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RESUMO: O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar Aeromonas hydrophila, causadora de mortalidade em peixes
descrever as alteragdes histopatologicas provocadas nas branquias de machos de beta Bettas plendens. Foram utilizados dez
peixes que apresentavam caracteristica de alteragdo de comportamento como anorexia, letalidade e apatia. Amostras de agua,
muco e branquias foram inoculadas em meio de cultura Agar sangue a 25°C por 48 horas. Foi caracterizado A. hidrofila como
principal causa do surto de mortalidade. Foram observadas alteragdes histopatologicas nas branquias desde fusdo lamelar
secundaria e necrose do tecido. A. hidrophila prejudica o 6rgdo respiratério de forma irreversivel, comprometendo as trocas
gasosas levando o peixe ao dbito.

PALAVRA CHAVE: Infeccao. Histopatologia. Peixes ornamentais.

ISOLATION OF Aeromonas hydrophila IN Bettas plendens - HISTOPATHOLOGIC CHANGES IN GILLS

ABSTRACT: The objective of this study was to isolate and characterize Aeromonas hydrophila, a cause of mortality, and
to describe the histopathological changes caused in the gills of Bettas plendens. Ten fish presenting change behavior such as
anorexia, lethality and apathy were used in this study. Water, mucus and gill samples were inoculated in blood agar culture
medium at 25°C for 48 hours. Aeromonas hidrophila was characterized as the main cause of mortality outbreak. Histopatho-
logical changes were observed in the gills, from secondary lamellar fusion to tissue necrosis. A. hidrophila irreversibly harms
the respiratory organ, compromising the gaseous exchanges, which leads to the death of the fish.
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AISLAMIENTO DE Aeromonas hydrophila EN Bettas plendens - ALTERACIONES HISTOPATOLOGICAS EN
LAS BRANQUIAS

RESUMEN: El objetivo de este estudio fue aislar y caracterizar Aeromonas hydrophila, causante de mortalidad en peces, y
describir las alteraciones histopatoldgicas causadas en las branquias de machos de beta Bettas plendens. Se utilizd 10 peces
que presentaban caracteristicas de cambio de comportamiento como anorexia, mortalidad y apatia. Las muestras de agua,
moco y branquias fueron inoculadas en medio de cultivo Agar sangre a 25° C durante 48 horas. Fue caracterizado A. hidro-
fila como principal causa del surto de mortalidad. Se ha observado cambios histopatoloégicos en las branquias, desde fusion
lamelar secundaria y necrosis de los tejidos. A. hidrophila compromete el 6rgano respiratorio de forma irreversible, compro-
metiendo los cambios gaseosos y llevando los peces a la muerte.

PALABRAS CLAVE: Infeccion. Histopatologia. Peces ornamentales.

Introducao

A producdo de peixes ornamentais ¢ uma modali-
dade da aquicultura em plena expansdo nas ultimas décadas.
Nos Estados Unidos, a popularidade e os altos valores de
venda tém situado a producdo de peixes ornamentais entre
as principais fontes de renda da aquicultura. No comércio in-
ternacional de organismos aquaticos ornamentais, observa-se
aumento anual a uma taxa média de 14%, chegando a cifras
superiores a 200 milhdes de dolares por ano para as exporta-
¢oes (LIMA; BERNARDINO; PROENCA et al., 2001).

O peixe Beta, também conhecido como "peixe de
briga", pertence a subordem anabantoidei (IntegratedTaxono-
micInformation System — I TIS, 2006). E originario da Asia,
sendo seu habitat natural as regides alagadicas com aguas
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estagnadas e pobres em oxigénio, como brejos, pantanos ¢
campos de plantagdo de arroz. Atualmente, no Brasil, além
do aquarismo convencional, essa espécie tem sido utilizada
como controle bioldgico de mosquitos, como os das espécies
Aedes aegypti no Ceard, ¢ o da Culex quinque fasciatus em
Pernambuco (PAMPLONA; LIMA; CUNHA et al., 2004).

Devido ao aumento da demanda por esta espécie de
peixes ornamentais, a intensificacdo do cultivo ¢ inevitavel
e por isso, o aumento do risco de surgimento de doengas em
pisciculturas intensivas.

As bactérias do género Aeromonas tém assumido,
nos ultimos anos, uma maior importancia nos diagnosticos
de doengas de peixes, muitas vezes aparecendo como agente
primario causador de lesdes ulcerativas e septicemia hemor-
ragicaem peixes de agua doce (HIRST et al., 2006), acar-
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retando perdas na produgdo (MOURINHO et al., 2006). A
ocorréncia de Aeromonas na criacdo de espécies aquaticas
pode provocar morbidade ¢ letalidade no sistema de produ-
¢do (KADLEC et al., 2011). As lesdes provocadas por agen-
tes agressores como bacteriose ¢ parasitas como as promo-
vidas por infecgdes com Aeromonas podem comprometer as
fungoes de diferentes 6rgdos (VELLOSO et al., 2012).

