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RESUMO

O cultivo intensivo de surubim hibrido no Brasitelsponsavel
pelo aparecimento de enfermidades e consequenteperdas durante
o cultivo, porém, pouco se sabe sobre o agenteadausO objetivo
deste estudo foi isolar e caracterizar o agentegpatco causador de
mortalidades em cultivo de surubins, e comprovarrpeio de desafio
experimental a sua viruléncia. Foram coletadospdzes em fazenda
do estado de Mato Grosso do Sul (Brasil), e isslabté cepas de
bactérias hemoliticas do rim (8) e do cérebro ¢@jacterizadas como
Aeromonas hydrophila hydrophil&sta cepa foi utilizada no desafio
experimental onde 144 surubins, com 98,1+23,6 gniodesafiados
com 1mL de salina e 2x 1., 1¢° e 18 UFC deA. hydrophilamL™.
Os peixes desafiados com maior concentracdo dérlzacapresentaram
maior prevaléncia dos sintomas externos e inteenosortalidade de
50+12,5% apds 96 h. Verificou-se que 0 aumentoonaentracao da.
hydrophila usada no desafio resultou em diminuicdo no pereémte
hematoécrito e do nimero de eritrocitos, linfocisosinofilos, bem
como aumento no numero de mondcitos, neutrdfildsilos de
aglutinacdo e atividade antimicrobiana do soro. diise queA.
hydrophila hydrophila foi responsavel por sintomas caracteristicos de
septicemia hemorragica bacteriana (BHS), além dieragbes
hematoldgicas e imunoldgicas que resultaram ematidate do peixe.

Palavras-chave: Pseudoplatystoma sp., aeromoniose, infe¢cao,
hematologia, imunologia.



ABSTRACT

HEMORRHAGIC  SEPTICEMIA IN HYBRID SURUBIM
(Pseudoplatystoma corruscanx P. fasciatulpn CAUSED BY
Aeromonas hydrophila

Intensive culture of the hybrid surubim in Brazl iesponsible
for the occurrence of diseases and consequentht genomic losses
during the rearing. However, the causative agerfevws known. The
objective of this study was to isolate and charatethe pathogenic
agent responsible for the mortalities in culturagrubim, and to
demonstrate its virulence. Ten fish from a fishfdorated in the State
of Mato Grosso do Sul (Brazil), 14 haemolytic baetevere isolated
from kidney (8) and brain (6) and characterized Assromonas
hydrophila hydrophila This strain was used in the experimental trial
where the fish with 98.1+23.6 g, were challengetth\wmL of saline, 2x
107, 10%, 1& and 18 CFU A. hydrophilamL™. Fish challenged with the
higher concentration of bacteria showed increas¢etal and internal
symptoms and a mortality rate of 50+12.5% afteh98s a result of an
increase in thé\. hydrophilaconcentration used in challenge a decrease
in the haematocrit percentage and the number of bledd cells,
lymphocytes, and eosinophils, as well as an ineré@aghe number of
monocytes, neutrophils, agglutination titers, amtinaicrobial activity
in the serum were observed. It was concluded thatydrophila
hydrophila was responsible for characteristic symptoms oftdv&d
hemorrhagic septicemia (BHS) beyond an importaatrfzological and
immunological alterations, which led in fish moittal

Keywords: Pseudoplatystomsp., aeromoniosis, infection, hematology,
immunology.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO DA DISSERTACAO DE MESTRADO:
SEPTICEMIA HEMORRAGICA EM SURUBIM HIBRIDO
(Pseudoplatystoma corruscar®. fasciatumh CAUSADA POR
Aeromonas hydrophila
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INTRODUCAO

Cultivo de surubim

Os peixes da familia Pimelodidae, a qual os susupértencem,
sdo os bagres mais apreciados no mercado sul amzribentre esta
familia, trés espécies possuem caracteristicas rc@iseimportantes:
Pseudoplatystoma fasciatum, P. tigrinuoue ocorrem ao longo da
bacia Amazénica e na Amazénia boliviana, enquarfo crruscang
distribuido na Bacia do Rio S&o Francisco e Ri®dda (vide revisédo
de NUNEZ et al., 2008).

Os surubins sdo vulneraveis ao grande esforco daapes
constantemente ameacados pelas alteragbes dastedstiaas
ambientais (MELLO et al., 2009). As barreiras daksetétricas alteram
0s percursos dos rios, impedindo a transposica@eiass a cabeceira
para a reproducdo, comprometendo a perpetuacdo spécie
(ZANARDI; BOQUEMBUZO; KOBERSTEIN, 2008). Como
consequéncia, o uso mdultiplo dos rios (assoreamemiséncia de
manejo racional do solo e desmatamento) ocasiondamgas nas
populagbes de peixes, reduzindo os estoques rat(VHRANDA,;
RIBEIRO, 1997). No periodo de 1987 a 1998.ccorruscandoi uma
das nove espécies mais capturadas no reservataifo Ipela pesca
profissional (AGOSTINHO; JULIO JR., 1999). Miranda Ribeiro
(1997) ja constatavam no Brasil que esta espéc#gda doce possui a
maior importancia econdmica e maior demanda, nana pelos
consumidores como também pelos aquicultores enmgiate

Os cultivos das espécies nativas no Brasil tém icoad de
crescer mais do que os cultivos de espécies egptimamo tilapia e
carpa (BEUX; ZANIBONI-FILHO, 2007). O géneRseudoplatystoma
dentre as espécies nativas, apresentou grandecjabtee cultivo e
importancia econdmica no pais, por possuir exceleptalidade de
carne e ser apreciado pela pouca presenca de espimiamusculares,
apresentam alto preco de mercado, sendo bastamtergdos pelos
exportadores de pescados. Em condi¢des de cutitenp chegar a dois
quilos em um ano (ROUBACH et al, 2003; CAMPOS, 4200
ZANIBONI-FILHO, 2004).

O cultivo de surubim iniciou no Brasil em 1997, dercultivado
em quase todas as regifes brasileiras, principéénmen Centro-Oeste,
possuindo diferentes fins: pesca esportiva, praicipnte na regiédo sul
e sudeste; cultivado para o abate e beneficiamentwis recentemente
fins ornamentais (CAMPOS, 2004; ZANIBONI-FILHO, 200
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Em 2007 a producdo aquicola de espécies de bagtes s
americanos em aguas continentais alcancou cerd@/@etoneladas,
movimentando cerca de U$ 1.467.000 (FAO, 2008)émpios dados
estatisticos de cultivos ndo séo confiaveis e astienque estes valores
sejam ainda maiores, haja vista a informalidade pikcicultura
continental brasileira (CAMPQOS, 2004).

Apesar do crescente aumento no cultivo, criacaeadiveiro de
surubim é dificultada pelo fato de apresentar b&dimentar carnivoro;
alta exigéncia em qualidade da &gua, principalmemi@nto a
disponibilidade de oxigénio dissolvido; ocorréncia canibalismo e
susceptibilidade ao estresse, levando a altos eimdie mortalidade
durante o cultivo, principalmente durante as laticas (FUJIMOTO;
CARNEIRO, 2001; ANDRADE et al., 2004).

O cultivo destas espécies exige desenvolvimentted®ologias
para producdo em pequena e larga escala (BEUX; BANI-FILHO,
2007). Alguns estudos ja foram publicados com gdimta
(Pseudoplatystoma corruscgns cacharaR. fasciatun referindo-se a
biologia e ecologia (BRITO; BAZOLLI, 2003; GODINHE al., 2007),
reproducdo (LEONARDO et al.,, 2004; LEONARDO et &Q06),
larvicultura (BEUX; ZANIBONI-FILHO, 2007; NUNEZ eal., 2008),
nutricdo (MARTINO et al., 2005; CAMPOMARTINO; TRUGO, 2006;
ARSLAN, 2008), estresse fisiologico (GIANQUITO; VBATO, 2005;
FAGUNDES; URBINATI, 2008), parasitologia (REGO, 200
CAMPOS et al., 2008; CORREA; BRASIL-SATO, 2008) uinologia e
hematologia (BEELEN et al., 1998; BEELEN et al., 02D e
bacteriologia do peixe processado (RALREDROSO; HEIDTMANN
1998; SOUZA et al., 2008).

A linhagem de surubim usualmente comercializadalébado
entre P.corruscanse P. fasciatum(Figura 1). Tal escolha se deve a
partir da premissa de que os hibridos teriam unomuisenvolvimento
e maior adaptacdo ao cativeiro, quando comparadespaixes de
linhagem pura. Dados obtidos por Crepaldi et alb08 apud
CREPALDI et al. 2006) em um ensaio de 84 dias coamud as
linhagens pura e hibrida confirmaram que os peikésridos
apresentaram maior crescimento, corroborando amaf&io de
produtores e fornecedores de alevinos. Devido, &me pa expressao da
heterose advinda de tais cruzamentos (CREPALLOI 2086).

