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RESUMO. Este ensaio teve como objetivo avaliar as respostas hematoldgicas e a ocorréncia
de sinais clinico-patolégicos de Piaractus mesopotamicus infectados experimentalmente por
Aeromonas hydrophila. Foram utilizados 324 pacus, P. mesopotamicus, com peso de 102,84 =
27,1 g, distribuidos em 27 caixas de 300 L de capacidade, sendo 14 peixes por caixa. Os
peixes foram mantidos nas caixas durante um més, recebendo dieta balanceada, periodo em
que se evitou qualquer tipo de manejo estressante. Passado esse periodo, foram infectados
com 6 x 10° UFC de A. hydrophila, injetada via intraperitoneal. As coletas e andlises de
sangue foram realizadas 24h antes da infeccio experimental e 24h apés a infecgio. Os
resultados permitem concluir que a infec¢io por A. hydrophila em P. mesopotamicus é
caracterizada por escurecimento da derme e sinais clinicos-patolégicos relacionados 2
hemorragia, anemia normocitica-hipocrdomica, redugio nos niveis de proteinas, globulinas
plasmaticas e eosindfilos, leucopenia, linfopenia, trombocitopenia, neutrofilia e monocitose.
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ABSTRACT. Hematology and clinical signs of Piaractus mesopotamicus
experimentally infected with Aeromonas hydrophila. The purpose of this study was to
evaluate the hematological response and clinical sign of Piaractus mesopotamicus infected by
Aeromonas hydrophila. Were used 324 pacus, P. mesopotamicus weighing 102.84 = 27.1 ¢
distributed in 27 water tanks with 300 L of capacity, 14 fish per tank. The fish were kept in
the water tanks during one month, receiving appropriate diet. In this period was avoided
stressing management. After this period, the fish were infected with 6 X 10° cfu of A.
hydrophila fish, injected intraperitoneally. The blood collection was carried 24h before
experimental infection and 24h after its. The A. hydrophila infection in P. mesopotamicus is
characterized by dark skin and clinical signs related to hemorrhage, hypochromic
normocytic anemia, decrease on plasmatic proteins and globulins levels, leucopenia,

lymphopenia, thrombocytopenia, eosinophilia, neutrophilia and monocytosis.
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Introducao

A escassez de laboratérios especializados em
bacteriologia de peixes no Brasil leva 2 falta de
conhecimento dos agentes etiolégicos causadores das
doengas nas pisciculturas. Na maioria dos casos, os
surtos ocorrem nas propriedades ¢ nio sio
notificados ou registrados. Estudos parasitolégicos
de peixes nativos apontam grande diversidade de
classes de parasitos acometendo os animais
(CAMPOS et al., 2008), entretanto, com relacio as
bactérias, pouco se conhece a respeito dessa relagio
patégeno-hospedeiro.

O Brasil é um pais muito rico em espécies
nativas de grande potencial econémico, como é o
caso do pacu, Piaractus mesopotamicus, espécie
expressiva na aquicultura por sua considerada
aceitacio pelos consumidores e elevada taxa de

crescimento (JOMORI et al., 2003). Entretanto, nio
se conhece a especificidade das bactérias em relagio
aos peixes nativos e a susceptibilidade e
particularidades dos mecanismos de defesa destes
animais frente as bactérias. Nio hi registros, ainda,
da evolugio de doengas nos peixes ¢ dos danos e
lesbes caracteristicos de cada bacteriose.

A Aeromonas hydrophila ndo tem recebido notdria
importincia como patégeno de peixes, pois esta
bactéria é parte integrante da microbiota intestinal de
peixes sauddveis (TRUST et al., 1974). Desse modo,
a presenga desta bactéria, por si s6, nio é indicativo
de doenga; todavia, o estresse, presente nos sistemas
de cultivo intensivos, é o principal fator contribuinte
nos surtos de doengas causadas por esse agente
etiolégico (CIPRIANO, 2001).

