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REsSUMO

RESuUMO

Este trabalho teve como objectivo comparar a sensibilidade de trés das principais
espécies de peixes ornamentais de agua doce, Danio rerio, Poecilia reticulata e Xiphophorus
helleri, a duas bactérias potencialmente zoondticas para o0 Homem, Aeromonas hydprophila
(SM 30016) e Aeromonas aquariorum (DSM 18362).

De forma a efectuar a injeccéo intraperitoneal, foi necessério determinar a dose ideal
de anestésico (MS-222) para cada uma das espécies de peixe estudadas, de modo a
permitir o manuseamento dos peixes. Este foi o segundo, mas ndo menos importante,

objectivo deste estudo.

O critério adoptado para definir “dose ideal de anestésico” foi a dose capaz de
provocar o plano 4 de anestesia num peixe em menos de 180 segundos, recuperacdo em
menos de 300 segundos e sobrevivéncia de 100%, quando os animais sdo submetidos a
uma longa exposicdo (30 minutos). Para tal foram utilizadas diferentes concentracfes de

anestésico (75-250 mg/l) nas diferentes espécies estudadas.

A sensibilidade para as bactérias foi efectuada pela comparacédo do valor de dose
letal capaz de matar 50% dos peixes (LDso) em 48 horas, através da injecc¢ao intraperitoneal

de diferentes densidades das referidas bactérias.

As doses ideais de MS-222 foram 75, 100 e 125mg/L para D. rerio, 125, 150 e 200

mg/L para P. reticulata e 125 e 150 mg/L para a espécie X. helleri.

A espécie Aeromonas hydrophila revelou-se mais virulenta em todas as espécies de
peixes relativamente a Aeromonas aquariorum. O LDs, encontrado para a espécie
Aeromonas hydrophila foi de 7,87 x 10° 4,12 x 10% e 1,10 x 10° UFC/ml para D. rerio, P.
reticulata e X. helleri, respectivamente. Para a espécie.Aeromonas aquariorum os valores de
LDs, foram 3,03 x 108 UFC/ml para D. rerio, 1,56 x 10° UFC/ml para P. reticulata e 1,16 x 10°
UFC para X. helleri.

A sintomatologia observada na infeccdo por Aeromonas aquariorum e Aeromonas
hydrophila foi semelhante em todos os peixes que apresentaram inchaco da cavidade

abdominal e zonas hemorragicas nas branquias.




REsSuUMO

De todos os antibidticos testados no ensaio in vitro, a Ciprofloxacina foi o Unico
antibiotico com maior eficicia, quer para a Aeromonas aquariorum, quer para a Aeromonas

hydrophila.

Podemos concluir que a dose ideal de anestésico MS-222 varia para as espécies
Danio rerio, Poecilia reticulata e Xiphophorus helleri, onde apenas a dose de 125 mg/l é

capaz de anestesiar eficazmente todas as referidas espécies.

Todos os peixes foram mais sensiveis a bactéria Aeromonas hydrophila quando
comparada com Aeromonas aquariorum. A utilizacdo de ciprofloxacina pode ser uma boa
estratégia terapéutica para infecgbes provocadas por ambas as bactérias, principalmente
porque ndo foi possivel observar sintomatologias diferentes nas infeccées provocas nestes

peixes por Aeromonas hydrophila e Aeromonas aquariorum.

Palavras-chave : Aeromonas hydrophila; Aeromonas aquariorum; Peixes ornamentais;

Doencas bacterianas; Infeccdo experimental; MS-222

Vi



ABSTRACT

ABSTRACT

The aim of this work was to compare the sensitivity of three main freshwater
ornamental fish species, Danio rerio, Poecilia reticulata and Xiphophorus helleri, to
Aeromonas hydprophila (DSM 30016) and Aeromonas aquariorum (DSM 18362), two human

zoonotic bacteria candidates.

In order to handling fishes during the infections induced by intraperitoneal injection we
decided to define the optimum anesthetic dose (MS-222) for each fish species studied,. This

was the second objective of this work.

The criterion defined for "optimal dose of anesthetic" was the dose that was able to
induce the plane 4 of anesthesia until 180 seconds with a recovery phase lower than 300
seconds and full survival (100%) when the animals are submitted to a long exposure to the
anesthetic (30 minutes). To define the MS-222 optimal dose we did several experiences with

different MS-222 concentrations (75-250 mg/l) for the three fresh water species.

The bacteria sensitivity was performed by comparing the value of lethal dose that kills
50% of the fish (LDsp) in 48 hours after intraperitoneal injection with different bacteria
densities. The optimum doses of MS-222 were 75, 100 and 125mg /I for D. rerio, 125, 150
and 200 mg / | for P. reticulata and 125 and 150 mg / | for the species X. helleri.

Aeromonas hydrophila was more virulent for all fish species when compared with
Aeromonas aquariorum. The Aeromonas hydrophila LDs, were 7,87 x 10°, 4,12 x 10° and
1,10 x 10° CFU/ml for D. rerio, P. reticulata and X. helleri, respectively. For Aeromonas
aquariorum the LDs, were 3,03 x 10° CFU/ml to D. rerio, 1,56 x 102 CFU/ml to P. reticulata
and 1,16 x 10® CFU/ml to X. helleri.

The symptoms observed in infection induced by Aeromonas hydrophila and
Aeromonas aquariorum were similar for all fishes that showed abdominal cavity swelling and

hemorrhagic areas in the gills.

The in vitro analysis to bacteria antibiotic sensitivity showed that both Aeromonas

aquariorum and Aeromonas hydrophila had high sensitivity to Ciprofloxacin.

We can conclude that the optimal dose of the MS-222 anesthetic is species

dependent and only the dose of 125 mg/l is able to effectively anesthetize the Danio rerio,

Vi



ABSTRACT

Poecilia reticulata and Xiphophorus helleri. All this species were more sensitive to
Aeromonas hydrophila when compared with Aeromonas aquariorum. Ciprofloxacin can be a
good therapeutic strategy for infections caused by both bacteria, mainly because it was not
possible to observe differences in symptomatology induced by Aeromonas hydrophila and

Aeromonas aquariorum .

Keywords: Aeromonas hydrophila; Aeromonas aquariorum; Ornamental fish; Bacterial

diseases; Experimental infection; MS-222
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INTRODUCAO

INTRODUCAO

A aquariofilia € um dos passatempos mais populares, tendo milhdes de adeptos em
todo o mundo (Livengood et. al, 2007), sendo considerada como o segundo hobby mais
popular a nivel mundial e o primeiro na categoria de animais de estimacéo (Oliver, 2001). Os
primeiros registos da manutencao e cultura de peixes, com objectivos ornamentais, datam
da antiga civilizacdo egipcia, como objectos de relaxamento da mente. No entanto, a
Aquariofilia como passatempo nasceu na realidade durante o século XIX, quando surgiu e
foi desenvolvido o conceito de um aquario equilibrado, com plantas aquéticas e peixes. A
Aquariofilia continuou a progredir e os aquarios primitivos, tanques com peixes colhidos
localmente em rios ou lagos, foram dando lugar a aquarios comunitarios, ostentando
espécies exdticas de todo o mundo. Em pouco tempo este hobby converteu-se num desafio,
ndo s6 a imaginacao do publico, como também a dos admiradores que se interessaram por
manter aquarios cada vez mais desafiantes (Pelicice & Agostinho, 2005). Por outro lado, a
educacdo ambiental associada a grande aquarios publicos ou privados, bem como a
consciencializagdo de que algumas espécies sdo mais valiosas enquanto ornamentais do
que como fonte de alimento, foram factores decisivos para o forte desenvolvimento do

mercado associado aos peixes ornamentais.

Hoje em dia a producgdo de peixes ornamentais € uma parcela muito importante na
indastria da aquacultura (Tlusty, 2002), gerando a comercializa¢do de cerca de 350 milhdes
de peixes por ano, o que corresponde entre 800 milhdes a 30 Bilides de Dolares US, onde

cerca de 80 a 90% séo espécies ornamentais de agua doce (Helfman et al., 2009).

1.1 Caracterizacdo das Espécies em Estudo

Danio rerio (Hamilton, 1822)

O Danio rerio, conhecido como peixe zebra, pertencente a familia dos ciprinideos,
ocorre naturalmente na india, Bangladesh, Nepal, Myanmar e Paquistdo, numa grande
variedade de habitats incluindo rios, canais de irrigagdo de campos de arroz e em lagoas
(Daniels, 2002; Bhat, 2003).

Sao peixes oviparos, espalhadores de ovos demersais, sem cuidados parentais.

