,40 42,82 38,79ax**
Aeromonas hydrophila+ 18,00 22,20 31,25 11,20 18,53 b
Plesiomonas shigelloides* 24,00 16,20 14,50 5,10 12,93 bc
Flavobacterium sp.* 2,71 2,70 2,00 7,10 4,32 cd
Providencia sp. 2,00 0,00 4,10 6,10 3,87 cd
Pseudomonas sp.* 2,00 0,00 0,00 7,10 3,44 d
Chromobacterium sp. 2,00 0,00 0,00 6,10 3,01 d
Pasteurella sp.* 2,00 2,70 2,00 4,00 3,01 d
Klebsiella sp. 2,00 5,40 0,00 1,00 1,72 d
Escherichia coli 4,00 0,00 2,00 0,00 1,29 d
Citrobacteer freundii 4,00 0,00 0,00 1,00 1,29 d
Staphylococcus sp. 6,00 0,00 0,00 0,00 1,29 d
Hafnia alvei 0,00 0,00 0,00 2,00 0,86 d
Micrococcus sp.* 0,00 0,00 0,00 2,00 0,86 d
Enterobacter sp. 2,00 2,70 0,00 0,00 0,86 d
Serratia sp. 0,00 0,00 4,10 0,00 0,86 d
Corynebacterium sp.* 0,00 2,70 0,00 1,00 0,86 d
Acinetobacter sp.* 0,00 0,00 0,00 1,00 0,43 d
Streptococcus sp.* 2,00 0,00 0,00 0,00 0,43 d
Edwardsiella tarda* 0,00 0,00 2,00 0,00 0,43 d
Vibrio sp.* 0,00 0,00 0,00 1,00 0,43 d
Shigella sp. 0,00 0,00 0,00 1,00 0,43 d
TOTAL DE SEMEADURAS 50 36 48 98 232
TOTAL DE PEIXES COLETADOS 30 28 33 69 160

* Bacterias descritas como patog8nicas

** & b, ¢, d - Letras diferentes representam diferengas significativas ao nivel de 5% (TUKEY).



Ciéncia Rural 22(1), 1992 97

- T ————— _—

importancia de peixes portadores na transmissdo da do-
enga tambem 6 relevante segundo o descrito por
McDANIEL (1979).

O género Flavobacterium pertence a familia Ac-
hromobacteriaceae foi isolado de 10 amostras dos pei-
xes coletados. Destas observacbes, sete foram obtidas
no inverno e um isolamento em cada uma das outras
estacoes do ano. Segundo FARKAS (1985), Flavobacte-
num sp. & responsével pela doenca bacteriana das
branquias e infecta peixes principalmente quando a tem-
peratura da agua mostra-se mais baixa. A ocorréncia
desta bactéria no presente estudo, pode indicar o DOS-
sivel aparecimento da doenga bacteriana das bréanquias
Nos peixes desta regiao principalmente no inverno e ini-
Cio da primavera.

A familia das Enterobacteriaceae abriga um
grande numero de espécies bacterianas estreitamente re-
lacionadas entre si e que habitam o intestino grosso do
ser humano e animais, solo, 4gua e materiais em de-
composicac (JOKLIK et al, 1986). Em peixes, segundo
HAWKE (1979), encontra-se a Edwardsiella tarda, perten-
cente a esta familia e responséavel pela infeccéo sistémi-
Ca conhecida como "Emphysematous putrefative disea-
se'. Embora no presente trabalho esta bactéria tenha
ocorrido com prevaléncia reduzida (2% dos isolamentos
No outono e 0,7% do total dos isolamentos) a presenca
desta deve ser considerada e desperta interesse poOIS
fezes de outras espécies podem tornar-se fonte de con-
taminagao segundo JOKLIK et al (1986). Fica aqui a
preocupacac pela pratica da alimentagao de peixes com
fezes de animais em criagdes semi-intensivas. Os outros
géneros de Enterobactérias isoladas neste trabalho, que
sao: Providencia spp., Hafnia alvei, Klebsiella spp., Es-
cherichia coli, Citrobacter freundii, Enterobacter Spp. €
Shigella spp., ocorreram em baixos percentuais como
pode ser observado na Tabela 1 e 2 e ndo sao relata-
das como causadoras de doengas em peixes. Entretan-
to WHITE et al (1973) citam que esporadicamente as
Enterobactérias podem ser responsaveis por alguma
mortalidade em peixes.

A Pasteurella género pertencente & familia Bru-
cellaceae possui um amplo espectro de infeccao, cau-
sando enfermidade em animais e no ser humano, entre-
tanto, tambem compde a flora normal de varios animais
domesticos (JOKLIK et al, 1986). A Pasteurelose foi
diagnosticada em varias espécies de peixes de estuarios
@ marinhos segundo McDANIEL (1979). Citada pelo
mesmo autor, a Pasteurella piscicida é descrita como
responsavel por doenga em peixes de agua salobre ou
salgada. No presente estudo ocorreram 7 isolamentos

de Pasteurella spp. e mesmo nao sendo comprovada a

patogenicidade das bactérias isoladas, registra-se a
ocorrencia deste género nas amostras de peixes coleta-
dos nas aguas de Santa Maria e arredores.