Trata-se de um bastonete mével com flagelos
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polares. Nio produz esporos, é Gram negativa, nio-

capsulada, aerébia e  anaerébia  facultativa
(STOSKOPF, 1993). Tem ampla distribuigio
geogrifica e causa a septicemia hemorrigica,

caracterizada pela presenga de pequenas lesdes
superficiais, hemorragias locais, particularmente nas
brinquias ¢ opérculos, tlceras, exoftalmia e
distensio abdominal. Internamente, pode haver
acimulo de liquido ascitico, anemia e lesdes no
figado ¢ rins (AUSTIN; AUSTIN, 1987). Alguns
desses bastonetes isolados podem ser considerados
patégenos entéricos de humanos. Assim, a presenga
de elevados niveis de Aeromonas em piscicultura
intensiva pode apresentar risco de infec¢io para o
peixe e também para funciondrios da piscicultura e
consumidores (VIEIRA, 2004).

O estudo das varidveis hematoldgicas assume
importincia como meio auxiliar de diagndstico e
estado de saide dos peixes (TAVARES-DIAS;
MORAES, 2004). Em mamiteros e peixes teledsteos,
as doengas infecciosas ativam o sistema imunolégico
celular, alterando o percentual de células sanguineas
de defesa orginica circulantes (BOON et al., 1990).
Portanto, hi necessidade de identificagio e
quantificagio de tais  células, visando ao
entendimento de sua participagio nos processos
mérbidos.

Diante do exposto, com este ensaio, objetivou-se
caracterizar a ocorréncia de sinais clinico-patolégicos
em Piaractus mesopotamicus infectados
experimentalmente por Aeromonas hydrophila, além
de avaliar sua resposta hematoldgica.

Material e métodos

Foram utilizados 324 pacus (Piaractus mesopotamicus)
juvenis, com peso de 102,84 + 27,1 g, distribuidos em
27 caixas de 300 L de dgua com renovagio e aeragio
constantes, sendo 14 peixes caixa”, localizadas no
Laboratério de Patologia de Organismos Aquiticos
do Centro de Aquicultura da ‘Unesp — Universidade
Estadual Paulista’ de Jaboticabal, Estado de Sio
Paulo.

Os peixes foram aclimatados nas caixas durante
um més, recebendo dieta balanceada, periodo em
que se evitou qualquer tipo de manejo estressante.
Passado esse perfodo, foram submetidos 3 infec¢io
experimental com a bactéria Aeromoas hydrophila.

Aeromonas hydrophila utilizada, neste experimento,
foi isolada de dois exemplares de Oreochromis
niloticus, com sinais clinicos caracteristicos de
septicemia hemorrigica, no Departamento de
Medicina Veteriniria Preventiva da Faculdade de
Ciéncias Agririas ¢ Veterindrias da Unesp de
Jaboticabal. No procedimento realizado, pesaram-se
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10 g de amostras aleatérias de musculo dos peixes.
As amostras foram trituradas e incubadas em 100 mL
de Caldo de Soja Triptona (TSB) acrescido de
ampicilina na concentragio de 10 mg L, e incubadas
por 24h a 30°C. Em seguida, procedeu-se ao
plaqueamento deste material em dgar Vermelho de
Fenol Amido Ampicilina, incubado por 24h a 30°C.
As coldonias Gram negativas suspeitas  foram
selecionadas e plaqueadas em dgar Triplice Agtcar
Ferro (TSI) pelo mesmo periodo e temperatura de
incubagio. As culturas que apresentavam reagio
dcida tanto na base quanto no bisel, com ou sem
formagio de gis, foram submetidas as provas da
oxidase (+), fermentagio do manitol (+), produg¢io
de indol (+), hidrdlise da esculina (+) e arginina
(+), descarboxilacio da lisina (+) e ornitina (-) e
produgio de acetoina a partir da glicose (+) para
caracterizagio da espécie.

De acordo com os resultados obtidos em testes
preliminares de DL50, a infec¢do experimental foi
realizada por injecio intraperitoneal da A. hydrophila
na concentragio de 6 x 10° UFC de A. hydrophila
peixe”! diluida em 0,2 mL de solucio salina estéril.
Apés o desafio, os peixes foram observados
diariamente durante 10 dias, inspecionando-se o
comportamento e sinais clinicos. Os peixes mortos
foram submetidos a0 exame bacteriolégico para re-
isolamento da bactéria imediatamente apds a morte.