O crescimento e a intensificacdo da producéo degenvolvem
estresse, resultando no aparecimento de doencaserandg
consequentemente mortalidades (VANDENBERG, 2004amys
(2004) ja citava surtos de doencas no inverno rivawe surubim,
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possivelmente causados por bacterioses, levandmt@mas como
hemorragia no intestino e anus, lesbes externasmethiddo na base
das nadadeiras, podendo causar mortalidades @9%téla producao.
Doencas enPseudoplatystoma corruscagausam importantes perdas
nos cultivos (GIANQUITO; VOLPATO, 2007), porém nemh estudo
foi encontrado até o presente momento relacionasdoortalidades em
fazendas de surubim com bacterioses.

zﬁntatﬂy

Pseudoplatystoma corruscans

tac/fara

Pseudoplatystoma fasciatum

%ﬁﬂ'd&

P. fasciatum x P. corruscans

-

Figura 1 - Figura esquematica do cruzamento do pint&degrruscanscom o
cacharaPR. fasciatur), obtendo o surubim hibrido. Fontérepaldi et al. 2006

Bacterioses em peixes

No Brasil, em 2006, a producé@o aquicola atingiu acen de
289.648 toneladas, movimentando um capital prox@®600 milhdes
de dolares (FAO, 2008). Porém, a intensificacd@uwltivo somada as
mas praticas de manejo causam perdas durantedtivescassociadas
as infeccdes de diversas origens, como bactenana, protozodria e
muitas vezes mais de um destes agentes agindo emnunim
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(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 1998; AUSTIN; AUSTIN,
2007).

Um estudo em fazendas de Bangladesh revelou que
aproximadamente 15% de toda a producdo de peixaineotais €
perdida devido a doencas, chegando a uma perdabreman de
aproximadamente $350,00 délares por hectare pofFRRUK et al.,
2004), tendo como maior causa as doencas de orlmpteriana
(AUSTIN; AUSTIN, 2007).

As bacterioses em pisciculturas sdo doencas quenpaslancar
rapidamente, causando mortalidades elevadas eallesapdo em curto
prazo de tempo. Ou podem desenvolver-se mais lentafncom menos
gravidade, mas persistir por periodos longos. Amgie disto, no
cultivo de tiljpias algumas doencas causadas poterms Gram-
negativas podem levar a perdas de 5% em casosbmaidos, ou a
100% em casos mais agudos (CONROY, 2001).

Os géneros que se destacam entre as bacteriadasela surtos
de mortalidade, sdé&eromonasPseudomonay/ibrio, Flavobacterium
Edwardsiella Streptococcuse Enterococcus. Para realizacdo de
diagnosticos devem ser realizados exames bacwidok Estas
andlises devem ser feitas em espécimes moribundgseevidenciem
0s sintomas tipicos da doencga. Estas bactériasrpsde encontradas
nos 6rgaos internos como rim, figado, intestinoac&o, cérebro e baco,
sendo indicada a colheita destes em infeccdesca®ifPAVANELLI;
EIRAS; TAKEMOTO, 1998; AUSTIN; AUSTIN, 2007).

E importante frisar que a maior parte das bactéua@scausam as
doencas sao organismos que fazem parte da comanlusteriana
presente na agua, sendo encontradas na supetrdicgpiderme, nas
branquias e também na microbiota intestinal (CAHILR90). Apesar
disso, apenas em determinadas condi¢des h& o dawerdgo da invasao
e proliferacdo destas nos peixes, estando cowakdd com a
diminuicdo da capacidade do sistema imunitario Hospedeiros.
Resumidamente, a doenca é geralmente resultadelazio entre o
hospedeiro, o agente causador e estressores extemoambientais
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 1998).

As bactérias estdo associadas a fenbmenos patogédiididos
em trés aspectos: resposta septicémica, necrosdéegiomento e
musculo, e resposta cronica proliferativa. Depeddetta natureza do
organismo e das circustancias da infeccdo, ger#dmepenas uma
destas respostas se destacam em uma infeccdo idvecter
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 1998).
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Os principais sinais internos de bacterioses sawema,
septicemia, hipertrofia do baco, viceras hemoreggeruptura de vasos
internos. J4 a sintomatologia externa comeca comindicdo ou
nenhuma alimentacdo seguida do escurecimento da pekacéo
erratica, letargia, curvatura do corpo, exoftalnopacidade da cérnea,
hemorragia no opérculo e base das nadadeirasa¢éaeda epiderme e
por Ultimo a morte. A principal via de transmissdestas doencas
acontece de forma horizontal, feita pelo contataon cpeixes ou
alimentos contaminados (PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTQ998;
LIM; WEBSTER, 2006; AUSTIN; AUSTIN, 2007), no caso pintado
e do cachara essa transmissdo pode ser ainda maisificada pelo
canibalismo existente nestas espécies (ANDRADE ,£2G04).

Animal sadio

4

Cultivo puro do Sem presenga de
micro-organismo micro-organismo

Animal doente

Cultivo puro do
micro-organismo

Figura 2 — Figura esquematica do postulado de Henle-Koatapfado de
Evans 1976.
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Diversos estudos que identificam e comprovam ageaicidade
de bactérias isoladas de peixes doentes sdo faitnso objetivo de
estudar a sobrevivéncia, sintomatologia alteragdesmatolégicas e
imunolégicas causadas por estas bacterioses ntgosulle goldfish,
Carassius auratugSHAO; LIU; XIANG, 2004), carpa rohul.abeo
rohita (DAS MAHAPATRA et al, 2008; SAHU et al., 2008), tilapia do
Nilo, Oreochromis niloticus (MARTINS et al.,, 2008a, 2008b)
paulistinha,Danio rerio (RODRIGUEZ; NOVOA; FIGUERA, 2008)
salmdo do atlanticécgalmo salafROMALDE et al., 2008), olho de boi,
Seriola dumeriliHAGIWARA et al., 2009), catfisHctalurus punctatus
(GRIFFIN; MITCHELL, 2007), jundiaRhamdia quele(BARCELLOS
et al., 2008).

O isolamento de bactérias de peixes doentes, obwi@mé
tomado como prova de uma infecgéo, porém ndo deyeeeer-se do
Postulado de Henle-Koch (Figura 2) (AUSTIN; AUSTIRQO07). O
postulado foi inicialmente formulado por Jakob Herégm 1840,
posteriormente foi adaptado e publicado por Rokech em 1882. O
postulado traz as seguintes condicbes para que gentea seja
relacionado a uma doenca: a presenca do agente sgéeveempre
comprovada em todos os individuos que sofram dagdoem questéo
e, a partir dai, isolada em cultura pura. Uma selado, o agente deve
ser capaz de reproduzir os sintomas da doenca estag apds a sua
inoculagdo em animais experimentais, sendo quessmm agente deve
ser isolado novamente dos animais experimentalménfectados
(EVANS, 1976).

Aeromonas hydrophila

Desde o seu reconhecimento como agente causadeptieemia
hemorragica bacteriana (BHS, do ingl&acterial Hemorrhagic
Septicemiy as aeromonasdveis foram consideradas patdgenos que
afetam grande variedade de espécies de peixesi@atais, incluindo
ornamentais, e ocasionalmente, peixes marinhos.b&amja foram
encontrados em anfibios, répteis e bovinos. Eglestes etioldégicos
estdo distribuidos geograficamente no mundo todoBHS causa
ruptura de pequenos vasos sanguineos, implicangesanca de lesdes
superficiais pequenas, que levam a descamacaop@mesntacdo da
epiderme, hemorragias nas branquias e hiperveimilagiceras e
abscessos externos, exoftalmia, hemorragia na emdadlistensdo
abdominal. Internamente pode haver acumulacdo quéddi ascitico,
anemia e danos aos 6rgaos, geralmente nos rigadof(PAVANELLI;
EIRAS; TAKEMOTO, 1998; WOO; BRUNO, 2003; DUNG et,&008).
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As espécies mais comuns Aeromonasnoveis saoA. caviae
A. hydrophila A. sobria, A. veronij A. trota, A. schubertiie A. jandaei
(PENDERS; STOBBERINGH, 2008), no entanto as trésgiras séo
mais frequentemente isoladas de peixes doentesudipnalgumas
dividas sdo expressas sobre o papel destas baci@ni® patdgenos de
peixes. Enquanto alguns pesquisadores acreditamagjéeromonas
méveis podem ser meramente secundarias, invadindpeteiros ja
comprometidos, outros grupos tém insistido queselsétérias atuam
como um patdégeno primario (AUSTIN; AUSTIN, 2007)akébayashi
et al. (1981) e Holliman (1993) reconhecem querdeas aeromonas
moveis as mais virulentas sdo as cepasAdehydrophila sendo
considerada também uma zoonose, podendo causaréialiae
septicemias em humanos (DEODHAR; SARASWATHI; VARUBIK,
1991).