As bactérias do género Aeromonas podem ser en-
contradas no solo, agua doce e salgada, agua clorada e fezes
de animais, sendo seu surgimento como patégenos primarios
relacionados a uma grande variedade de infecgdes locais ¢
sistémicas, mesmo em individuos imunologicamente compe-
tentes (MARTINELI, 2011). Os sinais clinicos observados
pela Aeromonas hydrophila sdo perda de apetite, apatia, per-
da de equilibrio, lesdes epidérmicas como despigmentacao,
necroses da pele, ulceras com exposicdo da musculatura ¢
alteragdes no comportamento (JATOBA et al., 2012).

Este trabalho teve como objetivo confirmar a pre-
senca de Aeromonas hydrophila, ¢ caracterizar histologica-
mente seus efeitos nas branquias de machos de beta Bettas
plendens.

Relato de caso

Foram separados 10 peixes betas que apresentavam
caracteristicas de alteragdo de comportamento como anore-
xia, letalidade e apatia durante o surto de mortalidade ocor-
ridos no laboratorio de produ¢ao animal do Centro Univer-
sitario da Grande Dourados — UNIGRAN, Dourados, Mato
Grosso do Sul. Os peixes encontravam-se alojados individu-
almente em aquarios de trés litros mantidos em laboratorio
aquecido a 27°C e fotoperiodo de 12 horas de luz.

Foram coletados amostras de agua dos aquarios,
os peixes foram eutanasiados por dessensibilizagdo por hi-
potermia, posteriormente coletados amostras de muco e
branquias. Essas foram inoculadas em meios de cultura agar
sangue ¢ incubadas a 28°C, por 48 horas (POPOFF, 1984)
e em seguida, visualizado presenga de hemolise. Os testes
bioquimicos realizados foram: ferro trés agucares (TSI),
para verificar a produgdo de acido sulfidrico (H,S) a partir
de tiosulfato;citrato de Simmon (SIMMONS, 1926), urcase
(CHRISTENSEN, 1949), arginina, lisina, ornitina, produgéo
de indol, vermelho de metila (MR), produgdo de acetilmetil-
carbinol, pelo teste de Voges-Proskauer (VP) (EDDY, 1961),
hidrolise de gelatina (LEVINE; CARPENTER, 1923) e es-
culina. Realizou-se também teste para catalase (3% H,0,),
oxidase e motilidade.

Para analises histologicas, fragmentos de branquias
dos betas foram fixados em solugdo formalina tamponada
(0,1M; pH 7,3), por 24 horas e depois lavados em alcool 70%
até o processamento. Posteriormente foram desidratados,
diafanizados e incluidos em parafina com polimero plastico
Histosec (Merck®). Realizou-se a microtomia com cortes de
2 a 5 um de espessura, que foram posteriormente corados
com Hematoxilina-Eosina.

Resultados e Discussao
Os principais sinais clinicos observados por meio

da analise macroscépica de o6rgaos externos (pele e nadadei-
ras) foram presenca de manchas ou despigmentacao na pele,
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petequias e sufusdes hemorragicas na superficie do corpo,
nadadeiras com erosdes hemorragicas e corroidas (desfiadas/
necrosadas) com congestdo e aumento da cavidade abdomi-
nal contendo liquido transparente e limpido (Figura 1).

Esta descri¢do ¢ comumente observada em casos
de infecgdes bacterianas (GARCIA; MORAES, 2009). Em
peixes com ocorréncia de 4. hydrophila os sinais clinicos de
perda de apetite, apatia, perda de equilibrio, lesdes epidérmi-
cas como despigmentagdo, necroses da pele, Glceras com ex-
posicao da musculatura ¢ alteragdes no comportamento sao
comumente observados (JATOBA et al., 2012).

Figura 1: Beta macho (Bettasplendens) infectado com Aeromonas
hydrophila. (Seta) corrosdo de nadadeira, (*) descoloragdo da pele

Isolaram-se colonias com coloragdo marrom-escuro
(HANNINEN; RIDELL; HIRVELA-KOSKI, 1995) de A.
hydrophila em placas de agar sangue. Os esfregacos, corados
pelo método de Gram, confirmaram a presenga de bastonetes
Gram-negativos. Foi constatada a presenca de beta hemolise
em agar sangue. A andlise da agua, branquias e muco dos pei-
xes, submetidas a série bioquimica, caracterizou a bactéria A.
hydrophila de acordo com os resultados dos testes propostos
por Popoft (1984) e Abeyta Junior et al., (1990) (Tabela 1).