A familia Pseudomonadaceae estad representada

neste trabalho pelo isolamento de Pseudomonas spp. .
O género Pseudomonas se compde de um grande nu-
mero de bacilos gram-negativos, nao fermentativos, aero-
bicos, que habitam o0 solo e agua, onde s&o importan-
tes na decomposicao de matéria organica (JOKLIK et al,
1986. Estes autores citam 35°C como temperatura 6tima
para o crescimento deste género de bactéria, podendo
ocorrer também a 42°C. Entretanto BOOTSMA (1986) ci-
ta temperaturas inferiores a 20°C para o aparecimento
da Red spot disease a qual tem como agente etiolégico
a Pseudomonas anguilliseptica Os isolamentos no pre-
sente trabalho ocorreram a 27°C, temperatura esta mais
proxima a descrita por BOOTSMA (1986). MEYER &
COLLAR (1964) relatam o isolamento de Pseudomonas
sp. de White Catfish moribundos que apresentavam le-
soes pronunciadas e estando estes peixes tambem in-
festados pelo protozoario Ichthyophthirius multifiliis Em-
bora 0s autores nao tenham conseguido identificar a es-
pécie desta bactéria, citam que as caracteristicas eram
bastante proximas as da Pseudomonas fluorescens a
qual & patogénica para os peixes. Assim sendo, levando
em conta os relatos dos diferentes autores, e uma vez
gue o0s isolamentos realizados neste estudo foram pro-
venientes dos rins de peixes que apresentavam também
apodrecimento de barbatanas, a observacao de Pseudo-
monas Ssp., pode indicar a possibilidade de manifesta-
¢coes de doengas causadas por este género de bactéria
em peixes de nossa regiao.

O género Staphylococcus ndo é citado na lite-
ratura como importante nas doengas de peixes, entre-
tanto, foram isolados dos peixes amostrados neste tra-
balho. O Staphylococcus sp. foi isolado em peixes cole-
tados na primavera e representou 2,1% dos isolamentos
totais. Pela auséncia de relatos de sua importancia pato-
génica apenas cita-se 0 isolamento deste género no

presente estudo.

O Micrococcus sp. também incluido na familia
Micrococcaceae (como género anterior), € citado por
Conroy apud BULLOCK et al (1971), como possivel
agente etiologico em trutas enfermas na Argentina. A
observacao deste género no presente trabalho, ocorreu
NO inverno e representa 3,5% dos isolamentos nesta es-
tacac do ano. Registra-se a observagao deste microrga-
NiISMO em peixes analisados, uma vez que sSao poucas

as informagodes sobre a ocorréncia do mesmo.
O género Corynebacterium pertencente a familia

Corynebacteriaceae, possui importancia na etiologia das
doencas em peixes. Os isolamentos de Gorynebacterium
Spp. ocorreram em 2,7% das observagoes realizadas no
verao e 1% no inverno. O agente etioldgico da Bacterial
Kidney Disease (BKD) foi identificado como sendo do
géneroc Corynebacterium sem ter sido possivel determi-
nar a espeécie por varios anos. Posteriormente foi aceita
a classificagao Corynebacterium salmoninarum (POST,
1987 e BULLOCK et al, 1971). Em 1980 um novo géne-
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0 @ espécie foi aceito oficialmente como agente causa-
dor da BKD a Renibacterium salmoninarum ficando in-
cludo na familia Corynebacteriaceae (POST, 1987; SA-
RAIVA, 1986).

As bactérias gram-positivas como citam ROBIN-
SON & MEYER (1966), poucas vezes Sio reportadas
COmMo agentes etiologicos com patogenicidade para Pei-
xes. Entretanto, estes mesmos autores relatam o isola-
mento de Streptococcus sp. de surtos epizodticos con-
firmando-se como causador da enfermidade, tornando-se
este genero da familia Streptococcaceae indutor de do-
encas em peixes. No presente trabalho foi isolado
Streptococcus sp. dos rins de um peixe coletado na
primavera, embora ndo houvesse evidéncia de lesdes in-
ternas ou externas.

O Acinetobacter sp. & um microrganismo res-
ponsavel por grandes perdas em criatérios pelo fato de
infectar ovos de peixes como descreve PLUMB (1979).
O isolamento de Acinetobacter Sp. foi efetuado dos rins
de um peixe capturado no inverno. |

Amostras de figado, bago, ovario ou testiculos
de 160 peixes coletados nas aguas dos arredores de
Santa Maria, foram passados em cultivos celulares de
Epitelioma Papiloso de Carpa (EPC), perfazendo um to-
tal de 255 materiais. |

Como resultado destas inoculagdes, dois mate-
rais demonstraram efeito citopatogénico, observados
desde as principais passagens dos materiais e persistin-
do até a sétima passagem. Esta passagem, identificada
com 7 EPC, foi posteriormente preparada para micros-
Copia eletronica. No microscopio eletrénico foram eviden-
ciadas um numero consideravel de particulas virais, com
diametro variando entre mais ou menos 31,7nm a 63nm,
localizadas no citoplasma ds células (Figura 1). As ou-
tras 253 amostras de materiais nao apresentaram efeito
citopatogénico apds sucessivas passagens em cultivo
Celular, sendo considerada negativa para atividade viral
frente a linha celular EPC.