A. hydrophilaesta presente naturalmente no ecossistema aquatico
e faz parte da microbiota natural dos organismosiataps
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 1998). Esta cepa jaiftsolada
de diversos surtos de mortalidade em cultivos tteasddeos $almo
trutta, Oncorhynchus mykis®.tshawyschir carpas Cyprinus carpioe
Labeo rohitg, enguias Anguilla japonicae A. rostrattg, kinguio
(Carassius auratys tilapia (Tilapia nilotica), paulistinha Danio rerio),
colisa (Colisa lalia) e inclusive bagres como catfish americano
(Ictalurus punctatus peixe gatoClarias batrachus e jundia Rhamdia
quelen (REHULKA, 2002; WOO; BRUNO, 2003; SAHOO et al.,
2004; MASTAN; RAO, 2007, BARCELLOS et al., 2008; BSAIN,
2008, RODRIGUEZ; NOVOA; FIGUERA 2008).

Sua transmissao ocorre horizontalmente, podendpetas fezes
e lesdes externas na epiderme. Estas bactériasuliplioam no
intestino, causando hemorragias nas mucosas, oetddticos toxicos
séo absorvidos pelo intestino induzindo a uma inééo, ocorrendo
hemorragia na derme das nadadeiras e na mucosstioago (WOO;
BRUNO, 2003).

Este agente tém a habilidade de aderir-se a célola®spedeiro
como, por exemplo; eritrcitos, proteinas dos tegido colageno,
proteinas séricas e glicoproteinas; por meio de alg adesinas
excretada por ele, faciltando assim a invasdo ospédeiro (vide
revisdo de AUSTIN;AUSTIN; 2007).

Toxinas como, as hemolisinas, proteases, entenasxi
endotoxinas, hemaglutininas e colinesterases piaasiz por A.
hydrophilg sé@o estudadas por diversos autores por sereausadoras
das septicemias hemorragicas e, consequentementecttlidades em
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peixes (CAHILL, 1990; MAJUNDAR et al., 2006). Ja asmolisinas
sdo proteinas citoliticas extracelulares que agammando poros na
membrana celular de eritrécitos por insercdo naadambilipidica,
comprometendo a seletividade de filtracdo (HOWARIJCKLEY,
1985). Allan e Stevenson (1981) observaram altaelaméo entre a
quantidade de hemolisina produzida paromonas hydrophil& sua
patogenicidade para peixes.

As enterotoxinas sdo produtos extracelulares guiemoagir
sobre o epitélio intestinal e causam inflamacadoh&wsaglutininas sao
componentes da camada superficial bacteriana quétpea sua ligacao
aos grupos receptores dos eritrocitos (CAHILL, 199905 proteases
podem contribuir para a patogenicidade e causaosdairetos nos
tecidos ou aumentar a capacidade de invasdo (SAK985). Estas
toxinas também podem estar envolvidas, na prot@gg@atdgeno contra
os efeitos soro-bactericidas dos hospedeiros, moedonento dos
nutrientes para o crescimento ap0s a destruicdo teoslos do
hospedeiro, e pelo refor¢co da capacidade de inyaséa ativagdo de
hemolisina (vide revisdo de AUSTIN; AUSTIN, 2007).

Estudos também revelam que diferentes temperatltermm a
estrutura da membrana de hydrophila alterando a viruléncia da
bactéria. Em estudo com kinguiBdrassius auratysinfectados cor.
hydrophila cultivada em meio de cultura por 24 h nas temperatde
10, 17, 25 e 32°C, os peixes infectados com asso@pacidas a 17 e
25°C apresentaram maiores mortalidades e menaxas fagociticas
dos macréfagos (RAHMAN; SUZUKI; KAWAI, 2001).

As aeromonioses ocorrem geralmente apds uma queada d
temperatura ou depois de uma manipulacdo ou treespou seja,
sempre quando hd um fator que favorece a queda islema
imunolégico dos peixes (LIM; WEBSTER, 2006). Resuha, 0s surtos
de infeccdes poAeromonasspp. estdo associados as alteragbes nas
condicbes ambientais e/ou fatores estressantes ndiivoc
(PAVANELLI; EIRAS; TAKEMOTO, 1998).

Diversos estudos tém relatado a mortalidade deepénjetados
comA. hydrophilaem diferentes concentra¢gfes de bactérias. Ardb et
(2008) observaram que a mortalidade em tilapia o (DOreochromis
niloticus) injetada com 5x10UFC-mL?, foi de aproximadamente 85%
apls 72 horas, enquanto Bailone et al. (2010)iear#m mortalidade
de 79,9% em tilapia do Nilo desafiada com FXUFCmL™ em 96
horas. Em jundidRhamdia queléninoculado com 3,5xfQFC-mL*a
mortalidade foi de 100% em 24 horas (BOIJINK; BRAAD, 20012,
em pacu Riaractus mesopotamicus DLs, foi de 6x1§ UFC-mL
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(GARCIA et al., 2007), em carpa roh@yprinus carpi¢ injetada com
5x10° UFC-mL* a mortalidade foi de 23 a 65%, segundo os auttaes,
variacdo neste caso se deve a alteragdo bruscaad8°€ entre os
tanques analisados (DAS MAHAPATRA et al., 2008).

Oxidase positiva, fermentagdo da glicose,
bastonete Gram negativo, resistente ao
agente vibriostatic 0/129 (150 pL)

Hidrolise da esculina
- +

Produgdo de gés na
fermentagdo da glicose
- + - +

Voges Acido
Proskauer

Indol

arabinose
- + A. caviae - +

A. schubertii

Produgdo de Resistente a

acido na Cefalotina (30 ug)
A. trota fermentagdo A. hydrophila
da sacarose
A. jandaei A. sobria A. veronii A. hydrophila

Figura 3 - Chave de identificacdo parseeromonasAerokey Il. Adaptado de
Carnahan, Behram e Joseph (1991).

Para isolamento e confirmacao do diagnésticcAdmmonasé
aconselhavel o isolamento de pelo menos de 4 aix@pPENOGA,
2000). Normalmente, em um meio ndo seletivo, corgarAriptona de
soja (TSA, do inglégryptic Soy Agar As colbnias dé\eromonaspp.
sdo redondas com cor creme, tamanho de 2-3mm deeti
desenvolvendo-se dentro de 48 horas a 25°C (AUSHANSTIN,
2007). Para identificacdo pelo perfil bioquimicodpese utilizar o kit
API 20E (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), e dderenciacdo das
aeromonas moveis utiliza-se a chave de Aerokey Figuta 3)
(CARNAHAN; BEHRAM; JOSEPH, 1991).

Para identificagdo molecular de bactérias geraknatiliza-se o
sequenciamento direto do gene 16S rRNA, que éoacaiho marcador
estavel e especifico de bactérias. No entantonsalgutores sugerem
gue microheterogeneidades (divergéncia nas se@sencide
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nucleotideos), encontrado em algumas cepa&edemonasspp. pode
alterar a inferir a filogénia do gene 16S rRNA (W@RUNO, 2003).
No entanto, Alperi et al. (2008) caracterizaram 88@as dé\eromonas
usando o gene 16S, mostrando que este gene é amgkiduma
ferramenta (til para a identificacdo de espéciesAemmonas Isto
porque mais de 91% dos isolados analisados podeeseificada com a
nao utilizacdo do sequenciamento genético pwoD, pois néo
apresentaram as microheterogeneidades. Neste edertoe as cepas
gue mais apresentaram as microheterogeneidadesa (der 8% das
cepas testadas) fora:caviag A. veroniie A. media

Hematologia e imunologia de peixes telesteos

O estudo da composicéo e da fun¢éo dos comporgmtEsngue
de peixes teledsteos é de fundamental importareiavaliacdo das
condicbes fisiologicas, bioquimicas e patologicass dpeixes
(TAVARES-DIAS, 2003). Os peixes teleésteos sao arsmque
possuem sistema de defesa inato e adaptativo, jaucsen memodria
imunolégica, possuindo no sangue células, comatréeitos ou
hemécias ou células vermelhas, leucdcitos ou &Elbiencas, e
trombaocitos (Figura 4). Porém, o estudo destaslaglam peixes é
bastante diferenciado dos demais animais, comoarsiferos, pois a
maturacdo de eritrocitos e leucdcitos ocorre narmaate na corrente
sanguinea, tornando a interpretacdo do hemograrfexemntiiada
(SATAKE; PADUA; ISHIKAWA, 2009).

