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Introducéo

por parasitos, fungos, bactérias ou virus. Particular-
mente, as infeccoes por bactérias representam um
problema para o sucesso da atividade piscicola em
todo o mundo (NOGA, 2004; SUHET et al., 2011).

Na aquicultura, diversos fatores contribuem para
alterar a imunidade dos peixes, tais como: variacoes
ambientais bruscas, alimentacao inadequada, desnutri-
cao, elevada densidade de cultivo, transporte, traumas
mecanicos, tratamentos com drogas, variacdes repen-
tinas e abruptas de temperatura e pH, ma qualidade
da 4gua e/ou poluicdo do ambiente aquatico. Esses
fatores de forma isolada ou associados podem causar
estresse, afetando os mecanismos homeostéaticos dos

Nos sistemas de producao aquicola deve ser dada
prioridade a uma avaliacao detalhada e usual sobre os
possiveis impactos de doencas infecciosas, pois podem
levar a desisténcia da atividade por parte dos produto-
res. No Brasil, as bactérias sdao responsaveis por perdas
econdmicas na piscicultura (DIAS et al., 2016; MURA-

peixes, tornando-os suscetiveis a uma grande varie-
dade de agentes patogénicos. Nessas condicoes, as
doencas nao ocorrem como um Unico evento, mas
representam o resultado da interacao entre o agente
etiolégico, o peixe e as variacdes ambientais. A ocor-

réncia de doencas é um dos grandes problemas para o

cultivo de peixes; parte delas podem ser ocasionadas

TORI et al., 2001; SUHET et al., 2011). Porém, nao
ha informacdes sobre bactérias que causam doencas
em pirarucu (Arapaima gigas), um peixe de grande
importancia para a piscicultura brasileira. O pirarucu
vem sendo cultivado na regiao Nordeste do Brasil e
Amazobnia, por possuir boas caracteristicas zootécni-
cas, tais como: facil adaptacao a alimentacao artificial
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(racao balanceada), bom desempenho zootécnico, alta
taxa de crescimento, relativa rusticidade no manuseio,
nao apresentar canibalismo quando confinado em

altas densidades populacionais e por apresentar carne
magra e livre de espinhas intramusculares (ONO et al.,
2004; PEREIRA-FILHO; ROUBACH, 2005). Em 2014,
11.762,8 toneladas de pirarucu foram produzidas no
Brasil (IBGE, 2014). Entretanto, um dos problemas na
producao, além da falta de alevinos, é a elevada morta-
lidade durante as primeiras fases do cultivo.

Devido a grande importancia do cultivo do pirarucu, a
identificacao e caracterizacao de doencas causadas por
bactérias sao de relevancia para a sustentabilidade de
sua cadeia produtiva. A primeira etapa desse processo
é o isolamento das bactérias que infectam esse peixe.
Assim, este estudo relata a primeira ocorréncia de do-
encas bacterianas e mortalidade em pirarucus cultiva-
dos no Brasil, apés um surto de doencas em pirarucus
recém-adquiridos de uma piscicultura comercial. Para
tal, procedimentos de isolamento e identificacdo foram
adotados e aqui descritos detalhadamente.

Bacterioses em alevinos de pirarucu
de cultivo: relato de caso

Com a mortalidade de 1.400 alevinos de pirarucus
(8,2 £ 2,3cme 11,5 £ 3,8 g) adquiridos de uma

\

piscicultura comercial de Rio Branco, AC, mantidos
em tanque de 1.000 L de agua (1,4 peixes/m?), foram
coletados tanto peixes aparentemente saudaveis,
quanto peixes com sinais externos de bacteriose,
para andlises bacteriolégicas. Os peixes estavam
sendo alimentados seis vezes ao dia, com racao
contendo 45% de proteina bruta. A mortalidade teve
inicio sete dias apds a chegada dos peixes. As bac-
térias foram identificadas como Aeromonas hydro-
phila, Aeromonas jandaei e Edwardsiella tarda.