Exemplares desta espécie podem chegar aos 3,8 cm (Lawrence et al., 2007), nao
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apresentando dimorfismo sexual, apenas em exemplares adultos e em fase de reproducéo,
€ por vezes possivel fazer a distincdo entre machos e fémeas, por estas apresentarem o

abddmen mais alargado.
Taxonomia
Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Gnathostomata
Classe: Actinopterygii
Infraclasse: Teleostei
Ordem: Cypriniformes
Familia: Cyprinidae
Género: Danio
Espécie: Danio rerio

S&o0 uma das espécies ornamentais preferidas pelos aquariofilistas, sendo mantidos
em aquarios comunitarios. Mas é na ciéncia que nas ultimas décadas esta espécie ganhou
especial importancia, devido ao seu tamanho reduzido, rapido desenvolvimento, tempos de
geracdo rapidos e semelhancas genéticas com humanos (Lamason et al., 2005). O Danio
rerio é utilizado como modelo vertebrado em estudos biomédicos, genéticos, de
desenvolvimento, toxicidade e também para testar novas terapéuticas farmacologicas
(Fishman, 2001; Sumanas & Lin, 2004).

As espécies Poecilia reticulata e Xiphophorus helleri, sdo comummente conhecidas
como Guppies e Espadas, respectivamente. Estas sdo espécies de peixes ornamentais de
agua doce pertences a familia Poecilidae, da qual fazem parte algumas das espécies
ornamentais mais populares do mundo. S&o seres viviparos, isto €, a fertilizacdo ocorre no
interior do corpo da fémea, onde o embrido é mantido até a eclosao, e didicos. Apresentam

dimorfismo sexual e o macho possui uma modificagdo na barbatana anal, designada por

2
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z

gonopddio. Este 6rgdo é usado durante o processo de acasalamento para transferir o
esperma para a fémea de modo a ocorrer a fecundacdo. Esta caracteristica distingue esta

familia da maioria das restantes familias de peixes.
Poecilia reticulata (Peters, 1854)
Taxonomia
Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Gnathostomata
Classe: Actinopterygii
Infraclasse: Teleostei
Ordem: Ciprinodontiformes
Familia: Poeciliidae
Género: Poecilia
Espécie: Poecilia reticulata

Os Guppies possuem uma coloracdo bastante diversificada, com variados padrées
de cores adquiridas devido a processos de seleccdo natural (Endler, 1980). Apresentam
dimorfismo sexual, sendo os machos mais coloridos e com barbatana caudal maior do que
as fémeas. As fémeas podem atingir 6,5 cm de comprimento (Reis et al., 2003), enquanto 0s
machos tem um comprimento médio de 2,8 cm, podendo chegar aos 3,5 cm. Os machos

atingem a maturacéo aos 2 meses e as fémeas aos 3 meses de idade (Reznick et al., 2001).

E uma espécie nativa de zonas de agua doce e salobra do continente Americano,
desde os Estados Unidos até a Argentina (Reis et al., 2003), estando presente em lagos,
rios, nascentes de agua quente e estuarinas com pH entre 7.0 e 8.0. Estes locais podem ser
zonas com condi¢des de agua turva ou agua translicida, podendo estar localizados desde o

nivel do mar a grandes eleva¢cdes montanhosas. Necessitam de dgua a uma temperatura
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entre 23 e 28T, tendo uma temperatura maxima letal de 32TC, ja que a partir desta
temperatura regista-se a degeneracdo das gonadas nas fémeas, assim como a
masculinizacdo dos sobreviventes, surgindo uma grande mortalidade (Dzikowski et al.,
2001). O seu ciclo reprodutivo € influenciado pela temperatura da agua, sendo a
temperatura 6ptima entre 25-27<C, ocorrendo neste intervalo mais desovas num menor

periodo de tempo.

Os Guppies séo considerados omnivoros (Sakano & lguchi, 2009), no ambiente

natural o alimento preferencial séo larvas de insectos presentes na coluna de 4gua.
Xiphophorus helleri (Heckel, 1848)
Taxonomia
Dominio: Eukarya
Reino: Animalia
Filo: Chordata
Subfilo: Vertebrata
Superclasse: Gnathostomata
Classe: Actinopterygii
Infraclasse: Teleostei
Ordem: Ciprinodontiformes
Familia: Poecilidae
Género: Xiphiphorus
Espécie: Xiphophorus helleri

Os espadas para além do gonopddio possuem outra diferenca morfolégica entre
sexos, o0 alongamento da parte inferior do raio da barbatana caudal de machos maturos,
sendo esta a diferenca que deu origem ao nome comum desta espécie (Tamaru et al., 2001;
Yang & Tiersch, 2009).
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As fémeas podem atingir cerca de 16 cm, enquanto que os machos, normalmente
mais pequenos e mais coloridos, podem atingir 14 cm. A maturidade sexual ocorre entre a
décima e a décima segunda semana, apresentando tamanhos entre 25 e 30 mm. A area de
distribuicdo geogréfica estende-se a partir do Norte do México até as partes centrais da
América Central, Guatemala e Honduras (Tamaru et al, 2001). Necessitam de agua a uma

temperatura entre 22 e 28T, com pH entre 7 a 8 (Wischnath, 1993).

1.2 Agentes patogénicos no aquario

Os agentes patogénicos de peixes sdo geralmente habitantes naturais do ambiente
aquatico, sendo que muitos destes agentes patogénicos ocorrem independentemente dos
peixes ou, ainda que associados ao hospedeiro, hdo sdo capazes de provocar episddios de
doenca (Bernoth & Crane, 1995; Lewbart, 2001).

Um episddio de doenca surge geralmente devido a uma conjugacdo de factores
entre 0 ambiente aquatico, o hospedeiro e 0 agente patogénico. Num estado de equilibrio, o
agente patogénico ndo consegue provocar um episodio patolégico. No entanto, alteracbes
ambientais negativas provocam geralmente alteracdes fisioldgicas, comummente
denominadas por situagbes de stress (Bernoth & Crane, 1995; Wildgoose, 2001). Nestas
condi¢cdes o sistema imunitario do peixe fica debilitado, permitindo uma proliferacdo do
agente patogénico, desenvolvendo-se assim a patologia. Na realidade, os peixes sdo
susceptiveis aos mesmos agentes patogénicos que afectam os animais de sangue quente,

incluindo virus, fungos, parasitas e bactérias (Noga, 2000).

Os virus sé@o patogénicos importantes nos ambientes aquéticos, no entanto devido a
grande diversidade de espécies de peixes e as técnicas especializadas requeridas para a
deteccdo e identificagdo deste grupo de agentes patogénicos, a maioria dos virus que

afectam os peixes ndo estédo descritos (Buck, 2001; Palmero & Weber, 2010).

As infec¢Bes fungicas em peixes estdo frequentemente relacionadas com membros
da familia Saprolegniaceae, classe Oomycetes. As patologias associadas a fungos sao
geralmente secundarias, aparecendo devido a mas condi¢cdes de estabulacdo, nutricdo
deficiente, lesdes fisicas e doencas parasitarias ou bacterianas (Khoo, 2000; Hilliman
2001). Geralmente afectam os peixes ao nivel da pele, barbatanas e branquias, sendo esta
patologia na maioria dos casos de facil deteccdo, tratamento e irradicacéo (Bassleer, 2001).
Também nos peixes ornamentais estas patologias sao frequentemente encontradas, no

entanto, tal como referido anteriormente, o tratamento €&, normalmente, facil, se houver
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cuidado na escolha do tratamento (Harms, 1996). Apesar de tudo, muitas vezes ocorre
insucesso no tratamento de infeccbes parasitarias, que esta relacionado com o
aparecimento de infec¢cBes secundarias nao detectadas, nomeadamente infeccBes

bacterianas.

As infec¢Bes bacterianas sdo das patologias mais comuns em peixes ornamentais,
podendo ser causadas por patogénicos primarios ou secundarios do tipo oportunista. Na
maioria dos casos as infec¢gbes bacterianas sdo provocadas por espécies Gram negativas,
especialmente bactérias dos géneros Aeromonas, Citrobacter, Edwardsiella, Flavobacterium

(Flexibacter), Mycobacterium, Pseudomonas e Vibrio (Lewbart, 2001).

As bactérias, sdo capazes de viver de forma independente do hospedeiro, estando
naturalmente presentes no ambiente aquatico. Deste modo, 0s peixes estdo em constante
interac¢cdo com uma ampla gama de microrganismos patogénicos e ndo patogeénicos. Tal
situagdo permitiu o desenvolvimento de mecanismos de defesa complexos que permitem

contribuir para a manutengdo do seu estado sanitario (Subramanian et al., 2007).