Células vermelhas

Os eritrocitos s@o as células mais numerosas dgusarmque
contém a hemoglobina como pigmento respiratérie, tgm por funcéo
transportar o oxigénio (pe parte do gas carbdnico (g®@o sangue. A
forma do eritrécito e sua extrema plasticidade ifes®m sua circulacao
nos capilares e, assim, qualquer modificacdo nandomcarretara
perturbacdo circulatéria e favorecerd sua deswuidd importante
destacar que qualquer deficiéncia no eritrocitoepdder traduzida por

uma falta de @ nos tecidos. As alteragcdes em sua estrutura estdo

altamente relacionadas a resposta dos organisrapt fa processos
anemiantes (RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004; SATAK;
PADUA; ISHIKAWA, 2009). Segundo Clauss, Dove e Aih@2008)
doencas em peixes causam anomalias em eritroaimssequentemente
anemias, sendderomonasspp. a causa mais comum de anemia
hemolitica em peixes.



26

Figura 4 - Células sanguineas de peixes teleésteos. A -OEitdr B -
Trombécito, C - Linfdcito, D - Mondcito, E - Neufilb, F - LG-PAS, G —
Eosindfilo, H — Basofilo. Adaptado de Satake, Pagllghikawa (2009).

Trombdcitos

Em contraste com as plaquetas de mamiferos queddalas
anucleadas, os trombocitos de peixes sdo célulasipletas
(TAVARES-DIAS; MORAES, 2004). Os trombdcitos podgrassuir
formas variadas nos peixes: elipticos, arredondam@ss, fusiformes;
com nucleo grande que acompanha o formato da c@RANZANI-
PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004). Além do seu papel de hestasia, os
trombdcitos tém relevante participacdo no mecanisteo defesa
orgéanica, demonstrado pela sua presenc¢a nos poeassoagulacéo e
inflamacdo, além de alguns autores sugerirem paElssitividade
fagocitaria nos processos de infeccao (TAVARES-DIAZI03;
MARTINS et al., 2004). Tilapia do Nilo desafiadanctA. hydrophila
apresentaram aumento no nudmero de trombdcitos lanites
comprovando sua atuacdo na defesa do organismd.(BWi et al.,
2010).

Células brancas

Os leucdcitos s@o células de defesa encontradasamgue de
peixes teledsteos, e estdo subdivididos em doipogruos néao
granulares (linfécitos e mondcitos), e o0s leucécitgranulares
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(neutrdéfilos, eosindfilos, basofilos e leucécitogamulares PAS
positivo), e participam das respostas imunologitssliferentes formas
(FERNANDEZ; DE BLAS; RUIZ, 2002).

Leucécitos ndo granulares

Os linfocitos sdo leucdcitos mais comuns e maisagdas em
teledsteos e elasmobranquios saudaveis. Estaacdiib responsaveis
pela resposta imune adaptativa humoral e celulesm@vendo a
producdo de anticorpos, aumento da capacidadéxdiat atuando no
processo de memdria imunologica e promovendo salfde de fatores
reguladores da func&o imune, como as linfocinasJMIDIAGA et al.,
1994). Os linfocitos se distinguem em dois grupes pbpulacdes
chamados linfécitos B e T. Os linfécitos B se difesiam em
plasmacitos (linfécitos B ativados) e células demfiga, participando
da resposta imune humoral. Enquanto os linfocitalif@rencia-se em
linfocitos T auxiliares, que reconhecem antigerspeeificos ligados a
marcadores e liberam mensageiros quimicos quedatima atividade
de células como os fagdcitos; e linfocitos T cikatds, que reconhecem
e destroem células infectadas.

Os linfécitos B e os diferentes linfécitos T, quandtivos,
migram para o local de infeccdo ou para o timogeegmm substancias
toéxicas que matam as células anormais (TIZARD, 208%&/AIN;
SAHOO; AYYAPPAN, 2006). Segundo Clauss, Dove e Adn@008)
a linfopenia (diminuicdo do numero de linfécitos sangue) sugere
condicdo de imunossupresséao, observada por exeemploma infeccéo
aguda. J& a linfocitose (aumento do niumero déditas no sangue) em
peixes pode sugerir estimulo imune, causado nidé& uma infecgao
crbnica ou apds o uso de imunoestimulantes e vacliafocitose foi
observada por Bailone et al. (2010) e por Silvale2009) em tilapia
do Nilo vacinada intraperitonealmente com antigaesitvalente.

Os mondcitos sao provavelmente as células sanguimads
importantes da resposta imune, ndo sendo impostaegpenas pela
producdo de citocinas, mas também sdo as célulasarfas na
apresentacdo dos antigenos em teledsteos. Estaolviegas na
fagocitose e na destruicdo de patdgenos, que fazsapel de interligar
o0 sistema imune néo especifico ao especifico, seotimlo do sangue,
orgéao linféide (rim) ou da cavidade peritoneal (MAJO; MILLER;
CLEM, 1992; SHOEMAKER; KLESIUS; PLUMB, 1997). Dentras
principais caracteristicas destacam-se a capacidadegerir material
estranho ao organismo, inerte e antigénico, assimoaestos celulares
da resposta inflamatoria e de outros processosndegjevos, além de
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secretarem radicais livres de oxigénio e nitrog&ndestruir diferentes
tipos de patdogenos (ELLIS, 1999). Em processos mfecg¢des
bacterianas, normalmente ocorre a monocitose (aonsEnnimero de
monocitos) no sangue dos peixes teledsteos (CLAUBSGVE;
ARNOLD, 2008).

Leucécitos granulares

Os neutrdfilos sao as células mais comuns eneaasilares e as
primeiras envolvidas nos estagios iniciais de mfigdo nos peixes
(MANNING, 1994). Estas células possuem a capacid&d@gocitar e,
no transcorrer da resposta imune, onde a maiorsaupa material
ingerido no seu fagossomo (FERNANDEZ; DE BLAS; RUED02).
Outra funcdo importante descrita é a atividade ohicida
desencadeada durante o processo denominado “exples@iratoria”,
gue consiste na conversdo do oxigénio molecularcempostos e
metabdlitos derivados do oxigénio, como radicaised do oxigénio
(PLYZYCZ et al., 1989). Em situacdes de estresgpjaatidade dessas
células pode aumentar significativamente em 24 shoRPorém, em
situacBes de infec¢des bacterianas sédo observadt®filia (aumento
do nimero de neutréfilos) no sangue (CLAUSS; DOYRNOLD,
2008).

Os eosindfilos e basdfilos se encontram distribalipelo tecido
conjuntivo, especialmente no trato gastrointestalas branquias. A
funcdo dessas células nos peixes ndo estao totalmesclarecidas,
porém sabe-se que elas intervém nos processoflalaagio crbnica e
na defesa celular mediante a degranulagcdo, send® comumente
encontradas na corrente sanguinea quando ha g#esper parasitos
(HINE, 1992; RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).

Os leucdcitos granulares PAS-positivos (LG-PAS)eiormente
chamados de células granulociticas especiais (CGE), pouco
lembrados nos estudos hematolégicos em peixesol&@ovados na sua
forma mais imatura no tecido hematopoiético, amteselo formas
maduras no sangue periférico, na submucosa iragstirem raspados
da cavidade peritoneal e branquias. Estao assedadzlulas de defesa
do sistema imune inato, mas ndo possuem funcao cifago
(RANZANI-PAIVA; SILVA-SOUZA, 2004).

Sistema imunoldgico inato e adaptativo

Os processos de defesa ndo especificos (inata)y assno o
especifico (adaptativo), podem ser de dois tipdmumidade mediada
por células e a imunidade humoral (Figura 5). Aridade celular ndo
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especifica envolve o0 mondécito e os leucdcitos demes. Estas células
Sa0 responsaveis por Varios processos da respuste indo especifica
(inflamagéo, fagocitose, fagocitose com célulassieas e citoxicidade
nao especifica). JA a resposta humoral ndo eseéifcomposta por
uma variedade de substancias (lisozima, sistema pleamnto,
interferon, proteina C reativa, transferrina e if@jt encontradas no
muco, soro e ovos dos peixes, que inibem o crestamge micro-
organismos infecciosos (SECOMBES, 1996; YANO, 1996)

@ Imunidadeadquirida
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epitelial *
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Figura 5 - Representagéo das células responsaveis pelasasstaune inato e
adaptativo. Adaptado de Abbas e Litchman (2003)

A imunidade celular especifica esta relacionadapacidade dos
linfécitos T reconhecerem alguns antigenos quégsenla epitopos de
certas células. Se uma bactéria for fagocitadarmakréfago (monécito
amadurecido no tecido), os fragmentos resultardaefagbcitose ligam-
se a marcadores superficiais desse macrofago quepresenta aos
linfécitos T, estimulando assim a proliferacdo desélula (SWAIN;
SAHOO; AYYAPPAN, 2006).