O isolamento das particulas virais ocorreram de
ovario de peixes coletados de um acude da localidade
de Camobi, distrito de Santa Maria, em 30 de maio de
1989. Os referidos peixes, pertenciam 2 espécie TambicG

(Astyanax bimacuiatus lacustris). Ndo houve crescimento

bacteriano nos meios MacConkey, Brain Heart Infusion,
Tripticase Soy Agar e Agar Sangue Azida das amostras
dos rins destes dois exemplares.

Segundo KLINKE (1982), a linha celular EPC
tem seu crescimento 6timo a 25°C, entretanto, o mesmo
autor cita em outro capitulo de sua publicagao, que cé-
lulas de Ciprinideos multiplicam-se bem em temperaturas

de 25°C a 30°C. A adaptagao da linha celular EPC em

Nosso laboratério, efetivou-se em estufa numa temperatu-
ra a 27°C.

‘As células de peixes de agua doce podem ser
Cultivadas com os meios TC 199, L15 e MEM que tam-

FIGURA 1 - Particulas virais visualizadas na Microscopia
eletrOnica, de material de ovéario de tambicy,

Inoculado na linha celular epitelioma papilo-
SO de carpa.

40.000x

Esc. =250nm

bém sao utilizados para células de mamiferos, sequndo
KLINKE (1982), BULLOCK et a (1971) e McDANIEL
(1979). Utilizou-se o meio de cultivo Minimal Essential
Medium (EAGLE), suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 10% de triptosa fosfato. Apd6s o periodo de
adaptacao das células as condigcdes do laboratério a li-
nha celular EPC mostrou-se faciimente subcultivavel
apresentando confluéncia total em 24 horas e permitindo
subcuitivo na proporgao de 1:4.

Foram feitas varias tentativas para a obtencao
de cultivo primario de células a partir de tecido de ova-
rno e testiculo da espécie traira (Hoplias malabaricus),
utilizando protocolo de trabalho proposto por KLINKE
(1982) e WOLF & QUIMBY (1962), porém com pouco
sucesso. Conseguiu-se numa das tentativas o cultivo pri-
mario, entretanto, nao foi possivel o subcultivo destas
células.

Os peixes utilizados foram na sua grande maio-
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ra, coletados aleatoriamente e tidos aparentemente co-
Mo sadios; na verdade a expectativa era no sentido da
identificacdo de portadores. Sendo assim nem sempre
foi possivel tomar todas as precaugdes quanto aos mé-
todos ideais para conservagdo em laboratério, de POSSI-
veis virus isoiados, por desconhecer-se a identidade dos
MeSMOos e suas caracteristicas especificas quanto a ter-
molabilidade. Acredita-se que o tipo de conservacaoc em-
pregada no presente trabalho, ndo foi suficiente para
preservar a Infectividade do virus presente nos dois ma-
terials proveniente de Tambicl (Astyanax bimaculatus la-
custris), pois apds estoque de 6 meses a uma tempera-
tura de -18°C nao foi possivel observar efeito citopato-
genico em cultivo celular inoculado com material original
Ou reinoculagOes das diferentes passagens anteriormente
obtidas, assim sendo nao foi possivel realizar outros
testes que permitissem a identificacdo definitiva do virus

isolado. Entretanto, foi possivel a visualizagao das parti-
culas virais na microscopia eletronica.

A técnica de inoculagdo das amostras suspeitas
pelo método convencional, citado por AHNE (1978),
KLINKE (1982) e McDANIEL (1979), ndo pode ser adota-
do na rotina do presente trabalho, pPoIS resultava no
despreendimento do tapete celular durante o periodo
destinado a adsorgdo de possiveis particulas virais exis-
tentes. Suspeitou-se primeiramente serem os materiais
Inoculados, toxicos para o cultivo celular, passando-se
entao a utilizar estes materiais numa diluicdo 1:20 e efe-
tuou-se a inoculagdo no momento da distribuicdo do
Cuitivo celular. Este método mostrou-se satisfatério, ocor-
rendo uma pequena agdo toxica de alguns materiais na

primeira passagem, desaparecendo totalmente nas pas-
sagens subsequlentes.

CONCLUSOES

Levando-se em consideragéo os resultados obti-
dos no presente trabalho e as condigoes em que foi re-
alizado, pode-se concluir que: 1) Pelos isolamentos bac-
terianos obtidos, fica evidenciada em nossa regiao, a
presenga de peixes portadores de bactérias patogénicas;
2) Recomenda-se atengdo para a ocorréncia de surtos
epizodticos repentinos que estdo na dependéncia de fa-
tor ou fatores que levem os peixes desta regiao a es-
tresse; 3) Os resultados virolégicos demonstram a pre-
senca de virus em animais examinados; 4) No Brasil,

esta © a primeira citagdo da presenga de virus e bacté-
rias patogénicas em peixes.
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