O género Aeromonas é um dos principais grupos que afectam uma grande variedade
de peixes ornamentais de &gua doce e ocasionalmente espécies de &agua salgada
(Martinez-Murcia et al., 2008). Também por esta razdo, estes microrganismos tém sofrido

particular atencéo pela comunidade cientifica e serdo alvo de estudo neste trabalho.

1.2.1 Género Aeromonas spp.

Aeromonas sao microrganismos classificados no dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Gamaproteobacteria, ordem Aeromonadales, familia
Aeromonadaceae e género Aeromonas (Prescott, 2002). Os membros deste género
encontram-se numa diversidade de habitats, incluindo ambiente terrestre e aquético, tendo
emergido como importantes patogénicos em aquaculturas, bem como em humanos, sendo a
agua e os animais uma fonte potencial para a transmissdo de Aeromonas spp. para
humanos (Vivekanandhan et al., 2002; Daskalov, 2006; Sierra et al., 2010).

A primeira vez que Aeromonas foram consideradas como agente patogénico de
humanos foi em 1954, apds serem isoladas do sangue, pulmdes, figado, baco, urina, liquido
cefalorraquidiano e musculo estriado de uma mulher imunodeprimida (Parker & Shaw,
2011). Desde entdo, inimeros tém sido os casos relatados de infeccbes em humanos

causadas por bactérias do género Aeromonas. A infeccdo esta associada a doencas
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gastrointestinais, nomeadamente em criancas, idosos e popula¢gdes imunodeprimidas, que

sofrem de doencgas como o cancro e a diabetes (Radu et al., 2003).

Actualmente existem cerca de 20 espécies de Aeromonas descritas: Aeromonas
hydrophila, Aeromonas bestiarum, Aeromonas salmonicida, Aeromonas caviae (sinébnimo de
Aeromonas punctata), Aeromonas media, Aeromonas eucrenophila, Aeromona sobria,
Aeromonas veronii (sinbnimo de Aeromonas sichthiosmia e Aeromonas sculicicola),
Aeromonas jandaei, Aeromonas schubertii, Aeromonas trota (sinbnimo de Aeromonas
enteropelogenes), Aeromonas allosaccharophila, Aeromonas encheleia, Aeromonas popoffii,
Aeromonas simiae, Aeromonas molluscorum, Aeromonas bivalvium, Aeromonas
aquariorum, Aeromonas tecta e Aeromonas piscicola (Beaz-Hidalgo et al., 2009). Sendo que
as ultimas trés foram descobertas apenas durante os ultimos 3 anos, a A. aquariorum em
2008 (Martinez-Murcia et al., 2008), a A. tecta em 2008 (Demarta et al., 2008) e a A.
piscicola em 2009 (Beaz-Hidalgo et al., 2009). As espécies A. hydrophila, A. veronii, A.
sobria, A. jandaei, A. schubertii e A. caviae sdo as principais espécies responsaveis pela
infeccdo em humanos, correspondendo a cerca de 85% das bactérias isoladas em pacientes

infectados por espécies do género Aeromonas (Sen & Rodgers, 2004).

No que diz respeito a aquacultura o género Aeromonas é responsavel por patologias
como septicemia hemorragica generalizada, apodrecimento das barbatanas, hidropisia

abdominal e Ulceras cutaneas (Jacobs & Chenia., 2007; Abolghait et al., 2010).

1.2.2 Aeromonas hydrophila e Aeromonas aquariorum

A Aeromonas hydrophila € uma enterobactéria Gram-negativa, movel, oportunista,
sendo um bacilo amplamente distribuido nos ambientes aquéticos. Esta bactéria tem uma
importancia socioeconémica, devido a sua elevada patogenicidade para humanos e animais

aquaticos, incluindo os peixes (Harikrishnan et al., 2010)

No caso do Homem, existem imensos casos de incidéncia destas bactérias, sendo
encontradas sobretudo no tracto digestivo provocando diarreias e gastroenterites (Altwegg
et al., 1999; Pitarangsi et al., 1981). Podem ser também encontradas em queimaduras de
pacientes que tiveram em contacto com aguas néo tratadas (WHO, 2008) e em dermatites

agudas e cronicas (Noga, 2000).

Nos peixes, a Aeromonas hydrophila, pode infectar muitas espécies de aquacultura
de agua doce e salobra, sendo a espécie dentro do género com maior ocorréncia, sobretudo

em animais de agua doce (Palmeiro, 2010). E caracterizada por provocar varias patologias
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nos peixes, como deterioracdo de barbatanas e escamas e septicemias hemorragicas. A
septicemia hemorragica € caracterizada pela presenca de pequenas lesGes a superficie,
hemorragias locais, especialmente nas branquias, Ulceras, abcessos, e distensédo
abdominal. Internamente os peixes podem acumular liquido ascitico (Harikrishnan et al.,
2010), ter anemia e danos nos 06rgaos internos, especialmente no figado e rim. Nalguns

casos de paralisia em peixes, a infeccéo, atinge a espinal medula (Ferguson, 2006).

A espécie Aeromonas aquariorum foi descrita, pela primeira vez por Martinez-Murcia
et al., (2008) em 2008, durante a pesquisa de espécies do género de Aeromonas na agua e
na pele de peixes ornamentais importados para Portugal. Figueras e colaboradores (2009),
descreveu a importancia da A. aquariorum a nivel de infec¢des clinicas extra-intestinais.
Esta espécie possui uma grande viruléncia tendo um papel importante no desenvolvimento

de uma infeccéo.

Embora esta espécie tenha sido isolada em peixes ornamentais de agua doce, ndo
existem até a data dados sobre a viruléncia, sintomatologia e as possiveis espécies de

peixes ornamentais susceptiveis a esta bactéria.

As bactérias A. hydrophila e A. aquariorum séo duas espécies com mobilidade e que
apresentam bastantes semelhancas bioquimicas. A. aquariorum é uma espécie que difere
da A. hydrophila pelo facto de n&o utilizar o L-Lactato (Martinez-Murcia et al., 2008). E com

base neste teste que a diferenciacéo bioquimica entre ambas as espécies pode ser feita.

1.3 Agentes terapéuticos contra bactérias patogénicas

Durante largos anos a indastria da aquacultura utilizou antibiéticos de largo espectro
para prevenir e combater as doencas causadas por bactérias. Esta pratica ambientalmente
insustentavel induziu a resisténcia em bactérias pelo processo de bioacumulagdo associado.

Tal prética tem sido uma preocupacao a nivel mundial (Kimmerer, 2009).

Nos ultimos anos procurou-se restringir o uso de antibiéticos de largo espectro,
promovendo praticas preventivas na aquacultura, de modo a minimizar os danos causados
no ambiente. Uma das estratégias tem passado pelo desenvolvimento de praticas de
profilaxia, como uso de probioticos, vacinas e imunoestimulantes, para diminuir o risco de
aparecimento de patologias (Chiu et al., 2010; Balcazar et al., 2006). No entanto, no que diz
respeito & aquacultura de peixes ornamentais ainda se sabe muito pouco relativamente a
utilizacdo de antibidticos, bem como a utilizacdo de metodologias profilaticas, continuando a

usar-se produtos de largo espectro como prevencao e tratamento de patologias.
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1.4 Anestesia e bem estar animal

De acordo com a recomendacdo da Comisséo Europeia n.° 2007/526/CE, relativa as
directrizes sobre o alojamento e os cuidados a prestar aos animais utilizados para fins
experimentais e cientificos, os peixes devem ser retirados com uma rede do compartimento
normal e anestesiados hum compartimento mais pequeno antes da manipulagéo. Os peixes
devem ser mantidos sob o efeito da anestesia durante um periodo de tempo tdo curto

gquanto possivel e ser colocados em agua limpa arejada para a recuperacao.

A manipulacdo dos peixes € geralmente um factor de stress para estes animais.
Desta forma a utilizacdo de um anestésico diminui o stress causado no peixe, diminuindo o

risco de aparecimento de patologias, aumentando de igual modo o bem-estar animal.

Apesar da comercializacdo de milhares de espécies diferentes, de todas as formas e
tamanhos, é surpreendente a pouca informacao cientifica existente sobre o bem-estar, bem

como das préticas veterinarias em peixes ornamentais (Saxby et al., 2010)

S&o varios os anestésicos utilizados em peixes (Hamackova et al., 2004). A eficacia
depende do anestésico e para um mesmo anestésico a dose varia entre espécies. Peixes
com diferentes idades, tamanhos e sexo podem responder de forma diferente a uma mesma
concentracao de anestésico. A eficacia da dosagem de anestésico pode igualmente variar
com factores ambientais como pH, salinidade, oxigénio dissolvido e temperatura (Zahl et al.,
2009).