Ja quando ha a ativacdo do sistema humoral esuecffela
entrada de um antigeno no organismo chegando ag#o 6nfoide, os
linfécitos B dividem-se e formam células que sofrdiferenciacao,
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originando os plasmdcitos (linfécitos B ativado)édulas de memodria.
Os plasmdcitos produzem anticorpos especificosla aatigeno, que se
encontram no sangue e migram para os locais decade As células de
memdria tornam-se inativas, mas prontas a respoagdetamente, caso
venha a acontecer um posterior contato com o antieAATTARI,
PIGANELLI, 1996).

Os processos de aglutinacéo e inibicdo de patogefmsdois
mecanismos importantes na resposta imune de pédelessteos,
realizados por moléculas presentes no soro sarguiee moléculas
responsaveis pela aglutinacdo séo as lectinasneuasglobulinas (1g).
As lectinas sdo proteinas capazes de se ligar ensalgcucares,
principalmente manoses, encontrados na parede cderiba Gram
negativas ou Gram positivas, porém, ndo possua taspecificidade
quanto as Ig’s. Contudo, as moléculas com mai@oidg@de aglutinante
sdo as lg, que possuem uma acdo mais especifiea @nfntigenos,
sendo produzidas pelos linfécitos B. Silva et 2000) e Swain et al.
(2007) relataram aumento do titulo de aglutinagisaro sanguineo de
tilapia do Nilo e carpa indiand.gbeo rohitg, respectivamente, apés
vacinarem com antigenos polivalentes.

Na circulagdo sanguinea de peixes teledsteos éado apenas
IgM, possuindo estrutura tetrAmera ou pentameracamdrario dos
mamiferos que possuem diversos tipos de Ig (Ig®, IgM, 1gG).
Tanto as lectinas como as Ig também possuem fudedopsonina
(molécula que age como facilitadora de ligacdo mocesso de
fagocitose) e estdo envolvidas na ativacdo donsisteomplemento,
cascata proteolitica responsavel por clivar orgaoss invasores
(ELLIS, 1999; SWAIN; SAHOO; AYYAPPAN, 2006).

A atividade antimicrobiana do soro sanguineo dosxepe
teledsteos se deve a diversos tipos de proteinagimas. A lisozima é
uma enzima importante no combate de infec¢des tarep vertebrados
como invertebrados, e em peixes teledsteos € pdadpar neutrofilos e
mondcitos, encontrando-se em maior quantidadeinesEsta enzima
possui agdo, principalmente, contra as bactériasnpositivas, porém
também pode ajudar a inibir Gram-negativas, e ainolde possuir
funcdo de opsonina (MAGNADOTTIR, 2006; SAURABH; SO,
2008). H4 ainda outros tipos de inibidores microbg presentes no
sangue, como a transferrina, a qual instabilizarferco disponivel,
importante nutriente para manutencdo das bacténmptideos
antimicrobianos, que possuem acdo rapida e efipais atuam
diretamente nas membranas dos patdgenos provocasuio
destabilizacdo; antiproteases, comaZzamacroglobulina que inibe a
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acdo de toxinas proteoliticas produzidas pelashast(ELLIS, 1999;
MAGNADOTTIR, 2006).
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RESUMO

O cultivo intensivo de surubim hibrido no Brasitelsponsavel
pelo aparecimento de enfermidades e consequentmmarides perdas
econdmicas durante o cultivo, porém, pouco se sabee o agente
causador. O objetivo deste estudo foi isolar ectarzar o agente
patogénico causador de mortalidades em cultivo deibsis, e
comprovar por meio de desafio experimental a sualévicia. Foram
coletados dez peixes em fazenda do estado de Matesd do Sul
(Brasil), e isoladas 14 cepas de bactérias herasitdo rim (8) e do
cérebro (6), caracterizadas com@&romonas hydrophila hydrophila
Esta cepa foi utilizada no desafio experimentaleobdd surubins, com
98,1+23,6 g, foram desafiados com 1mL de salina é@, 1¢, 1¢ e
16® UFC de A. hydrophilamL®. Os peixes desafiados com maior
concentracdo de bactérias apresentaram maior @nelaldos sintomas
externos e internos e mortalidade de 50+12,5% @fds Verificou-se
que o aumento na concentracdo Alehydrophilausada no desafio
resultou em diminuicdo no percentual de hematoeritto nimero de
eritrécitos, linfocitos e eosindfilos, bem como amo no ndmero de
mondcitos, neutrofilos, titulos de aglutinacaoieidade antimicrobiana
do soro. Conclui-se qua. hydrophilahydrophila foi responséavel por
sintomas caracteristicos de septicemia hemorrdgpcteriana (BHS),
além de alteragbes hematoldgicas e imunoldgicasregdtaram em
mortalidade do peixe.

Palavras-chave: Pseudoplatystoma sp., aeromoniose, infegcao,
hematologia, imunologia.
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ABSTRACT

Intensive culture of the hybrid surubim in Brazl iesponsible
for the occurrence of diseases and consequentit ggonomic losses
during the rearing. However, the causative agerfeuws known. The
objective of this study was to isolate and charatethe pathogenic
agent responsible for the mortalities in culturagrubim, and to
demonstrate its virulence. Ten fish from a fishfdarated in the State
of Mato Grosso do Sul (Brazil), 14 haemolytic baetavere isolated
from kidney (8) and brain (6) and characterized Assromonas
hydrophila hydrophila This strain was used in the experimental trial
where the fish with 98.1+23.6 g, were challengetth\wimL of saline, 2x
10, 1¢f, 10 and 18 CFU A. hydrophilamL™. Fish challenged with the
higher concentration of bacteria showed increas¢etal and internal
symptoms and a mortality rate of 50+12.5% afteh98s a result of an
increase in thé. hydrophilaconcentration used in challenge a decrease
in the haematocrit percentage and the number ofbltedd cells,
lymphocytes, and eosinophils, as well as an ineréashe number of
monocytes, neutrophils, agglutination titers, amtinaicrobial activity
in the serum. It was concluded that hydrophila hydrophilawas
responsible for characteristic symptoms of badtehiamorrhagic
septicemia (BHS) beyond an important haematologicahd
immunological alterations, which led in fish moitial

Keywords: Pseudoplatystomsp., aeromoniosis, infection, hematology,
immunology.
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INTRODUCAO

O surubim hibrido, resultado do cruzamento entrpirdado
(Pseudoplatystoma corruscarSpix, Agassiz 1829) e cachar®. (
fasciatum Linnaeus 1766), é cultivado no Brasil e compreende
maiores bagres de dgua doce da América do Sulyipdssalto valor
comercial (Godinho, Kynard & Godinho 2007). Entréta o
crescimento e a intensificacdo da producao envobstmnsse e acumulo
excessivo de nutrientes no ambiente de cultivo.s€guentemente, as
bactérias oportunistas que fazem parte da micelbiatadgua e do trato
digestdrio de peixes intensificam seu potenciabgéico quando as
condicbes do ambiente e do animal estiverem aklsragsultando no
surto de doencas e gerando mortalidades (Woo &d2003).

Mortalidades causadas por bactérias sdo a maisaaiperdas
econbmicas na piscicultura, sendo encontradas mg&o® internos,
como o rim, figado, intestino coracdo, cérebro,obdgoencas em
Pseudoplatystomasp. causam importantes perdas nos cultivos
(Gianquito & Volpato 2005), porém quase nenhumdsstem sido feito
para identificacdo do agente patogenico. Apest,disrtos de doencas
em fazendas de surubim no inverno, causam sintoorae hemorragia
no intestino e anus, lesbes externas e vermelhitiobase das
nadadeiras, sendo responsaveis por mortalidadesté&e80% da
producao (Campos 2004).

Desde o seu reconhecimento como agente causadeptieemia
hemorragica bacteriana (BHS, do ingl@&acterial hemorrhagic
septicemiy, as aeromonas moveis foram consideradas patogpres
afetam grande variedade de espécies de peixeeatatis (Woo &
Bruno 2003). Holliman (1993) reconhece que entrea@smonas
moveis as mais virulentas sdo as cepadatemonas hydrophilasendo
considerada também como zoonose, pois causa diarggipticemia em
humanos (Deodhar, Saraswathi & Varudkar 1991).