No tegumento de A. gigas com aeromonose e
edwardsielose foram observadas lesdes que variaram
em forma, extensado e tamanho, localizadas princi-
palmente na nadadeira caudal dos peixes. Foram
observadas nos peixes, também, anorexia, perda do
equilibrio com movimentacao erratica, reducao dos
movimentos respiratérios e, externamente, despig-
mentacao ao longo do corpo, com focos hemor-
ragicos. Na necropsia, internamente observou-se
hemorragias necréticas em 6érgaos como rim, figado
e bexiga natatéria modificada; além de esplenome-
galia (aumento do baco), aumento da vesicula biliar,
pequenas areas de hemorragia no figado, ascite
(acimulo de liquido) com fluido mucoso amarelado
e sanguinolento na cavidade intraperitoneal, hipe-
remia e cavidade abdominal com edemaciamento
(Figuras 1 a 4). Pirarucus doentes apresentaram

Figura 1. Deposicao de fluido sanguinolento na cavidade abdominal, hiperemia e edemaciamento da parede da
bexiga natatéria modificada, congestédo e areas de hemorragia no figado em pirarucus com A. hydrophila, A.

Jjandaei e E. tarda.
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Figura 3. Lesdes no tegumento de pirarucus com
despigmentacao e focos hemorréagicos, devido a
infeccao por A. hydrophila, A. jandaei e E. tarda.

ainda falta de apetite e branquias palidas. Tais sinais
clinicos podem ajudar técnicos e piscicultores na
identificacdo de aeromonose e edwardsielose em
pirarucus.

As Aeromonas sao bactérias que tém como ha-
bitat natural ambientes aquaticos, e fazem parte
da microbiota da pele, branquias e intestino dos
peixes, atuando como oportunistas quando ocorre

Foto: Marcos Tavares-Dias

Figura 4. Lesao na nadadeira caudal de pirarucu com
focos hemorragicos devido a infeccao por A. hydro-
phila, A. jandaei e E. tarda.

um desequilibrio na interacao parasito-hospedeiro-
-ambiente (NOGA, 2010; VASQUEZ-PINEROS et

al., 2010). Edwardsiella tarda é uma bactéria en-
contrada frequentemente no intestino dos peixes e
ambiente aquatico (MURATORI et al., 2001; NOGA,
2010; PARK et al., 2012; VASQUEZ-PINEROS et

al., 2010). Essas bactérias sao responsaveis por
septicemia hemorragica em peixes de dgua doce
(VASQUEZ-PINEROS et al., 2010). Geralmente essas
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bacterioses ocorrem nos peixes devido ao estresse
causado por manejo inadequado ou decorrente das
condicdes ambientais desequilibradas, tais como:
elevacao na temperatura, presenca de matéria orga-
nica e ma qualidade da 4gua. Assim, a intensificacao
dos sistemas de producao do pirarucu pode favore-
cer a proliferacdo dessas bactérias, principalmente
apés transporte de longa duracao, como ocorreu
com os peixes deste estudo.

Tais bacterioses sdo dependentes da abundancia

de bactérias, fatores de viruléncia, via de entrada e
temperatura ambiental (DIAS et al., 2016; MURA-
TORI et al., 2001). A contaminacao ocorre quando
peixes infectados liberam bactérias na dgua ou a
transmitem diretamente a outros peixes, permitindo
assim a colonizacao da pele desses peixes. Portanto,
pirarucus mortos, moribundos ou infectados devem
ser eliminados dos tanques de cultivo, para evitar a
disseminacao de Aeromonas spp. e E. tarda.

Métodos de isolamento bacteriano

Os cuidados listados abaixo sao necessarios antes
e durante a execucao dos métodos de isolamento
bacteriano:

1) Lavar as maos antes e apds a manipulacao da
amostra e apds a retirada das luvas.

2) Redobrar o cuidado ao fazer a inoculacéo.
Usar o bico de Bunsen com &area de seguranca em
15 cm de didametro, com a utilizacdo de 6culos de
seguranca.