Uma vez que a dose de anestésico varia de espécie para espécie é conveniente
estabelecer dosagens efectivas de um anestésico para cada espécie de peixe (King et al.,
2005). No que diz respeito a espécies ornamentais de 4gua doce ndo existe informacéo
bibliografica sobre doses de anestésico recomendadas. Por tudo isto é fundamental
aumentar o conhecimento nesta area do saber, bem como definir doses de anestésico para
a utilizacdo e manipulacdo dos animais ornamentais. Este foi também um dos objectivos

deste nosso estudo.
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2 OBJECTIVOS

2.1 Objectivo geral

A aquariofilia ornamental € um dos principais passatempos, tendo milhfes de
praticantes em todo mundo, no entanto existem alguns agentes patogénicos, que podem,
para além de causar mortalidade e danos aos habitantes do aquario, serem vectores de

infeccdo de doencas zoondticas.

Desta forma o objectivo deste trabalho foi comparar a sensibilidade de trés das
principais espécies de peixes ornamentais de agua doce, Danio rerio, Poecilia reticulata e
Xiphophorus helleri, em duas bactérias potencialmente zoondticas para o0 Homem, a

Aeromonas hydprophila e a Aeromonas aquariorum.

2.2 Objectivos especificos

De modo a cumprir o objectivo deste estudo foi necesséario realizar varias

experiéncias ligadas a objectivos especificos:

1. Determinacdo da dose ideal do anestésico MS-222 para as trés espécies de

peixes ornamentais estudadas;

2. Determinacao da relagdo das unidades formadoras de colonias vs densidade

Optica para as bactérias em estudo;

3. Determinacgéo da dose letal capaz de matar 50 % dos peixes (LDs,) para cada

uma das bactérias nas trés espécies de peixes em estudo;

4. Determinacdo in vitro da eficacia de agentes terapéuticos para a A. hydrophila

e A. aquariorum.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Organismos Biologicos

Ao longo deste ensaio experimental foram utilizados cerca de 300 Danio rerio (0,47 +
0,05g), 300 Poecilia reticulata (0,72 + 0,07g). e 300 Xiphophorus helleri (1,34 + 0,33). Os
peixes foram obtidos por reproducdo no laboratério de Aquacultura Ornamental da Escola

Superior de Turismo e Techologia do Mar de Peniche.

As culturas puras das duas bactérias do género de Aeromonas, Aeromonas
hydrophila subsp. hydrophila (DSM 30016) e Aeromonas aquariorum (DSM 18362) foram
adquiridas ao banco Alemao de microrganismos e células (DSMZ), e ap06s hidratagéo, de
acordo com as instrucdes do produto foram criopreservadas com glicerol em aliquotas a -80

°C (Thermo, Electron Corporation).

3.2 Determinacéo da dose ideal de anestésico

Para a determinacdo da dose ideal de anestésico nas trés espécies em estudo foi
usado o0 agente anestésico MS-222 (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA).

As doses de anestésico foram preparadas imediatamente antes do ensaio
experimental. O MS-222 foi adicionado directamente aos tanques a diferentes
concentracdes (75, 100, 125, 150, 200 e 250 mg/l). Apés a dissolucdo do anestésico na
agua do tanque, o pH foi medido e sempre que necessario foi adicionado bicarbonato de
sédio de forma a aumentar o pH para valores préximos de 7.0. Considerou-se como dose
ideal de anestésico a dose que provoca o plano 4 de anestesia num peixe em menos de 180
segundos, recuperagcdo em menos de 300 segundos e 100% de sobrevivéncia apds longa
exposicado ao anestésico (30 minutos) (Treves-Brown, 2000; Pawar, 2011). O plano 4 de
anestesia corresponde a total perda de equilibrio, com batimentos operculares rédpidos mas
regulares e reaccao apenas a estimulos muito fortes. O tempo de recuperagédo é o tempo
que um peixe anestesiado leva a recuperar o equilibrio total a partir do momento que é

colocado num tanque sem agente anestésico (Treves-Brown, 2000).

Para cada espécie foram utilizados oito peixes por concentracao. Quatro dos peixes

foram colocados individualmente na solugdo com anestésico até um periodo maximo de 180
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segundos. Para cada peixe avaliou-se o equilibrio, a reaccdo a estimulos, a mobilidade, o
movimento opercular e sempre que um peixe atingiu o plano de anestesia 4 foi registado o
tempo. Posteriormente os peixes foram colocados hum tanque similar, mas sem anestésico
com arejamento forte, registando-se o tempo que o individuo demorou a recuperar da
anestesia. Os 4 peixes restantes permaneceram durante 30 minutos na solugdo
anestesiante, sendo depois retirados e colocados num tanque sem anestésico com
arejamento forte, para avaliacdo da taxa de mortalidade quando sujeitos a longa exposicao

a dose de anestesia.

3.3 Relacéo das unidades formadoras de colonias vs densidade Optica

para A. hydrophila e A. aquariorum

As culturas de bactérias A. hydrophila e A. aquariorum criopreservadas foram
inoculadas em meio Trytic Soya Agar (TSA), por espalhamento (100 pl). As placas foram
posteriormente incubadas em estufa a 25°C durante 24 horas. Apés o periodo de incubacdo
de cada uma das culturas de bactérias foi recolhida uma porcao de cultura, que foi colocada
em tampdo fosfato (PBS) de modo a preparara solu¢cdo “mée” de cada uma das bactérias. A
partir desta soluc&o foram executadas em triplicado diluicbes decimais, e de cada uma delas
recolhidos 100 pl para placas com TSA, efectuando-se o espalhamento. Estas foram
posteriormente incubadas a 25°C, para obtencdo do numero de unidades formadoras de
colonias (UFC/ml). Simultaneamente foi feita a medicdo em triplicado da densidade éptica a
600 nm (Helyus alpha, Thermo), obtendo-se assim a relacdo entre a densidade Optica e as
UFC (Madigan et al., 2004).

3.4 Determinacéo da dose de LD 5q para cada uma das bactérias

Para a determinacdo da dose letal de A. hydrophila e A. aquariorum cada uma das
trés espécies de peixe em estudo foi submetida a infeccdo com diluicdes decimais de cada
uma das bactérias (5,0 x 10° a 5,0 x 10* UFC/ml), através de injeccao intraperitoneal de 100

pl de bactéria ou 100 pl de PBS no grupo de controlo.

Cada uma das bactérias utilizadas foi recuperada apds injeccao intraperitoneal em
exemplares de D. rerio, de forma a proceder a activacdo bioldégica das mesmas. As
bactérias recuperadas dos peixes foram devidamente identificadas através de testes

bioguimicos, de forma a confirmar que a bactéria recuperada era a bactéria da infeccao.
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Apbés a recuperacdo, as culturas de bactérias foram incubadas a 25°C durante 24 horas.
Posteriormente, de cada uma das culturas foi recolhida uma porcéo de cultura e colocada
em PBS, sendo feita a leitura espectrofotometricamente para obtencdo do numero de
UFC/ml. Sendo acertado as UFC/ml de cada uma das colénias para 5,0*10° UFC/ml para
cada uma das bactérias. As restantes diluicbes foram realizadas a partir da suspensao

anterior.

A injeccao intraperitoneal foi realizada com uma seringa estéril de 1 ml (TERUMO;
modelo MYJECTOR), individualmente, com o peixe devidamente anestesiado com a dose
de MS-222 ideal para cada uma das espécies. Apoés a injeccdo os peixes foram colocados a

recuperar no respectivo tanque de ensaio.

Para cada espécie de peixe/bactéria/diluicdo foram utilizados 6 individuos com 3
réplicas.

A mortalidade foi registada as 12, 24 e 48 horas ap0s a infec¢do. Neste periodo os
peixes mortos foram recolhidos e sujeitos a analise microbioldgica através do inoculo de
figado e baco de cada um dos peixes em placas de TSA, incubadas a 25°C durante 24

horas. As bactérias recuperadas foram isoladas e identificadas com testes bioquimicos.

3.5 Identificagdo bioquimica de A. hydrophila e A. aquariorum

Para efectuar a identificagdo das colonias isoladas foram utilizadas as tabelas de
identificacdo descritas por Buller (2004) até a identificacdo do género. Para diferenciacéo
das espécies do género Aeromonas, foram utilizados os dados de Martinez-Murcia e
colaboradores (2008). Deste modo foram utilizados o0s seguintes testes bioquimicos de
identificacdo: Teste de Gram, morfologia, oxidase, mobilidade, oxidag&o/fermentacéo,
crescimento em placa de TSA em 24 horas, sensibilidade a 0/129, sensibilidade a
Novobiocina, requerimento de sal, gas da glicose, pigmento castanho, lisina descarboxilase,
ornitina descarboxilase, acido L-arabinose, acido D-Manitol, acido sorbitol, acido sacarose e

utilizacdo de L-lactato.