Estudos hematoldgicos de peixes teledsteos sdarhierdais
para avaliagdo das condicdes fisiolégica, biogquanacpatolégica dos
peixes (Tavares-Dias & Moraes 2004). As doencagehanas causam
alteracBes hematoldgicas importantes em peixesiameado alteracdes
imunologicas (Clauss, Dove & Arnold 2008). A incagdo deA.
hydrophila resultou no aumento nos numeros totais de leus@to
trombdcitos em tildpia do Nilo Qreochromis niloticus (Bailone,
Martins, Mourifio, Vieira, Pedrotti, Nunes & Silv®I0) e na reducéo
do numero de linfécitos em pacRiéractus mesopotamicugGarcia,
Pilarski, Onaka, Moraes & Martins 2007), enquante ggem carpa
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comum Cyprinus carpi¢ desafiada com LPS da. hydrophilafoi
observado aumento do ndamero de mondcitos e ndogrdfbelvaraj,
Sampath & Sekar 2004).

O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizaragente
patogénico causador de mortalidades em cultivo deibis, e
comprovar por meio de desafio experimental sudérigia analisando a
taxa de mortalidade, sintomatologia e parametrogteeimunoldgicos.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de patégenos

Durante surto de mortalidade no ano de 2009 emmdazedo
estado de Mato Grosso do Sul, regido Centro-OestBrdsil, foram
coletados 10 surubins enferm@&s¢€udoplatystoma corruscamgacho x
P. fasciatumfémea), entre 100 a 500 g, para isolamento de risscté
patogénicas. As mortalidades nas fazendas da neg&ie ano chegaram
a 20 toneladas, causando um prejuizo de aproxingetam
R$260.000,00 (dados extracficiais). Geralmentesentartalidades eram
vistas ap0s algum manejo nos peixes quando a tatoperda agua
estava abaixo de 18°C. Os peixes apresentavamaneemorragia no
anus, anorexia, natacdo errética, letargia, hegiarraa base das
nadadeiras e ulcera¢gbes na epiderme. Foram exispaun e cérebro,
macerados em gral de porcelana estéril na propatedly de amostra
para 1mL de solucdo salina estéril a 0,65%. O radoefoi diluido em
série (1:10) e semeado em placas de petri contegalotriptona de soja
(TSA, Triptone Soya Agarcom 5% de sangue de carneiro, e incubadas
a 26°C. Depois de averiguado o crescimento de iddemoliticas foi
realizado as purificacdes por esgotamento.

Caracterizacdo bioquimica e molecular

Para caracterizagdo fenotipica foram analisados etfil p
bioquimico utilizando kit de identificagcdo API 2QBioMerieux, Marcy
I'Etoile, France), e realizadas as anadlises dedlisdr da esculina e
producdo de gas na fermentacdo da glicose, pawwifiacdo entre as
Aeromonas hydrophilaA. sobria e A. caviag segundo a chave de
identificacdo Aerokey Il (Carnahan, Behram & Jos2p01).

A identificacdo molecular foi realizada pela Unsidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) por meio de ampliféo do gene
do RNAr 16S, por PCR. Os fragmentos de DNAr angaiios foram
purificados e submetidos diretamente ao sequenoi@mesm
sequenciador automatico MegaBACE 1000 (GE HeakficaDs
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primers utilizados para o sequenciamento foram ,pI056f, 782r e
p1100r. Suas sequéncias parciais obtidas com wfiterg@rimers foram
montadas em uncoting (sequéncia Unica combinando os diferentes
fragmentos obtidos), o qual foi comparado com aguéecias de
organismos representadas no Genbank (www.ncbi.iigav) e do
RDP (http://rdp.cme.msu.edu). Foram entdo seledamaequéncias de
organismos relacionados ao organismo desconhearda@alizacdo das
analises filogenéticas.

Desafio experimental

A cepa selecionada foi esgotada em placa de Petterndo meio
de cultura TSA. Em seguida uma col6nia da bactérimoculada em
meio de cultura caldo BHBfain Heart Infusiof e incubada a 28°C por
18 h. Apds o crescimento, a cultura foi diluida sénie (1:10) até a
diluicio 10° , sendo semeadas em TSA para contagem total dadesi
formadoras de colénia (UFC) do in6culo. Este fdiiido serialmente
em BHI (1:2) em triplicata nas microplacas de 96gscaté o 12° poco,
e a absorbéancia medida em leitor de microplacaampdmento de
onda de 630nm, para confecgdo da curva de credoirffeancentragao
bacteriana x Absorbéancia).

Para infeccdo experimental, o in6culo crescido etth fBor 18h
em 28°C, foi centrifugado 30 minutos a 18§00 sobrenadante foi
descartado e o pelete re-suspendido em solucia sstéril 0,65% na
proporcdo para que a suspensdo se mantivesse & @QRCmL™
segundo a curva de crescimento feita anteriormé@steriormente, a
suspensdo foi diluida até as concentracfes desejsala desafio
experimental.

Para o desafio 144 surubins hibridoPsdudoplatystoma
corruscans macho x P. fasciatum fémea), com peso médio de
98,1+23,6g e comprimento de 26,9+1,7cm, foram ilisilos em 18
unidades experimentais de 300L, com aeracgéo caentfittno bioldgico
e aquecedores com termostatos, mantendo a tempeesiu26+0.5°C.
Apoés cinco dias de aclimatacdo, as 18 unidadesrimgmais foram
divididas aleatoriamente em seis tratamentos.

Os tratamentos consistiram em peixes néo injetagiesados via
intraperitoneal e com 1mL de solucdo salina estérimais quatro
tratamentos com peixes desafiados com 1mL de 2x1tf) 1 e 16
UFC-mL™ da bactéria isolada. Cada tratamento contou ogsrréplicas
delineadas completamente ao acaso (Comité de MHticdJso de
Animais da Universidade Federal de Santa Catari@gUA
23080.021883/2009-91). Diariamente foram mensuradpkl, ambdnia
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total e oxigénio dissolvido da agua. Duas vezediaera fornecido a
cada unidade, racdo comercial com 40% proteinaa kouramix-
Revolution Alevino), totalizando 3% da biomassa pleiges.

Mortalidade, sintomatologia e re-isolamento da baéria

O experimento foi conduzido 10 dias ap6s o desé#ficetirada
dos peixes mortos foi feitas a cada seis horasobeeviventes foram
sacrificados para o diagnostico microbioldgico manatolégico. Ao
final do experimento foram coletados amostras debcé, rim, coragéo
e figado de trés animais por unidade experimentalpeol para re-
isolamento da bactéria patogénica em meio de auli®A. Os tecidos
foram processados assim como no isolamento. Amdeszimento em
placa e as colbnias re-isoladas, estas foram eamlas
fenotipicamente pelo perfil bioguimico através dbde identificacdo
API 20E (BioMerieux, Marcy I'Etoile, France), corapientado com as
andlises de hidrélise da esculina e producéo dengdsrmentacédo da
glucose.

Andlises hematoldgicas e imunolégicas

Ao término do experimento, trés peixes de cada aad
experimental foram amostrados, anestesiados corotaima (0,14 ™)
e 0 sangue coletado por puncao do vaso caudal asnsdudnga de 3 mL
(21G), uma contendo anticoagulante EDTA 10% e ouwtem
anticoagulante. O sangue com anticoagulante flizado para realizar
as andlises hematoldgicas. Ja o0 sangue coletadoastooagulante
ficou em repouso durante 1h a 25°C para coagulaggmdo
posteriormente centrifugado a 149®or 10 minutos para obtencédo do
soro sanguineo para armazenamento a -20°C até adasdiandlises de
atividade antimicrobiana e titulo de aglutinacasdm.

O sangue coletado com seringa contendo anticadgulai
utilizado para confeccdo de duplicatas de extenséieguineas coradas
com Giemsa/MayGrunwald para contagem diferencialededcitos e
contagens totais de trombdcitos e leucécitos. Uilgai@ta foi utilizada
para a determinacdo do hematécrito (Goldenfarb, y@owHall &
Brosius 1971) e o restante armazenado em frascaslideno gelo para
guantificar o nimero total de eritrocitos em her@ooetro. Os niumeros
totais de trombdcitos e leucécitos foram obtidosxinsdo sanguinea
pelo método indireto descrito por Ishikawa, Ran®aiva & Lombardi
(2008).

Os titulos de aglutinagéo foram feitos segundo mdwédescrito
por Silva, Martins, Jatoba, Buglione, Vieira, Pexglerdnimo, Seiffert
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& Mourifio (2009), para cepa de bactéria utilizadaexperimento O
teste foi feito com microplaca de 96 pocos de fuhdonde o soro
diluido na proporgédo de 1:1 em solu¢do tampéo tiosfalino (PBS,
0.04M de Fosfato monobésico, 0.16M de Fosfato d@ibA®.11M de
Cloreto de Sdédio, pH 7.2) no 1° poco |(h0de solucdo PBS:3Q do
soro), sendo diluido serialmente em fator 1:2 pardemais pogos até o
12°. Depois disso, foram adicionadogib(da bactéria inativada com
1% de formalina em todos os poc¢os. A microplacanimibada a 25°C
durante 18 horas em camara Umida. A aglutinacéooftfirmada com a
observacdo de um precipitado no fundo do pogo a oih O titulo
aglutinante foi considerado como o reciproco danaltdiluicio que
apresentou aglutinacéo.