3) Realizar a limpeza e desinfeccao da superficie
de trabalho utilizando alcool 70%, antes e apds o
procedimento.

4) Na utilizacao de Cabine de Seguranca Bioldgi-

ca (CSB) realizar a desinfeccao interna da mesma
através da aplicacado de radiacao ultravioleta por 30
minutos, antes e apds o uso.

5) Registrar o tempo de uso da lampada ultravioleta
visando seu controle, tendo em vista que a duracao
da lampada é de 1.200 horas.

6) Realizar a limpeza e desinfeccao da superficie de
trabalho da CSB utilizando alcool 70%, antes e apds
o procedimento.

7) Descartar as pipetas em frascos contendo hipo-
clorito de sédio (5 g/L de cloro ativo). Essas devem
ser mantidas nessa solucdo por um periodo de 24

horas para desinfeccao.

8) O material descartavel deve ser depositado, no
laboratério, em recipiente de descarte préprio para
transporte (resistente a vazamentos e danos fisicos) e
levado ao setor de esterilizacdo e descontaminacgao.

9) Apds o procedimento, o material biolégico acondi-
cionado em vidrarias reutilizaveis, devera ser depo-
sitado em cestas de inox disponiveis no laboratério,
para transporte até o setor de esterilizacdo e descon-
taminacao.

Método de identificacao de
Aeromonas spp. em pirarucu

Coleta, conservacao e transporte
de amostras para identificacdo de
Aeromonas spp.

Os animais com caracteristicas de natacao em espi-
ral, com lesbes aparentes ou deambulantes devem
ser coletados com auxilio de puca de mao ou tarra-
fa e crioanestesiados em caixa térmica com gelo.
Devem ser embalados em sacos plasticos novos,
transparentes, resistentes e acondicionados em cai-
xa térmica contendo gelo reutilizadvel ou gelo comum
contidos em embalagem resistente e sem vazamen-
tos, separados por papel ou papelao para evitar o
contato dos peixes diretamente com a fonte de frio
e encaminhar o mais breve possivel ao laboratoério.
Caso nao seja possivel, o animal podera ser conge-
lado, desde que embalado individualmente em sacos
plasticos resistentes e novos. Porém, pode haver
diferenca na forma de envio de amostras de acordo
com cada laboratério de anélise.

Pré-enriquecimento seletivo

1) Apds coleta asséptica do(s) tecido(s), musculo
e/ou visceras, os 6rgaos devem ser homogenei-
zados utilizando um homogeneizador tipo blender
previamente esterilizado e inoculados na proporcao
1:10 (peso: volume/pv) no meio de enriquecimen-
to Agua Peptonada Alcalina (APA 1% de NaCl) e
incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C por
18 a 24 horas.

2) Para o isolamento a partir do conteldo intesti-
nal, coletar o material somente apds a remocao das
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visceras. Nesse caso, nao se faz necessario guardar
a proporcao 1:10 p/v e a homogeneizacao pode ser
realizada em agitador orbital e, em seguida, incubar
em estufa bacteriolégica a 37 °C por 18 a 24 horas.

Semeadura direta em meios seletivos

Preparar uma suspensao usando o material removi-
do assepticamente, em APA 1% de NaCl. Semear a
suspensao homogeneizada em superficie com auxilio
de alca pela técnica de esgotamento em agar GSP
(“Glutamate Starch Phenol Red Agar”).

Isolamento em meio seletivo diferencial
agar GSP

Apds incubacao em aerobiose a 37 °C executa-se
a semeadura dos caldos de enriquecimento seleti-
vo pela técnica de esgotamento em meio seletivo
indicador (dgar GSP) e incuba-se novamente a 37
°C por 18 a 24 horas.