3.6 Determinacdo in vitro da eficacia de agentes terapéuticos , para A.

hydrophila e A. aquariorum

A determinacédo da eficacia de agentes terapéuticos, para as espécies de bactérias em

estudo, foi determinada in vitro pelo método de difusdo em disco (antibiogramas) descrito
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por Vandepitte e colaboradores (2003). Para tal realizou-se um espalhamento de cada uma
das bactérias com o auxilio de uma zaragatoa estéril numa placa com meio Muller-Hinton.
Os discos comerciais (Oxoid, Cambridge, Reino) contendo os antibiéticos Flumequina (30
Mg/disco), Norfloxacina (10 ug/disco), Cloranfenicol (30 pg/disco), Ciprofloxacina (5
Mg/disco), Gentamicina (30 pg/disco), Ceftazidima (30 pg/disco), Amoxicilina (25 ug/disco),
Ampicilina (10 pg/disco), foram transferidos com o auxilio de uma pinga estéril para as

placas previamente semeadas

As placas foram incubadas a 25 °C durante 24 horas, procedendo-se no final da
incubacdo a medicao dos halos de inibicdo correspondentes a cada disco. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicado.

3.7 Analise estatistica

As regressoes lineares foram usadas para estabelecer a comparagcdo entre as doses
de MS-222 (mg/L) e os tempos de anestesia e recuperacdo. A comparacdo dos valores da
variacdo do tempo de anestesia e de recuperacdo e dos valores de LDsg, entre as diferentes
espécies de peixes foram comparados através do teste de t-student. A comparacdo da
actividade bacteriana foi feita através do teste “one-way ANOVA”, seguido do teste de
comparagdes multiplas Newman-Keuls. As diferengas estatisticamente significativas, foram
avaliadas ao nivel de 5.00%, representadas por p <0,05. Todos os resultados foram
processados e analisados com o software estatistico Graph Pad Prism 5 (San Diego,
California, U.S.A).
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacao da dose ideal de anestésico

O ensaio de anestesia realizado teve como objectivo determinar as doses ideais de
anestésico MS-222 mg/L, capazes de induzir o plano de anestesia 4 nas trés espécies de
peixes ornamentais de agua doce. Tal como foi referido anteriormente a dose ideal de
anestesia foi considerada a dose que provoca o estadio de anestesia pretendido em menos
de 180 segundos, um tempo de recuperacdo inferior a 300 segundos, e sobrevivéncia a
exposicao de longa duracéo (30 minutos). Em todas as espécies houve doses de anestésico
incapazes de provocar o plano 4 de anestesia em menos de 180 segundos e doses que

provocaram mortalidade apés exposi¢éo de longa duragéo.

Os tempos de anestesia e recuperagado, obtidos para cada espécie de acordo com as
concentracdes de anestésico, bem como a mortalidade registada, encontram-se
representados na figura 1. E faciimente observavel que a espécie D. rerio foi a que
apresentou maior sensibilidade ao MS-222, necessitando de uma menor concentracdo de
MS-222 (75 mg/L) para obter o estado de anestesia, segundo os critérios pré-definidos de
uma boa dose de anestesia, sendo também a que apresenta mortalidade por longa
exposicdo a uma concentracdo mais baixa (> 150 mg/L). A espécie P. reticulata foi a que
apresentou uma maior resisténcia ao anestésico, necessitando de uma dose minima de 125
mg/L, para se obter uma dose ideal de anestesia, tal como a espécie X. helleri. No entanto,
esta Ultima apresenta mortalidade por sobreexposicéo a partir dos 200 mg/L, enquanto que

a espécie P. reticulata, apenas apresenta mortalidade a partir da concentracdo 250 mg/L.
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Figura 1 - Tempo médio de anestesia e recuperacao (s) obtido nas diferentes doses de MS-222 para
as espécies Danio rerio (A), Poecilia reticulata (B) e Xiphophorus helleri (C). Os valores
correspondem a média + Erro padrdo da média (SEM) (n=4).
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Por forma a avaliar a dependéncia do tempo de anestesia e de recuperacdo em
funcdo da concentracdo de MS-222 foram elaboradas regressoes lineares para todas as
espécies. Da andlise destes gréaficos (resultados ndo apresentados) foi possivel retirar as
varias equacdes para a relacdo do tempo de anestesia com a concentracdo de MS-222 até
ser atingido o plano 4 de anestesia: D. rerio - Y= -0,3550x+109,1 (R?*=0,764): P. reticulata -
Y= -0,986x+294,8 (R2=0,831); X. helleri - Y= -0,555x+189,4 (R2=O,73). Paras a relacdo dos
tempos de recuperacdo e a concentracdo de anestésico, as equacgdes obtidas foram: D.
rerio - Y= 0,0782x+36,43 (R?*=0,973); P. reticulata - Y= 0,319x-0,191 (R?=0,861); X. helleri -

= -0,371x+171,3 (R®=0,995). A variacdo dos referidos tempos, de recuperacdo e de
anestesia, com a concentracdo de anestésico encontra-se esquematizada na tabela I. E
possivel verificar que os tempos de anestesia diminuem em fun¢do do aumento da dose de
anestésico para todas as espécies. Este efeito foi mais acentuado para espécie P. reticulata
quando comparada com as outras espécies. Nesta espécie por cada mg/L de MS-222
adicionada implica uma reducdo do tempo de anestesia de, aproximadamente, 1 segundo.
Entre as espécies D. rerio e X. helleri ndo existem diferencas. Os tempos de recuperacéo
tendem a aumentar para D. rerio e P. reticulata em funcdo da concentracdo.
Contrariamente, para a espécie X. helleri verifica-se uma diminuicdo do tempo de
recuperacdo com O aumento da concentracdo de MS-222. A variacdo do tempo de

recuperacao revelou diferencas entre todas as espécies.

Tabela | - Valores da variacdo do tempo de anestesia e de recuperacdo (s) obtidos em
funcdo da concentracdo de anestésico MS-222 nas trés espécies em estudo. Os valores
correspondem média + Erro padrdo da média (SEM)

Espécie A do tempo de anestesia (S)/|A do tempo de recuperacdo
P mg.| de MS-222 (s)/ mg.| de MS-222

Danio rerio -0.3550 + 0.09867 0.07824 + 0.006546

Poecilia -0.9859 + 0.3145 0.3190 + 0.09059

reticulata

i}((lerl)lgcr)iphorus -0.5554 + 0.2387 -0.3705 + 0.01754

Assim as doses 6ptimas de MS-222 para provocar o estado 4 de anestesia segundo
os critérios pré-definidos, para cada uma das espécies foram, 75, 100 e 125mg/L para D.
rerio, 125, 150 e 200 mg/L para P. reticulata e 125 e 150 mg/L para a espécie X. helleri.
Para as trés espécies, 125 mg/L é a Unica concentracdo ideal que pode ser usada numa

anestesia conjunta destas espécies.
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4.2 Relacédo das unidades formadoras de colonias vs densidade 6ptica

para A. hydrophila e A. aquariorum

A determinacdo das curvas que relacionam densidade Optica, realizada através de
leituras espectrofotométricas a 600 nm de diluicbes decimais, com os valores de UFC/mlI
obtidos ap6s espalhamento e incubacdo em TSA de cada uma das diluicBes para as
diferentes bactérias, encontram-se representadas na figura 2. Para ambas as bactérias
existiu uma relacéo linear entre a densidade 6ptica e as UFC/ traduzidas pelas equacdes:
y=1*109x+0,018 e y=1*1010x- 0,039, para A. hydrophila e para A. aquariorum,

respectivamente.
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Figura 2 - Relagdo da densidade Optica de cada uma das bactérias a 600 nm (n=3) com o numero de
unidades formadoras de colénias (UFC/ml) (n=3). Os valores correspondem a média * Erro padrao da

média (SEM).

Os resultados obtidos mostram que a bactéria A. aquariorum tem uma densidade
celular muito superior a A. hydrophila para o mesmo valor de absorvancia. Este resultado
mostrou-se crucial, j& que se utlizassemos a escala de UCF vs densidade O&ptica
previamente definida, como é o exemplo da escala de Mc Farland, estariamos a incluir um

erro enorme nos nossos ensaios de viruléncia das referidas bactérias.
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4.3 Determinacédo do LD 5, para cada uma das bactérias nas espécies

Danio rerio, Poecilia reticulata e Xiphophorus helleri

Para determinar a dose de A. hydrophila e A. aquariorum capaz de matar 50% dos
peixes de cada uma das espécies, foi realizado um estudo prévio, onde 6 exemplares de
cada espécie foram colocados num banho com duas concentracbes de cada uma das
bactérias, 1,0 x 10" e 1,0 x 10°, durante cerca de 21 dias, ao fim do qual néo se verificou

qualquer mortalidade (resultados ndo apresentados).