A atividade antimicrobiana do soro contra a baatétilizada no
desafio foi realizada em microplaca de 96 pocos ftordo chato, com
metodologia utilizada por Silva et al. (2009). @dnlo cultivado em
BHI a 30°C por 24 h foi preparado na concentragd0,8 na escala de
Macfarland e diluido em meio de cultura Poor br(@B) 100.000
vezes. Entdo, 150uL de PB foram adicionados nootd mla linha e
100pL nos demais pocgos, e 50uL do soro adicionadarimeiro pogo
da linha. Posteriormente, foi realizada uma diloigériada fator 1:2 até
0 12° poco. Para controle positivo e branco, salszlina foi diluida
em PB, da mesma forma do que para o soro. FinamefuL da
bactéria foram adicionados em cada poco da amdistiida do soro e
do controle positivo. A microplaca foi incubada &@ por 12 horas
com agitacao orbital e o crescimento dos microfusgaos determinado
em leitora de microplaca no comprimento de onda58@nm. A
atividade antimicrobiana do soro é reciproca damaltdiluicdo que
apresentou atividade bactericida ou bacteriostatica

Andlises estatisticas

Os efeitos entre as diferentes concentracdes deriaac no
desafio nas respostas hematolégicas e imunolédgarasn avaliados
mediante o uso de modelos de regressdes. Anteritenfei avaliado a
homocedastidade dos dados através do teste detBgutt0,05) e os
dados de aglutinacdo e atividade antimicrobiana sdoo foram
transformados em lggx+1). O ajustamento dos dados ao modelo foi
verificado com base na significancia (p<0,05) de®ficientes de
regressdo pelo teste t, no coeficiente de detegdina (R
=S.Q.Reg./S.Q.Tratamento), na soma de quadradodel®gos e no
fendbmeno em estudo.
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RESULTADOS

Identificac@o bioquimica e molecular

No total foram isoladas 14 cepas hemoliticas, ditaim e seis
do cérebro, onde todas as cepas isoladas forantifickeas como
Aeromonas hydrophilé99,7%) com mesmo perfil bioquimico. Por este
motivo, foi selecionada apenas uma cepa, isoladeédebro (CPQBA
228-08 DRM), para ser utilizada na identificaciolenolar e desafio
experimental, exibindo 99% de similaridade com peg&6S rRNA de
Aeromonas hydrophilahydrophila contidas nas bases de dados
consultadas. A andlise filogenética recuperandanasstras da cepa em
agrupamento coeso e com valorltstrapde 82% com a linhagem
tipo deA. hydrophilahydrophila(ATCC 7966 — X74677 ), confirmou
os resultados de busca nas bases de dados.

Qualidade da a&gua, mortalidade e sintomatologia

Durante o periodo do desafio experimental o pH apteve em
7,5+0,2, amodnia total 2,07+1,5 mg ", aménia tdxica 0,04+0,03
mgmL™ e oxigénio dissolvido da agua 6,4+0,4-bily As mortalidades
foram observadas até 96 horas apés o desafio, Etémnono dia os
peixes ainda apresentavam aumento nos sintomas@xte no décimo
dia foram realizadas as coletas. Apenas os pebsafiddos com 2x£0
A. hydrophilamL™ apresentaram mortalidades (50+12,5%), porém 0s
peixes de todos os tratamentos desafiados apresantsintomas,
enquanto que os peixes ndo injetados e injetados gaina néo
apresentaram sintomas externos nem internos. Nowiandesafiados
com as concentragfes mais elevadaidéydrophylafoi observado
aumento na prevaléncia dos sintomas externosradastéTabela 1).

A avaliacdo clinica mostrou despigmentacdo (Figba),
ulceragéo na regido ventral e dorsal (Figura 6lz)e lEemorragia no
anus e inchaco da cavidade visceral (Figura 6diggzadas branquias
(Figura 6e), erosdo nas nadadeiras anais (Figurint&drnamente foram
observadas alteracbes no figado (pontos hemorgigigiceracoes,
descoloracédo) e rim (hemorragia, hipertrofia ediggéo) (Figura 6g e
6h), pontos brancos na vesicula biliar (Figura fdntos hemorragicos
no coracdo e cérebro (Figura 6j e 6l) e hemorragimtestino (Figura
6m).
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Tabela 1 - Prevaléncia de sintomas externos e internos dabiss hibridos
sobreviventes ao desafio com diferentes concemsagcfie Aeromonas
hydrophilahydrophila

Tratamentos LE 1A 1IN AF
N&o injetados 0/24 0/24 0/24  0/24
Salina 0/24 0/24 0/24 0/24

2x10°A. hydrophildmL ~ 6/24  6/24  3/24  3/24
2x10'A. hydrophildmL ~ 2/24  6/24  2/24  6/24
2x1CA. hydrophildmL ~ 4/24  6/24  5/24 12/24
2x1GA. hydrophildmL ~ 10/12  6/12  4/12  12/12

Tratamentos AR PBV PHC HC
N&o injetados 0/24 0/24 0/24  0/24
Salina 0/24 0/24 0/24  0/24

2x10°A. hydrophildmL ~ 5/24  6/24  6/24 4[24
2x10'A. hydrophildmL ~ 6/24  6/24  6/24  6/24
2x1FA. hydrophildmL ~ 6/24  5/24  11/24 10/24
2x1GA. hydrophildmL ~ 8/12  6/12  6/12  10/12

LE — LesOes externas, IA — Inflamag&o no anus,INflamacéo intestinal,
AF — Alteracdo no figado, AR — Alteracédo intestjrBV — Pontos brancos na
vesicula, PHC — Pontos hemorragicos no coragaos RGntos hemorragico no
cérebro.

As amostras semeadas em TSA dos cérebros, figadese
coragfes dos peixes ndo injetados e injetados calinasnao
apresentaram crescimento de bactérias detectémigianto que as
amostras dos peixes desafiados apresentaram, amasdoncentracoes
de Aeromonas hydrophilacrescimento de coldnias com coloragéo
castanha e formato redondo, semelhanté. ehydrophila usada no
desafio. ApO6s o0 re-isolamento e caracterizacdo ulfioiga, estas
colénias apresentaram o mesmo perfil bioquimicoARd 20E daA.
hydrophila (99,7%) utilizada no desafio. Comprovando a dfici& do
desafio experimental, e que estas bactérias estaresmntes e causando
danos nos 6érgaos internos, mesmo apos 10 diasddagao.



43

I

Figura 6 — Sintomatologia de surubins hibridos sobreviventeslesafio com
Aeromonas hydrophildydrophila A — Despigmentacdo da epiderme, B —
Ulceracdo dorsal, C — Ulceracdo ventral, D — Inohalgdominal e inflamacéo
no anus, E — Palidez das branquias, F — Erosdadtalrira, G - Hipertrofia do
rim, H — Hemorragia no figado, | — Pontos brancasvasicula, J — Pontos
hemorragicos no coragéo, L — Pontos hemorragicagrebro, M — Inflamacgéo
intestinal.

Analises hematoldgicas e imunolégicas

A relacdo do titulo de aglutinacédo e atividadenaictiobiana do
soro com a concentragdo deromonas hydrophildoi explicada pela
relagcdo quadratica e linear, respectivamente (&igare 7b). Nos peixes
submetidos as concentraces mais elevadas 108 UFCmL™) e
sobreviventes, apés 10 dias do desafio, foram wades valores
superiores para o titulo de aglutinacdo e atividadienicrobiana.
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b Titulo de aglutinagéo Atividade antimicrobiana do soro
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Figura 7 - Analise de regressdo do titulo de aglutinacdoyidatie
antimicrobiana do soro, contagem total de eritobo# porcentagem de
hematdcrito de surubins hibridos desafiados comratites concentracbes de
Aeromonas hydrophilaydrophila.

A contagem total de trombdcitos e leucécitos, eragntagem de
basoéfilos e LG-PAS ndo apresentaram relacdo sigtifia com a
concentracdo dé\. hydrophilaapos o desafio (p>0,05). Os valores
variaram de 20,12 a 25,03 x*tlombécitosmL™; 43,34 a 53,71 x £0
leucécitosmL™ e 0,04 a 1,62 x fhasofilosmL™. A contagem total de
eritrécitos e o hematdécrito (Figura 7c e 7d) foilme explicada pela
regressao linear, apresentando decréscimo nosspdesafiados com
maiores concentragdes Aehydrophila

Observou-se linfocitose nos peixes desafiados com a
concentracdes mais baixas Be hydrophila demonstrando pequeno
estimulo na producédo de linfécitos, enquanto qudessfiados com as
maiores concentracdes apresentaram linfopenidismiia (Figura 8a).