Identificacdo bioquimica

Colbnias suspeitas do género Aeromonas (col6nias
amarelas) em agar GSP, isoladas com caracteristicas
fenotipicas de comportamento biogquimico compati-
vel com o género, devem prosseguir para a identi-
ficacao bioquimica ap6és triagem nos meios de agar
ferro de Kligler (KIA), agar lisina-ferro (LIA) e agar
nutriente a 1% de NaCl:

1) As colbnias isoladas devem ser tocadas com a
agulha de niquel cromo e, em seguida, inoculadas
nos meios de triagem (Kligler e LIA) e no agar nu-
triente a 1% de NaCl e incubadas a 37 °C por 18 a
24 horas. O agar ferro de Kligler, além da caseina e
das peptonas de carne, contém lactose e glicose que
permitem diferenciar as espécies de bacilos entéri-
cos, devido as alteragcdes de cor do indicador de pH
vermelho de fenol em resposta ao acido produzido
durante a fermentacao desses aclcares. A concen-
tracdo da glicose corresponde a apenas 10% da
concentracao de lactose. A combinacao do citrato
férrico de amodnia com tiossulfato de sédio permite
detectar a producao de acido sulfidrico.

2) O &agar lisina-ferro € um meio de triagem onde

a dextrose serve como uma fonte de hidratos de
carbono fermentdaveis. O indicador de pH, purpura de
bromocresol, muda para cor amarela em um pH infe-
rior ou igual a 5,2 e tem cor purpura em um pH igual
ou superior a 6,8. O citrato de aménio férrico e o
tiossulfato de sédio sao indicadores da formacao de

acido sulfidrico. A lisina é o substrato utilizado para
detectar as enzimas lisina descarboxilase e lisina
desaminase. Os microrganismos que produzem &cido
sulfidrico causam o escurecimento do meio devido a
producao de sulfuretos férricos. As culturas que pro-
duzem lisina descarboxilase originam uma reacéao al-
calina (cor purpura) ou neutra no fundo do meio. Os
microrganismos que causam a desaminacao da lisina
originam o desenvolvimento de uma superficie incli-
nada vermelha sobre um fundo acido. Podera ocorrer
a formacao de gas, que é muitas vezes irregular ou
suprimida. Tubos de KIA (acidez em profundidade e
usualmente alcalinidade em superficie) e LIA (au-
séncia de descarboxilacao da lisina e de sulfeto de
hidrogénio, H,S), compativeis com o género Aeromo-
nas spp., prosseguirao com a identificacao através
de provas bioquimicas complementares.

3) A partir do agar nutriente a 1% de NaCl deveréa
ser realizada a prova da oxidase. Em uma placa de
Petri, coloca-se uma fita de papel de filtro esterili-
zada, pinga-se uma gota da reagente oxidase. Para
o teste da oxidase utiliza-se como cepa-controle
positivo (Vibrio cholerae ou Pseudomonas aerugi-
nosa) e negativo (Proteus mirabilis). Com a alca

de platina ou descartavel esterilizada retira-se um
inéculo do agar nutriente 1% (com crescimento de
18 a 24 horas a 37 °C) e fricciona-se sob a fita
embebida com o reagente. A formacao da cor rosa
indica a positividade do teste. E necessério que se
faca o teste da oxidase a partir de agar nutriente 1%
de NaCl com crescimento de, no méaximo 24 horas,
pois se o tempo for excedido podemos ter um falso
positivo. O teste da oxidase deve ser realizado com
alca de platina ou descartavel esterilizada e com
tempo de espera para positividade ou nao do teste
de 10 a 30 segundos, pois a espera de um tempo
prolongado na presenca de oxigénio pode dar um
resultado falso positivo.

4) Teste de resisténcia do agente vibriostatico
0/129 devera ser realizado nos casos de positivida-
de da prova da oxidase. Para tal, deve-se inocular o
crescimento em agar nutriente 1% NaCl em caldo
Mdaeller Hinton (MH) e deixar sob agitacédo por, apro-
ximadamente, 3 horas a 37 °C. Apds o crescimento
da cepa no caldo MH deve-se fazer a semeadura no
dgar MH e incubar a 37 °C por 18 a 24 horas. Para
o preparo da solucdo do agente vibriostatico O/129
a 150 g/mL: pesar 0,075 g de 2,4 diamino-6,7
diisopropil pteridine para 10 mL de 4gua deionizada.
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Dividir em aliquotas de 2 mL. Ja para diluicdo na
concentracao 10 ug/mL, retirar 0,2 uL da solucéao
acima e acrescentar 2,8 mL de agua. Dividir em ali-
guotas de 2 mL. Distribuir 20 uyL da solucdo em cada
disco em sua devida concentracao. Deixar secar em
estufa a 50 °C o disco impregnado na concentracao
adequada.