Dado que a infeccdo através de banho de imersdo ndo se revelou eficaz, o ensaio de
LDs, foi realizado a partir da injeccéo intraperitoneal de 100 ul de cada uma das densidades

de bactéria.

Logo nas primeiras horas, apdés a infeccdo, comecaram a ocorrer alteracfes
comportamentais dos peixes infectados e, consequentemente, mortalidade. Em todos os
casos 0s peixes comegaram por uma diminuicdo da actividade natatéria, passando
posteriormente pela perda de equilibrio, encontrando-se no fundo ou na superficie a boiar:

Passadas algumas horas ap0s a sintomatologia descrita, 0s peixes acabaram por morrer.

A sintomatologia fisica dos peixes infectados com A. hydrophila e A. aquariorum
(figura 3) foi semelhante para as espécies D. rerio e P. reticulata. Os peixes moribundos
apresentavam inchaco da cavidade abdominal, com zonas hemorragicas nas branquias e no
caso da infeccdo de A. hydrophila, o abdomen dos peixes apresentavam hemorragias
internas de grande intensidade. Este dltimo aspecto ndo foi verificado para os peixes
infectados com A. aquariorum. No caso da espécie X. helleri, a sintomatologia néo foi tdo
evidente em relacdo as restantes espécies, apresentando em geral apenas hemorragias
branquiais. Os grupos controlo nunca apresentaram qualquer sintomatologia

comportamental ou fisica.
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Figura 3 — Sintomatologia externa ap6s a infecgdo intraperitoneal em Danio rerio (A;, A, e Ajg),
Poecilia reiculata (B;, B, e Bs) e Xiphophorus helleri (C;, C, e Cs), injectados respectivamente com
PBS (X1), Aeromonas hydrophila (X,) e Aeromonas aquariorum (Xs).

De forma a avaliar a sensibilidade de cada espécie de peixe para as bactérias em
estudo, foi tracado o perfil de dose resposta as 48 horas apos infeccdo (figura 4). Para as
duas bactérias, para todas as espécies estudadas, verificou-se um efeito depende das
UFC/mI. Esta andlise dose-resposta permitiu obter o valor de LDs, para cada espécie de
peixe vs bactéria (tabela Il). Pela andlise da tabela verifica-se que A. hydrophila necessita de
menor concentracdo de UFC/ml do que A. aquariorum para reduzir em 50% a sobrevivéncia
dos peixes em todas as espécies. Comparando os valores entre espécies, X. helleri é a
espécie mais sensivel para A. hydrophila, enquanto que, D. rerio e P. reticulata sdo as
espécie mais resistentes, necessitando de uma concentracdo superior de UFC/ml para
causar 50% da mortalidade. Para A. aquariorum ndo existem diferencas estatisticamente

significativas relativamente a sensibilidade de todas as espécies de peixe em estudo.
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia (%) para Danio rerio (A), Poecilia reticulata (B) e Xiphophorus
helleri (C) 48 horas ap6s injec¢édo intraperitoneal de diferentes UFC de A. hydrophila e A. aquariorum
. Os valores correspondem a média + Erro padrédo da média (SEM) (n=6).
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Tabela Il - Valor de LDsg (UFC/ml) com intervalo de confianca 95%, obtidos para cada uma das
espécies de peixes injectadas com A. hydrophila e A. aquariorum as 48 horas ap0s injec¢do. Os
valores correspondem a média (n=6).

A. hydrophila A. aquariorum
Dano rerio 7,870e+006 (6.746 to 7.046) | 3,027e+008 (8.401 to 8.561)
Poecilia reticulata 4,119e+006 (6.273 to 6.957) | 1,561e+008 (7.645 to 8.741)
Xiphophorus helleri | 1,103e+006 (5.717 to 6.369) | 1,160e+008 (7.700 to 8.429)

Em todas as espécies houve pelo menos uma dose de A. hydrophila que provocou a
totalidade da mortalidade as 48 horas. Pelo contrario, para a A. aquariorum nenhuma das

doses testadas foi capaz de provocar mortalidade total em todas as espécies de peixes.

A avaliacdo da mortalidade ao longo do tempo (12, 24 e 48 horas) foi registada com
o0 intuito de verificar de que forma cada uma das bactérias causa mortalidade nos peixes. Na
figura 5, verifica-se que a mortalidade em D. rerio infectado com A. hydrophila as 12 horas é
semelhante a verificada as 48h, ou seja a mortalidade parece ocorrer numa fase inicial até
as 12h. Para as restantes espécies de peixe, a mortalidade vai, de um modo geral,
aumentando ao longo do tempo, com excepc¢édo para a dosagem mais elevada de bactéria, 5
x 10%. Analisando a mortalidade ocorrida na infecgdo com A. aquariorum (figura 6), verifica-
se na espécie X. helleri uma mortalidade independente do tempo, com a mortalidade as 12
horas a ser muito semelhante a mortalidade registada as 48 horas. Para as espécies D. rerio

e P. reticulata, existe um aumento da mortalidade dependente do tempo estudado.

24



RESULTADOS

Mortalidade (%)

Mortalidade (%6)
'_\
iy (o)) (o] o
2 2 °

N
?

o
1
—

N\N\

Mortalidade (%)
H
iy (o] (o] o
? <9
N

N
@

]

\\N

o

Q
N
NZ

|_HI/
&

|/
@

\
N
)

[] 5*10° (UFC/ml)
[ 5*10° (UFC/mI)
M 5+107 (UFC/mI)
5*10% (UFC/ml)

[] 5*10% (UFC/ml)
[ 5*108 (UFC/mI)
M 5107 (UFC/mI)
5*108 (UFC/m)

(] 5%10° (UFC/mI)
[0 5*108 (UFC/mI)
M 5107 (UFC/mI)
5+108 (UFC/mI)

Figura 5 - Mortalidade (%) registada para as espécies Danio rerio (A), Poecilia reticulata (B) e
Xiphophorus helleri (C) ao longo do tempo (12, 24 e 48 horas) ap0s a infec¢do, com diferentes UFC
de A. hydrophila A). Os valores correspondem a média + Erro de trés experiéncias independentes

com 6 peixes.
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Figura 6- Mortalidade (%) registada para as espécies Danio rerio (A), Poecilia reticulata (B) e
Xiphophorus helleri (C) ao longo do tempo (12, 24 e 48 horas) ap0s a infec¢do, com diferentes UFC
de A. aquariorum A). Os valores correspondem a média * Erro de trés experiéncias independentes
com 6 peixes.
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4.4 Determinacdo in vitro da eficacia de agentes terapéuticos para A.

hydrophila e A. aquariorum

Tal como foi ja referido, a utilizacdo de agentes antibidticos especificos para cada
agente patogénico, ao invés da utilizacdo de agentes terapéuticos de largo espectro, é de
fundamental importancia. Deste modo, neste estudo foram testados, in vitro, alguns
antibioticos para perceber a sensibilidade e/ou resisténcia das bactérias A. hydrophila e A.
aquariorum aos antibiéticos Flumequina, Norfloxacina, Cloranfenicol, Ciprofloxacina,

Gentamicina, Ceftazidima, Amoxicilina e Ampicilina (figura 7).

UB 30 A oW
NOR 10 QW
5 C 30
£ CIP5 * QY
2
E CN30
< CAZ 30
Il A.aquariorum
AML 25 A.hydrophila
AMP 10

30 35 40 45 50 55 60

Halo de inibicdo (mm)

Figura 7- Avaliagcdo da capacidade antibacteriana contra A. hydrophila e A.quariorum. Os valores
correspondem a média dos triplicados *+ Erro médio padrédo (n=6). UB) Flumequina 30 pg/disco; NOR)
Norfloxacina 10 pg/disco; C) Cloranfenicol 30 pjg/disco; CIP) Ciprofloxacina 5 pg/disco; CN
Gentamicina 30 pg/disco; CAZ) Ceftazidima 30 pg/disco; AML) Amoxicilina 25 ug/disco; Ampicilina 10
pg/disco. *p<0,05 representa diferencas estatisticamente significativas entre A. hydrophila e A.
aquariorum. @ p<0,05 representa diferencas entre todos os antibiéticos e CIP 5 para A. hydrophila. #
p<0,05 representa diferencas entre CN30 e UB30 para A. hydrophila. Q p<0,05 representa diferencas
entre CN30 e todos os antibiéticos para A. aquariorum. W p<0,05 representa diferencas entre CAZ 30
e todos antibiéticos para A. aquariorum.