As coletas e anilises de sangue foram realizadas
24h antes da infecgio experimental e 24h apés a
infecgio. Aliquotas de sangue foram coletadas por
pungio do vaso caudal de dois exemplares por caixa,
a cada coleta, utilizando-se seringas contendo EDTA
(10%) para avaliagdo das varidveis eritrocitirias e
células sanguineas de defesa orginica (leucdcitos e
trombdécitos), da concentragio de proteinas
plasmdtica total e globulinas. A contagem de
eritrécitos foi realizada em contador automdtico de
células sanguineas (Modelo CC510, da Celm) ¢ a
dosagem de hemoglobina de acordo com o método
de Collier (1944). O hematdcrito foi determinado
de acordo com as recomendacdes de Goldenfarb
et al. (1971). As constantes corpusculares como o
volume corpuscular médio (VCM), a concentragio
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e a
hemoglobina corpuscular média (HCM) foram

calculadas, segundo Wintrobe (1934). Para a
contagem diferencial de leucécitos, foram
preparadas extensoes sanguineas coradas

pancromaticamente com corante Rosenfeld e as
células foram examinadas 3 microscopia de luz
comum. Foram contadas até 200 células em cada
extensao sanguinea, estabelecendo-se o percentual
de cada componente celular de interesse. Os
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leucécitos totais, trombdcitos totais e eritroblastos
foram quantificados indiretamente nas mesmas
extensdes contando-se o ndmero de trombdcito,
leucécito e eritroblasto para cada 2.000 eritrécitos.

Durante o periodo experimental, foram
monitoradas diariamente as varidveis limnolégicas:
temperatura, pH, oxigénio dissolvido e

condutividade da dgua. Estas varidveis mantiveram-
se dentro dos valores recomendados para o bem-
estar dos peixes (SIPAUBA-TAVARES, 1994),
sendo: temperatura 30,5 *= 1,8°C, oxigénio
dissolvido 4,8 = 0,8 mg L', condutividade elétrica
204,1 = 28,1 uS cm™ e pH 8,6 = 1,1. A taxa de
renovagio da dgua manteve-se em 45 = 15 mL s

Os dados obtidos foram submetidos 2 anilise de
variincia (teste F) Anova.

Resultados e discussao

Os peixes doentes apresentaram coloragio
enegrecida da derme. Secombes (1996) relaciona o
escurecimento da derme de peixes doentes ao maior
ntamero de células no local, associado ao aumento de
melandforos, na tentativa de regeneragio de tecidos
danificados. H4, ainda, evidéncias de escurecimento
da derme de peixes relacionadas i determinagio da
hierarquia social e condigio de estresse, e 0s peixes
subordinados, considerados em maior estimulo
estressor, apresentam coloragio mais escura que os
dominantes (BEECHING, 1995) e a situacio de
enfermidade pode ser considerada como um
estimulo de estresse.

Verificou-se que os peixes infectados pela A.
hydrophila  apresentaram  petéquias e sufusdes
hemorrigicas na superficie do corpo, a cavidade
abdominal apresentou-se distendida, com conteddo
ascitico (2,0 a 3,0 mL) transparente e limpido,
hematoma no local da inje¢io, hemorragia anal,
nadadeiras pélvicas corroidas e hemorrigicas. O
exame macroscépico interno revelou marcado
quadro congestivo-hemorrigico no figado, rim
cefilico e bago. Estes eventos podem estar
relacionados 2 secrecio de enzimas extracelulares
dos neutréfilos que, em geral, causam danos aos
tecidos do hospedeiro, contribuindo para a
liquefagio hemorrigica dos tecidos, comumente
vista em infec¢Oes bacterianas (SECOMBES, 1996).

Os niveis de proteina total e globulinas do
sangue, apds o desafio, foram reduzidos (Figura 1).
Resultados da literatura revelam que peixes
acometidos tanto por bactérias como por parasitos
apresentaram redu¢io nos niveis de proteinas do
sangue (BOON et al., 1990). Dentre os fatores que
levam 2 reducio nos niveis de proteina plasmitica,
cita-se a maior demanda deste nutriente para

reposi¢io de tecidos danificados e lesados em
processos inflamatdrios, em que a permeabilidade
vascular ¢ aumentada e hi o extravasamento de
proteina para os espagos extra-vasculares, com
consequente perda dessa proteina nesses locais
(KANEKO, 1989). Hemorragias externas também
desencadeiam perdas de células sanguineas ¢ de
proteina plasmdtica. Tanto a albumina quanto as
globulinas tendem a diminuir com a perda de
sangue (JAIN, 1993).
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Figuras 1. Médias das varidveis hematoldgicas de Piaractus
mesopotamicus antes ¢ ap6s o desafio com a bactéria Aeromonas
hydrophila. Figuras corrigidas.