5) Aproximadamente quatro colbnias (isoladas do
agar MH) com caracteristicas morfoldgicas idénticas,
devem ser tocadas com agulha e inoculadas em tubo
com 1,0 mL de caldo MH e submetidas a agitacdo a
37 °C por aproximadamente duas horas até atingir

a turvacao correspondente ao tubo 0,5 da escala

de McFarland, que equivale a 1,5x108 UFC/mL. A
turvacao pode ser medida diretamente com auxilio
do cartdao de Wickerham ou ser medida em espectro-
fotdbmetro ou densitdmetro:

5.1) Introduzir um swab (uma haste flexivel com
ponta de algodao esterilizada) no caldo MH, retirar o
excesso de liquido pressionando o swab com movi-
mentos rotatérios na parede do tubo e, em seguida,
inocular a superficie do meio (placa de 4gar MH)
passando o swab sobre a placa, girando a placa e
passando novamente por duas vezes. Toda a placa
deve ficar coberta com o crescimento bacteriano.

5.2) Em seguida, com o auxilio de uma pinca, colo-
gue sobre a placa os discos nas concentracdes de
10 e 150 ug e incubar em estufa 37 °C por 18 a 24
horas. Qualquer halo de inibicao é considerado sen-
sivel ao agente vibriostatico. Em Aeromonas spp.,
podemos observar os seguintes resultados: inibicao
de halo em ambas as concentracdes (resistente/re-
sistente).

6) A partir do agar nutriente a 1% de NaCl deverao
ainda ser realizadas provas de identificagao bioquimi-
ca complementares.

6.1) Fermentacao dos carboidratos: glicose, arabino-
se e manose. A formulacao dos acucares é feita com
agua peptonada, acrescida de indicador de Andra-
de. Todos os meios utilizados para Aeromonas spp.
podem ser ou nao acrescidos de 1% de NaCl, visto
gue o género resiste tanto em baixas concentracoes
de NaCl, como na auséncia deste.

6.2) Arginina dihidrolase: meio de cultura basi-
co de Moeller contendo arginina para detectar a

producao de arginina dihidrolase (ADH); o micror-
ganismo-teste deve utilizar a glicose, produzin-

do acidos, o que torna o meio amarelo. Em uma
segunda etapa, se a bactéria produz a enzima ADH
esta é ativada e a arginina é hidrolisada formando
a ornitina que é descarboxilada para formar pu-
trescina. A producao dessa amina eleva o pH do
meio, alterando a cor do indicador de amarelo para
purpura ou violeta.

6.3) Reacao da ornitina descarboxilase (ODC): meio
de cultura basico de Moeller contendo ornitina para
detectar a producao de ODC; o microrganismo-teste
deve utilizar a glicose, produzindo acidos, o que
torna o meio amarelo. Em uma segunda etapa, se a
bactéria produz a enzima ODC esta é ativada e pro-
move a descarboxilacdo da ornitina com producao
de putrescina e consequente alcalinizacdo do meio,
retornando a cor original (pUrpura).

6.4) Reacdo da lisina-descarboxilase: meio de cul-
tura basico de Moeller contendo lisina para detec-
tar a producao de lisina-descarboxilase (LDC); o
microrganismo-teste deve utilizar a glicose, produ-
zindo acidos, o que torna o meio amarelo. Em uma
segunda etapa, se a bactéria produz a enzima LDC
esta é ativada e promove a descarboxilacdo da
lisina com producao de cadaverina e consequente
alcalinizacao do meio, retornando a cor original
(purpura).