Neutrofilia e monocitose foram observados nos aisima
desafiados, principalmente nos sobreviventes dekadficom a maior
concentracdo dé. hydrophila(16* UFCmL™), mostrando o estimulo
destas células para combater a infec¢éo instakddaré 8b e 8c). Ja a
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porcentagem de eosindfilos apresentou relacdo stexre nos peixes
desafiados com as maiores concentracods dgdrophila(Figura 8d).

oo Linfocito Monécito
y = 84.5108 + 3.96788x - 0.65855x2]  *° y=3,94401+0,042115x
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Figura 8 - Andlise de regressao da porcentagem de linfécitomocitos,
neutréfilos e eosindfilos de surubins hibridos fladas com diferentes
concentracdes deeromonas hydrophilaydrophila

DISCUSSAO

Aeromonas hydrophila hydrophilaém sido relatada como
patdégeno primério de peixes e as doencas atribaidéata bactéria tém
grande importancia econémica nos cultivos de peaigatinentais (Woo
& Bruno 2003). Assim como neste estudo, esta hactér isolada de
diversos surtos de mortalidade em cultivos de s@ildems $almo
trutta, Oncorhynchus mykis®©.tshawyscha (Rehulka 2002; Woo &
Bruno 2003), carpaCprinus carpioe Labeo rohita (Sahoo, Meher,
Das Mahapatra, Saha, Jana & Reddy 2004; Selvaral.eR004,
paulistinha Danio rerio) (Rodriguez, Novoa & Figueras 2008), colisa
(Colisa lalia) (Hossain 2008) e inclusive em bagres como peate g
(Clarias batrachuy (Mastan & Rao 2007) e jundi&lflamdia quelen
(Barcellos, Kreutz, Rodrigues, Santos, Motta, RitRedin & Silva
2008).
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Sintomas semelhantes aos descritos neste trabaflm s
comumente encontrados em peixes com septicemia ri@Egita
bacteriana (Woo & Bruno, 2003; Austin & Austin, 200 sendo
observados em jundids (Boijink & Brandao 2001),paarohu (Das
Mahapatra, Gjerde, Sahoo, Saha., Barat, Sahoo, Wgh&degard, Rye
& Salte 2008), paulistinha (Rodriguez et al. 2008ypa comum
(Schroers, Van der Marel, Neuhaus & Steinhagen 2009

Neste estudo, os fatores ambientais e de manepvaest
adequados para a espécie, 0 que explicaria a sdmeia de peixes,
mesmo com ulceragfes na epiderme e septicemiargéesdinternos
em estado avancado (Figura 1), ja que nos cultagsnortalidades
costumam ocorrer no inverno com temperaturas aluExiB8°C.

O anticorpo é um dos maiores responsaveis peloegsocde
aglutinacdo em peixes (Ellis 1999), explicandormassiaumento deste
indice em peixes desafiados, principalmente com nagiores
concentracdes, sendo estes sobreviventes os mamestimulados a
produzir anticorpos devido a maior carga bacteridrrata arco-iris
(Oncorhynchus mykis® carpa comum também apresentaram aumento
no titulo de aglutinacdo apds desafio com LPS Alromonas
salmonicidae A. hydrophila respectivamente (Nakhla, Szalai, Banoub
& Keough 1997; Selvaraj et al. 2004).

Ja o soro dos surubins infectados carmhydrophilaapresentou
maior atividade antimicrobiana contra a bactéria bdeccdo
corroborando os estudos de carpa rohu infectadasrimentalmente
com A. hydrophila(Sahoo et al. 2004; Sahu, Das, Mishra, Pradhan,
Samal & Sarangi 2008).

A reducdo no numero de eritrécitos e no percental
hematdcrito nos peixes desafiados com maiores ntlacées deA.
hydrophilg corroborou as observacfes de Rehulka, (2002)reta t
arco-iris desafiada comeromonas sobri& A. caviae Segundo Clauss
et al. (2008) doencas em peixes causam anomaliagerigmcitos e
consequentemente anemia, seAgoomonasspp. a causa mais comum
de anemia hemolitica em peixes.

Ao contréario deste estudo, em pacu (Garcia etCil7Pe tilapia
do Nilo (Martins, Mourifio, Amaral, Vieira, Dottaatbbd, Pedrotti,
Jerbnimo, Buglione-Neto & Pereira-Jr. 2008), as tagens de
trombdcitos e leucécitos totais aumentaram apésdesafios com
Aeromonas hydrophilae Enterococcus sp., respectivamente. E
importante enfatizar que nos estudos de Garcik @097) e Martins et
al. (2008) as amostras de sangue foram coletadagrad apos infecgcéo
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enquanto no presente estudo as amostras foramadadel0 dias apos o
desafio.

A porcentagem de linfécitos circulantes em relagao
concentracdo dA. hydrophila neste estudo, seguiu o padrdo sugerido
por Clauss et al. (2008) o qual infere que a titése em peixes pode
sugerir um estimulo imune, enquanto a linfopenigese condicao de
imunossupressédo. Fato comprovado pelo aumento n@roddestas
células em tilapia do Nilo apds vacinacdo polivedenconforme
observado por Bailone et al. (2010). Estes auteeeificaram que 48
horas apés o desafio o nimero de linfécitos emegeiracinados se
manteve maior do que 0s peixes ndo vacinados. Em @arcia et al.
(2007) observaram reducdo de linfécitos apos o fidesaom A.
hydrophila(6x1¢ UFCmL™). Shao, Liu & Xiang (2004) relataram que
A. hydrophila pode causar apoptose em linfocitos de kinguios
(Carassius auratys sendo o primeiro relato de apoptose de bactérias
patogénicas em células imunoldgicas de peixe, apdio assim a
reducdo destas células nos peixes desafiados conmasres
concentracdes.

Monocitose e neutrofilia s&o normalmente observagos
processos inflamatérios (Clauss et al. 2008), céonmbservado nos
surubins sobreviventes ao desafio cofn hydrophila Além da
monocitose e neutrofilia, o decréscimo no numero edsinofilos
observado neste estudo foi também verificado em pazarpa comum
desafiados com. hydrophilae LPS deA. hydrophila respectivamente
(Selvaraj et al. 2004; Garcia et al. 2007).

A atividade antimicrobiana do soro sanguineo dosxepe
teledsteos se deve a diversos tipos de proteimszimas, produzidas
pelos mondcitos e neutréfilos, como: lisozima, dfarrina, peptideos
antimicrobianos e antiproteases (Ellis, 1999). $eassim o aumento
destas células nos peixes desafiados com as maimnesntracdes de
patdégeno pode ter propiciado o aumento da atividatienicrobiana do
soro destes peixes.

Mesmo os peixes ndo apresentando mortalidades esefias
com as menores concentragcbes podem ser agravadaguagbes a
campo, com alteracdes ambientais, como por exempldanca brusca
de temperatura, ou como infecgbes secundariasyt@sobactérias ou
parasitos, podendo causar grandes perdas econdrSieado assim,
novos experimentos devem ser feitos para avafjat@enicidade desta
cepa em conjunto a outros fatores estressantesiagsns.
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CONCLUSAO

A cepa bacteriana isolada neste estudo (CPQBA 328RM) e
caracterizada comoAeromonas hydrophila hydrophilacausou
mortalidades e sintomatologia caracteristica ddebases, alteracdes
hematoldgicas e imunologicas importantes, alémedeapaz de infectar
diversos 6rgaos como figado, rim, coracao e céré&mndo assim, esta
cepa é causadora de septicemia hemorragica ndgosulte surubins
hibridos Pseudoplatystoma corruscax®. fasciatun
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CONSIDERACOES FINAIS

Apos isolar, caracteriza e comprovar dieromonas hydrophila
hydrophila é causadora de septicemia hemorragica bacteriana em
surubins hibridos Rseudoplatystoma corruscans P. fasciaturh, as
pespectivas futuras € que sejam realizadas desafiodiferentes vias
de infeccdo para determinar qual melhor via indicaa melhor
condicdo para que seja realizado trabalhos futédésn disso, pode-se
testar a suceptibilidade das linhagens puras dadurP. corruscanse
cacharaP. fasciaturh comparado com a linhagem hibrida a este agente
patolégico.

Outras perspectivas do grupo séo os trabalhosdemenvolver
medidas preventivas a esta bacteriose, como: picds) vacinas e uso
de &cidos organicos nas dietas. Estas medidas npirage serédo
desenvolvidas em laboratério e posteriormente dastaa campo em
parceria com a empresa Mar & Terra.
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