Apesar do aumento no ntimero de eritrécitos
ap6s a infec¢io (Figura 1), verificou-se um processo
de anemia normocitica-hipocrémica (Figura 1). Os
processos anemiantes sio atribuidos a distirbios na
produgio de eritrécitos ou perda dessas células por
hemodlise  (JAIN, 1986). Diversos autores
(YOSHINAGA et al, 1996; RANZANI-PAIVA
et al, 2000; TAVARES-DIAS et al, 2002)
relacionam a anemia normocitica-hipocrémica as
infecgdes por patdégenos ¢ parasitos dos mais
variados grupos taxondmicos.

Em peixes, os mecanismos imunolégicos nio-
especificos sio semelhantes aos de outras classes de
vertebrados. Similarmente, a imunidade mediada
por células especificas estd demonstrada para todos
os niveis de evolugio, dos Cyclostomata aos
Teleostei (CORBEL, 1975).

No presente estudo, observou-se que, 24h apés o
desafio com a A. hydrophila, houve aumento no
nimero de neutréfilos e mondcitos no sangue
(Figura 2), corroborando estudos com trutas arco-
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iris infectadas com Vibrio anguillarum (LAMAS
et al., 1994) e salmio do Atlintico infectado com
Renibacterium  salmoniarum (BRUNO; MUNRO,
1986). Os casos de resposta inflamatéria aguda sio
caracterizados por neutrofilia e monocitose no
sangue ¢ actimulo de neutréfilos e macréfagos no
local da injdria ou infecgio (SECOMBES, 1996;
ROBERTS, 1989). Em peixes, a neutrofilia inicia-se
uma hora apés os estimulos inflamatérios e,
comumente, atinge um pico com 48h
(SECOMBES, 1996). Segundo Sopinska (1984), o
aumento no ndmero de mondcitos, importante
célula  fagocitica, pode ser decorrente da
intensificacio da atividade dos mecanismos de defesa
celular.
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Figura 2. Médias das varidveis hematoldgicas de Piaractus
mesopotamicus antes e apGs o desatio com Aeromonas hydrophila.
Figuras corrigidas

O ntimero de leucécitos, trombdcitos e linfdcitos
sanguineos, apés 24h do desafio, foi reduzido
(Figura 2). Esta redugio pode estar relacionada 2
migracio dessas células para o foco de inflamagio,
assim como verificado por Lamas et al. (1994) no
sangue de trutas arco-fris infectadas por V.
anguillarum. Segundo Secombes (1996), durante as
respostas inflamatdrias, primeiro ocorre o aumento
no suprimento de sangue da drea infectada,
acompanhado por aumento na permeabilidade
capilar e depois migragio dos leucécitos para fora
dos capilares circundando o tecido infectado. O
patégeno, entio, é rapidamente rodeado por uma
rede de células fagociticas com potente atividade
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microbicida, que impede sua expansio ou o remove
completamente. Em P. mesopotamicus, a hipétese de
migracio das células para o foco de inflamag¢io pode
ser confirmada pelos estudos da composi¢io celular
do exsudado inflamatério induzido na bexiga
natatdria por tioglicolato, A. hydrophila e endotoxina
(LPS) de Escherichia coli, em que Bozzo et al. (2007)
demonstraram que as células predominantes no foco
inflamado sio os trombdcitos, acompanhados de
menor quantidade de linfécitos, enquanto que
macréfagos e granuldcitos encontram-se presentes
em quantidades baixas desde as avaliagdes iniciais,
independentemente  do  estimulo  inflamatério
considerado.

Conclusao

A infeccio por A. hydrophila em P. mesopotamicus é
caracterizada por escurecimento da derme e sinais
clinico-patolégicos relacionados 3 hemorragia, seguidos
de anemia normocitica-hipocrébmica, reducio nos
niveis de proteinas, globulinas plasmiticas e eosinéfilos,
leucopenia, linfopenia, trombocitopenia, eosinofilia,
neutrofilia e monocitose.
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