Para os itens 6.2 a 6.4 (descarboxilacao de aminoa-
cidos), cada isolado a ser testado deve ser também
inoculado em um tubo contendo apenas o meio
base, portanto, que ndao contém o aminoéacido. Se
esse tubo tornar-se alcalino, o teste é invalido. Para
obter as reacdes apropriadas, os tubos inoculados
devem ser protegidos do ar com uma camada de
6leo mineral esterilizado. A exposicdo ao ar pode
causar alcalinizagcao na superficie do meio, o que
poderia levar a um resultado falso positivo. Quando
ocorrerem resultados negativos, esses tubos devem
ser mantidos por até dois dias, tendo em vista a
variabilidade de comportamento especialmente em
isolados de meio ambiente, ja que algumas cepas
tém atividade metabdlica mais lenta.

6.5) Os componentes do meio sulfito indol motilida-
de (SIM) permitem a determinacao de trés caracte-

risticas fenotipicas (provas) pelas quais as bactérias
podem ser diferenciadas:



Bacterioses em Alevinos de Pirarucu de Cultivo, com Enfase em Edwardsielose e Aeromonose

a) O meio de cultura contém peptonas (a cisteina é
um dos componentes) e tiossulfato de s6dio como
substratos sulfurados e sulfato ferroso amoniacal
(Fe(NH,), 804), sendo que este atua como indicador
da presenca de H,S. Como o H,S é incolor, o sulfato
ferroso amoniacal serve como indicador, pois o ferro
combina-se com o H,S formando sulfureto de ferro
que é um precipitado negro insollvel. A presenca
desse composto ocorre ao longo da linha de inocu-
lacao e indica que houve producao de sulfureto de
hidrogénio (reacao positiva). A auséncia do precipita-
do negro evidencia uma reacao negativa.

b) O indol é resultante da degradacdo do aminoa-
cido triptofano pela enzima triptofanase. A prova é
realizada inoculando-se o meio contendo excesso de
triptofano. Apds a incubacao se adiciona 0,5 mL do
reagente de Kovacs ou o reativo de Ehrlich (solucao
aquosa ou alcodlica de p-dimetil aminobenzaldeido,
respectivamente) através da parede interna do tubo.
A prova é positiva quando na porcao superior, isto é,
na interface da cultura e o reagente, desenvolve-se
um anel de cor rosada dentro de, no maximo, cin-
co minutos. Esse resultado é devido a complexacao
do indol com o aldeido, em meio acido, formando o
composto colorido. A prova é negativa com qualquer
outra tonalidade de cor (original do meio ou marrom).

c) A prova da motilidade ndo é uma prova bioquimica
e sim fisiolégica, porém auxilia na identificacao feno-
tipica de bactérias. A prova é efetuada inoculando-se
em linha reta, através da técnica da punctura (com
agulha), em aproximadamente 2/3 de profundidade
em tubo contendo meio SIM. A prova indica motilida-
de quando os microrganismos crescem deslocando-se
da linha de inoculacao, turvando o meio. A prova é
negativa quando os microrganismos ficam restritos ao
local da inoculacdo sem, contudo, turvar o meio.

6.6) Deve ser também realizada a prova da esculina,
que baseia-se na hidrélise da esculina em presenca
de bile por determinadas bactérias, portanto, as bac-
térias bile-esculina positivas crescem em presenca
de sais biliares. A hidrélise da esculina gera glicose e
esculetina. A esculetina reage com ions presentes no
citrato férrico, resultando em um complexo marrom-
-escuro ou negro.