Tal como se pode verificar pela analise da figura 7, a Amoxicilina (25 pg/disco) e
Ampicilina (10 pg/disco) ndo apresentaram actividade inibitéria contra ambas as espécies de
bactérias. Todos os restantes antibidticos testados apresentaram inibicdo do crescimento
bacteriano. No entanto, a sensibilidade aos antibidticos Flumequia (30 pg/disco),

Norfloxacina (10 pg/disco), Cloranfenicol (30 pg/disco) e Ciprofloxacina (5 pg/disco) foi
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superior nas bactérias A. aquariorum. Por outro lado, verifica-se que o antibiético com mais
eficacia no caso da A. hydrophila € a Ciprofloxacina (5 pg/disco). No entanto, para a A.
aquariorum o0s antibidticos Flumequina (30 pg/disco), Norfloxacina (10 pg/disco),
Clorofenicol (30 pg/disco) e Ciprofloxacina (5 upg/disco) tiveram efeitos inibitdrios elevados,
mas semelhantes. O antibiético Genetamicina (30 upg/disco) foi o que apresentou menor

actividade para ambas as bactérias em estudo.
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5 DISCUSSAO E CONCLUSOES

O transporte de peixes ornamentais tem aumentado consideravelmente nos ultimos
anos, estimando-se a comercializacdo de mais de 300 milhdes de peixes por ano. Tal como
foi referido anteriormente, a grande a maioria das espécies comercializadas sao espécies de
agua doce (80-90%) (Helfman et al., 2009; Tlusty, 2002). Por esta razdo, mas também
porque tém aumentado o numero de grandes aqudrios publicos e privados e porque
algumas destas espécies sdo modelos animais utilizados em projectos de investigacdo e
desenvolvimento, é fundamental reduzir o stress associado a uma variedade de actividades,
que vao desde manipulacdes de rotina até operacdes cirargicas delicadas, garantindo o
bem-estar animal. Para que isto seja possivel a utilizacdo de anestésicos é essencial, no
entanto a aplicacdo destes agentes deve ser feita com precaucdo e em concentracfes

adequadas em funcado da espécie a anestesiar (Massee et al., 1995; Weber et al, 2009).

Uma variedade de agentes com propriedades diferentes podem ser usados para
anestesiar peixes (Hamackova et al. 2004; Zahl et al., 2009; Tsantilas et al., 2006). O MS-
222 é um dos principais agentes anestésicos usados em peixes (Velisek et al., 2011), sendo
particularmente eficaz em peixes pelo facto de ser altamente solivel e de atravessar
facilmente a membrana branquial (Hunn & Allen 1974; Treves-Brown 2000). Por tudo isto,
nos ultimos anos muita atencao tem sido dada ao uso de anestésicos em aquacultura, com
0 estabelecimento de doses Optimas para varias espécies. No entanto, ndo existem dados
sobre as doses de MS-222 recomendadas para as espécies D. rerio, P. reticulata e X.
helleri, que sdo das mais populares em aquariofilia. Neste trabalho, o MS-222 revelou-se
eficaz na anestesia das espécies ornamentais de dgua doce estudadas. No entanto, as
doses dptimas obtidas variaram entre espécies: D. rerio - 75, 100 e 125mg/L; P. reticulata -
125, 150 e 200 mg/L; X. helleri - 125 e 150 mg/L. Estes resultados revelam que a dose ideal
de anestésico varia em funcdo da espécie, facto que se encontra de acordo com 0s
resultados obtidos por outros autores (Zahl et al., 2009; King et al., 2005). Verifica-se pelos
resultados obtidos que a dose 125 mg/l pode ser utilizada nas trés espécies em estudo,
apesar destas apresentarem pesos bastante diferentes. Por outro lado, a dose de 200 mg/l
pode ser utilizada na espécie P. reticulata, apesar de provocar mortalidade elevada nas

outras espécies.

Em todas as espécies o tempo de anestesia, até atingir o plano 4, diminui com o
aumento da dose de anestésico. Esta relacdo também foi observada em trabalhos
anteriores realizados com outras espécies de peixe e com outros agentes anestésicos
(Gullian & Villanueva, 2009; Weber et al., 2009; Heo & Shin, 2010; Pawar, 2011). Por outro
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lado, a variacdo do tempo de recuperacdo com a dose de anestésico, ndo foi idéntica nas
trés espécies. Para as espécies D. rerio e P. reticulata, o tempo de recuperacdo aumenta
com o aumento da dose. Pelo contrario, has espécies X. helleri verificou-se que o tempo de
recuperacao diminui com o aumento da dose. Esta situacdo, aparentemente estranha e
contraditéria foi jA observada na anestesia de peixes 6sseos (Mylonas et al., (2005); Hseu et
al., (1998). A explicacéo para estas variagbes podem estar relacionadas, com o facto de,
com o aumento da dose de anestésico o tempo de contacto do peixe com o0 anestésico na
agua vai diminuir, havendo uma assimilacdo de MS-222 menor. Deste modo, quando o
peixe € colocado em recuperacdo, 0 anestésico é mais rapidamente eliminado da corrente
sanguinea, o que permite uma recuperacdo mais rapida (Weber et al, 2009). No entanto,
para além desta situagdo, as caracteristicas moleculares dos proprios anestésicos, bem
como as caracteristicas fisiolégicas e metabdlicas das diferentes espécies vao, certamente,
influenciar o tempo de recuperacdo apds anestesia. Por exemplo, Woody e colaboradores
(2002) e Gullian & Villanueva (2009), verificaram que o tempo de recuperacdo aumentou
com a dose de anestésico, enquanto que Mylonas e colaboradores (2005) e Hseu e
colaboradores (1998), mostraram uma diminuicdo do tempo de recuperacdo com o aumento

da dose de anestésico.

Com os resultados obtidos no nosso trabalho, confirma-se a importancia de
determinar a dose ideal de anestésico em cada uma das espécies de peixes, de forma a
garantir a saude e bem-estar animal dos espécimes utilizados em trabalhos laboratoriais,
ndo se podendo extrapolar doses de anestésico de espécie para espécie, por mais

semelhantes que estas sejam.

Neste trabalho utilizaram-se as espécies D. rerio, P. reticulata e X. helleri, por serem
trés das principais espécies utilizadas na aquariofilia ornamental de 4gua doce e Aeromonas
hydrophila e Aeromonas aquariorum, pertencentes a microfauna natural de um aquario, por

serem bactérias potencialmente zoonoéticas para o Homem.

D. rerio, P. reticulata e X. helleri, ndo demonstraram ser sensiveis a infeccao, através
de banho imersdo, para nenhuma das espécies de bactérias em estudo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Pressley e colaboradores (2005), Rodriguez e colaboradores
(2008) e Neely e colaboradores (2002), ndo tendo obtido mortalidades ao infectar zebras
adultos através de banho de imersdo de Edwardsiella tarda, A. hydrophila, Streptococus

iniae, Streptococus pyogenes.

Pelo contrério, a infeccdo intraperitoneal demonstrou que todas as espécies de peixe

em estudo séo sensiveis as bactérias testadas. Estes resultados mostram que as defesas
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naturais dos peixes desempenham um papel importante na manutencéo do estado de saude
dos peixes. Na realidade, os peixes em condicfes naturais, livres de stress possuem
mecanismos de defesa néo especificos que séo responsaveis pela primeira linha de defesa
contra agentes patogénicos, impedindo que 0s agentes patogénicos presentes ha agua os
invadam e causem patologia (Plouffe et al., 2005; Magnadottir, 2006; Rieger & Barreda,
2011).

A sintomatologia comportamental e fisica, observada no nosso trabalho apés
infeccdo, foi semelhante a descrita por outros autores em peixes infectados com A.
hydrophila, em diferentes espécies de peixes, nomeadamente em Clarias batrachus,
Rhamdia quelen e Danio rerio (Boijink & Branddo (2001); Majumdar et al., (2001); (L,
Rodriguez et al., (2008)). A deterioracdo de barbatanas e escamas e a presenca de Ulceras
cutaneas, apesar de ndo detectas neste estudo, sdo duas caracteristicas comuns em peixes
infectados naturalmente com bactérias do género Aeromonas (Abd-El-Rhman, 2009;
Harikrishnan et al., 2010; Poobalan et al., 2010). A auséncia destas sintomatologia, pode ser
explicada pelo método de infeccao utilizado, j& que uma infeccdo no meio natural a bactéria
vai-se desenvolvendo no hospedeiro gradualmente. Deste modo, a medida que a infeccdo
aumenta, aumentam os sinais clinicos de deterioracdo de tecidos. Contrariamente, as
infeccbes laboratoriais por injeccdo intraperitoneal estdo associadas a introducdo de
grandes quantidades de unidades formadoras de coldénias de uma forma instantanea,
provocando muitas vezes mortalidade, sem que ocorra o0 desenvolvimento de todas as

“marcas” sintomatologicas da infeccéo.