A. hydrophila sdo consideradas oportunistas mais
associados a infecgdes em organismos aquaticos (JATOBA et
al., 2012). Os métodos de cultivo intensivo induzem estresse,
e os bacilos gram-negativos sdo os que provocam maior mor-
talidade (SWAIN et al., 2010). Em jundias Rhamdia quelen
inoculados com A. hydrophila apresentaram mortalidade de
100% em 24 horas, estando associada a producdo de acetilco-
linesterase que em grandes quantidades sao letais aos peixes
(BOIJINK; BRANDAO, 2001). Na infeccdo por A. hydro-
phila, os peixes morrem rapidamente, efeito esse que pode
variar segundo a resisténcia dos peixes (AUSTIN, 2010).

Tabela 1: Caracteristica fenotipica de Aeromonas hidrofila
isolada de Betas macho (Betta splendens)

Teste Agua Branquias Muco
Catalase (+) + + +
Indol (+)

Motilidade (+) + + +
Oxidase (+) + + +
Gas (+) + + +
Indol (+) + + +
Manitol + + +
Lisina (-) - - -
Ornitina (-) - - -
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Os Betas machos sadios apresentaram aspecto nor-
mal, sendo os filamentos subdivididos em lamelas branquiais
que encontram-se dispostas perpendicularmente. Os filamen-
tos branquiais possuem um epitélio estratificado, constituido
por células de cloreto mucosas e pavimentosas (Figura 2A).

Figura 2: Filamentos branquias de Betas sadios. A — filamentos
branquias (seta) HE, 200x.B — EF epitélio filamentar; EVL — eixo
vascular da lamela, ponta da seta — células pavimentosas; (*) seio
venoso central. HE, 400x.

Quando os peixes sdo expostos algum agente agres-
sor (toxicologico ou parasitario) as branquias podem apresen-
tar diversas alteracdes patoldgicas indicativas de condigdes
desfavoraveis de um ambiente. Observa-se que branquias
de betas saudaveis apresentam arquitetura a qual o epitélio
assenta-se sobre o seio venoso central e encontra-se segmen-
tado por eixos vasculares que originam as lamelas. Essas es-
truturas representam projegdes teciduais acima da superficie
externa do epitélio filamentar. Desse modo, as lamelas sdo
constituidas centralmente por um eixo vascular e por um epi-
télio composto por células pavimentosas de revestimento e
indiferenciadas. Esse epitélio assenta-se na lamina basal de
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células endoteliais modificadas (células pilar) que suportam
e delimitam o compartimento sanguineo lamelar (Figura 2B).

Ja as branquias dos betas infectados por 4. hidrofi-
la apresentaram alteragdes histopatologicas. Foi observado
vasodilata¢do das lamelas que proporcionou ruptura celular
com perda na capacidade de suporte das lamelas. Esse tipo de
lesdo caracterizou-se pela condensagao dos nucleos e ruptura
das membranas celulares (Figura 3A). Destaca-se a prolife-
racdo do epitélio filamentar, vasodilatacdo do seio venoso
central ¢ da regido basal do eixovascular das lamelas ¢ no
epitéliolamelar edema intersticial (Figura3 B, D) dos animais
infectados. A necrose constituiu outro tipo de lesdo observa-
do, a qual foi mais acentuada na base do epitélio filamentar
estendendo-se, por vezes, na sua totalidade (Figura 3 B, D).
Foi constatada inflamagdo caracterizada por infiltragdo leu-
cocitaria (Figura 3 B).

A proliferagdo do epitélio filamentar estendeu-se
por toda a area epitelial conduzindo afusdo lamelar (Figura
3 D). As branquias apresentavam alteragdes circulatorias ca-
racterizada por hiperemia e aneurisma (Figura 3C). Estas le-
soes histopatologicas causam danos a integridade morfofun-
cional da branquia reduzindo sua eficiéncia, em realizar as
trocas gasosas (SHIOGIRI et al., 2012). Injurias nos 6rgaos
respiratorios de peixes, comprometendo trocas respiratorias
provocadas por parasitos sdo reportadas para Paralichthy
sorbignyanus (VELLOSO et al., 2012).
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Figura 3: Filamentos branquias de Betas infectados por Aeromonas
Hidrophila. A - ruptura de membranas celulares (setas pretas), ca-
racteristicos de necrose. Necrose na base do epitélio filamentarHE,
200x.B — Destacamento do epitélio lamelar (cabega de setas), aneu-
risma (*)HE, 200x. C - vasodilatagdo do eixo vascular das lamelas
com perda da capacidade de suporte das células pilar e formagao
de aneurismas (setas)HE, 200x. D - Proliferacdo generalizada do
epitélio filamentarcom fusdo (F) das lamelas branquiais. Edemain-
tersticial (*)HE, 400x.

Conclusao

A bactéria que estava provocando o surto de mor-
talidade nos peixes betas machos foi identificada como 4.
hidrophila. As alteragdes histopatologicas descritas sdo con-
sideradas severas ¢ comprometem o 6rgdo respiratério de
forma irreversivel.
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