Apesar da sintomatologia ser fundamental para a avaliacdo e identificacdo de muitas
patologias, o facto de ndo se verificarem diferencas na sintomatologia entre os diferentes
peixes e diferentes bactérias, ndo permite, neste caso, associar uma sintomatologia

especifica entre agente patogénico e hospedeiro.

De acordo com os valores de LDs, obtidos, A. hydrophila é mais virulenta para D.
rerio, P. reticulata e X. helleri, do que A. aquariorum. Apesar de ndo existirem outros estudos
sobre a viruléncia de A,aquariorum, Figueras e colaboradores (2009), descreveram esta
nova espécie de Aeromonas como sendo potencialmente virulenta para o homem, devido a
possuir uma grande quantidade de genes virulentos. Por outro lado, ndo é surpreendente
gue a A. hydrophila tenha apresentado resultados mais nefastos para as espécies utilizadas,
ja que a sua viruléncia esti geralmente associada a producdo de toxinas extracelulares e
enzimas bastante toxicas (Allan & Stevenson, 1981). A fortalecer esta ideia, varios autores
fazem referéncia a susceptibilidade destas espécies de peixe relativamente a A. hydrophila
(Yin et al., 1995; Sasmal et al., 2004; Selvaraj et al., 2005; Musa et al, 2008; Pachanawan et
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al., 2008). No entanto, embora existam estudos relativos a patogenicidade de A. hydrophila
em peixes, a comparac¢ao dos nossos resultados com este estudos € dificil, uma vez que a
avaliacdo das mortalidades é muito distinta, indo desde a determinacéo da dose letal as 24
horas até as duas semanas (Boijink & Branddo, 21001, Pachanawan et al., 2008;
Harikrishnan et al., 2010). De um modo directo conseguimos apenas comparar 0S n0SS0S
resultados com o estudo realizado por Rodriguéz e colaboradores (2008), em que obtiveram
resultados semelhantes aos nossos para a espécie D. rerio infectada com A. hydrophila. No
referido estudo foi observada uma mortalidade as 24 horas ap0s infec¢do de cerca de 60%
e 100 % em zebras infectados com 5 x 10’ UFC/ml e 5 x 10® UFC/ml, respectivamente. No
nosso estudo, para o0 mesmo tempo, verificaram-se mortalidade de D. rerio, apds infeccéo
com A. hydrophila, de 70 e 100%, para peixes infectados com 5 x 10" e 5 x 10° UFC/ml,

respectivamente.

O periodo para ocorrer mortalidade foi distinto entre as varias espécies de peixes
estudadas. O resultado mais curioso verificou-se para as espécies D. rerio e X. helleri,
gquando injectadas com A. hydrophila A. aquariorum, respectivamente. Nestas situacdes
verificou-se uma mortalidade muito grande nas primeiras 12 horas, ndo ocorrendo
praticamente mais mortalidades nas restantes 36 horas. Tal situacdo pode estar relacionada
com uma resposta imunitaria do peixe sobre o agente patogénico, em que os individuos que
conseguem sobreviver na fase inicial da infeccdo conseguem desenvolver, ap6és o0 contacto
com o agente patogénico, mecanismos de defesas especificos que vdo combater a

infeccao.

Os valores de LDsy determinados neste estudo sdo de extrema importancia, na
realizacdo de trabalhos futuros, que permitam fazer associacdes entre agentes patogénicos
e hospedeiros, bem como entre estes e agentes terapéuticos. Este situacdo é ainda mais
relevante se atentarmos ao facto destas espécies de baterias serem potencialmente
zoonoticas para o homem. No entanto, de modo a perceber a relacdo entre a especificidade
de agente patogénico e hospedeiro, € necessério a elaboracdo de mais estudos,

nomeadamente com outras espécies de peixes ornamentais.

A ampla utilizacdo de antibitticos para tratar infec¢des bacterianas e a incorporacao
de doses preventivas destes agentes terapéuticos nas ragdes de producdo animal, resultou
num aumento global da resisténcia a antibiéticos entre as bactérias patogénicas (Petersen &
Dalsgaard, 2003; Hatha et al, 2005). Assim, a reduc¢do da utilizacdo de antibiéticos de largo
espectro e de antibidticos ineficazes ou inadequados é fundamental. A padronizacdo e

seguranca dos medicamentos utilizados na aquicultura para a protec¢cdo do meio ambiente,
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dos peixes e dos seres humanos, tém sido recentemente enfatizadas (Vaseeharan et al,
2005).

Neste estudo testou-se a susceptibilidade de oito antibiéticos comerciais, de forma a

perceber quais os farmacos mais eficazes contra A. hydrophila e A. aquariorum.

Amoxicilina e ampicilina, pertencem ao grupo das penicilinas, no entanto diferem do
antibiotico natural, Penicilina G, que ndo tem uma utilizagdo regular em aquacultura. S&o
dois antibitticos de grande uso em aquacultura, no entanto tem a sua actuagado sobretudo
em bactérias gram-positivas (Treves-Brown, 2000; Yanong, 2003). Neste estudo, estes
antibiéticos ndo apresentaram qualquer eficacia contra as A. hydrophila e A. aquariorum,
bactérias Gram negativas. Estes resultados estdo de acordo com o principal mecanismo de
accdo dos referidos antibidticos, bem como com estudos realizados por Hatha e
colaboradores (2005) e Ottaviani e colaboradores (2005), que verificaram que 100% das

estirpes do género Aeromonas sao resistentes a ampicilina e amoxicilina.

A ciprofloxacina, pertencente ao grupo das fluoroquinolonas, é amplamente utilizada
em medicina veterinaria contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (Alvarez-Lorenzo
et al.,, 2006). Neste estudo, este foi o antibiético que, in vitro, obteve maior sucesso na
inibicdo do crescimento das duas bactérias em estudo. Resultados semelhantes foram
obtidos por Akinbowale e colaboradores e Hatha e colaboradores (2005) obtendo 100% de
sensibilidade em estirpes de A. hydrophila, para a ciprofloxacina. O autor Kampfer e
colaboradores (1999), testou in vitro 69 agentes antimicrobianos, contra espécies do género

Aeromonas, onde todas as estirpes demonstraram ser sensiveis ciprofloxacina.

Neste estudo A. hydrophila apresentou menor sensibilidade relativamente a espécie
A. aquariorum, perante os antibidticos testados. Estes resultados ndo sendo conclusivos,
podem ser indicativos de uma maior resisténcia de A. hydrophila contra os antibi6ticos

estudados, resultado de uma ampla utilizagdo dos mesmos.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste estudo foram utilizadas duas bactérias que ocorrem no aquério ornamental de
agua doce e que sao potencialmente zoondticas para o homem. Por esta razdo é
fundamental perceber qual a probabilidade deste hobby se tornar um elemento perigoso
para a saude e bem-estar do seu proprietario e se o risco existir, de que forma pode ser

minimizado.

A compreensdo da interaccdo especifica entre bactéria e hospedeiro, de forma a
perceber quais as espécies de peixe que uma bactéria afecta e qual a sintomatologia que
produz, é essencial para criar métodos nao evasivos ha identificacdo e tratamento de
patologias em peixes ornamentais. Neste estudo nao foi possivel detectar nenhum tipo de
relacdo a este nivel, neste sentido sera pertinente realizar trabalhos futuros para tentar obter

algumas destas respostas.

Neste trabalho ndo foram realizadas analises histologicas aos peixes infectados, de
forma a verificar se internamente as bactérias afectam de igual modo todos os tecidos dos
peixes. Igualmente pertinente, sera perceber e se um peixe que consegue sobreviver a
patologia, fica portador ou ndo da bactéria e de que forma podera fazer a transmisséo

horizontal e/ou vertical do agente patogénico.

A utilizacdo de imunoestimulantes, probidticos e vacinas € cada vez mais uma
realidade em aquacultura, de forma a reduzir o nimero excessivo de antibiéticos utilizados,
cuja utilizagdo massiva confere resisténcia por parte dos agentes patogénicos aos agentes
terapéuticos. No entanto, em espécies ornamentais, existem poucos estudos que forne¢cam
dados para comecar a mudar o rumo da utilizacdo indevida de antibiéticos, como tal, torna-
se também pertinente a realizacdo de estudos que permitam avaliar a capacidade de alguns

compostos na substituicdo de antibidticos comerciais.
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