6.7) Outra prova de identificacdo bioquimica a ser
realizada é o teste de Voges Proskauer. O objetivo
desse teste é determinar a capacidade dos microrga-

nismos produzirem produtos finais ndo acidos ou neu-
tros, como o acetilmetilcarbinol, quando da utilizacao
de meio de cultura tamponado. Esta reacdo onde se
dé a formacao do acetilmetilcarbinol ocorre quando o
microrganismo é capaz de metabolizar a glicose por
meio de via alternada de metabolismo (via de Entner-
-Doudoroff). Prova feita no meio MR-VP (Methyl Red,
Voges-Proskauer). A adicdo do reagente de Barritt’s
(0,2 mL de solucao 40% KOH e 0,6 mL da solucao
de a-naftol em etanol absoluto, o qual atua como
catalizador) permite detectar a presenca de acetilme-
tilcarbinol (acetoina) que é percursor da sintese de
2,3 butanediol, pois ocorre a formacao de um comple-
xo rosa/vermelho que da essa cor ao meio de cultura.
O desenvolvimento de uma cor rosa/vermelha na
cultura, 15 minutos apds a adicao do reagente de
Barritt’s representa uma prova positiva. A auséncia
dessa cor € uma prova negativa.

6.8) Outro teste recomendado para identificacao
bioguimica é sensibilidade a cefalotina. O teste de
disco-difusao em 4agar foi descrito em 1966, por Bauer
e Kirby. O teste fornece resultados qualitativos. E um
dos métodos de suscetibilidade mais simples, confiavel
e mais utilizado pelos laboratérios de microbiologia. O
seu principio béasico é a difusdao do antimicrobiano na
superficie do &gar, a partir de um disco impregnado
com o mesmo antimicrobiano. O teste é realizado dis-
pensando os discos de papel-filtro, impregnados com
cefalotina, sobre a placa de agar, apés a semeadura
do inéculo bacteriano com 1 a 2 x 108 UFC/mL. As
placas sao incubadas por 18 a 24 horas em aerobiose
a 35 °C, antes dos resultados serem determinados.

A formulacao dos acucares é feita com dgua peptona-
da alcalina com Indicador de Andrade. Todos os meios
utilizados para Aeromonas spp. podem ser ou nao
acrescidos de 1% de NaCl, visto que o género resiste
tanto a baixas concentracdes de NaCl, quanto na au-
séncia desse. Os resultados das provas acima citadas
deverdo ser anotados. Para a identificacdo do género e
espécies de Aeromonas spp. faz-se necessario consul-
tar a tabela de identificacdo bioquimica de Aeromonas
spp. (JANDA ; ABBOTT, 2010).

Método de identificacao de
Edwardisiella tarda em pirarucu

A identificacao de Edwardisiella sp. pode ser feita
das seguintes formas: pelas lesdes, pelo conteudo
intestinal ou a partir das visceras maceradas.
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1) Pré-enriquecimento seletivo:

Coletar assepticamente material de lesdes dos
peixes e homogeneizar em blender esterilizado e/ou
semear o conteudo intestinal em meio de enriqueci-
mento [exemplo, caldo selenito (CS)] e incubar em
aerobiose a 37 °C por 24 horas. Apds esse perio-
do, os tubos de meio de enriquecimento devem ser
homogeneizados com auxilio de alca, por esgota-
mento em meios de baixa seletividade, por exemplo
agar MacConkey (AMC) e de média seletividade, por
exemplo, dgar Salmonella-Shigella (ASS).

2) Semeadura direta em meios seletivos:

Preparar uma suspensdo a 10% usando o material
removido assepticamente, em solucao salina tam-
ponada fosfatada (PBS) 0,1 M. Semear a suspen-
sdao homogeneizada com auxilio de alca pela técnica
de esgotamento em meio seletivo indicadores AMC
e ASS.

3) Identificacdo bioquimica:

Colonias isoladas com caracteristicas fenotipicas de
comportamento bioquimico compativel com o género
Edwardisiella spp. (ndo fermentadora da lactose e
produtora de H,S) devem prosseguir para a identi-
ficacao bioquimica ap6s triagem nos meios de agar
triplice agucar ferro (TSI) e &gar Lisina Ferro (LIA) e
agar nutriente inclinado. Tubos de TSI e LIA compa-
tiveis com o género Edwardisiella spp. prosseguirao
com a identificacao através de provas bioquimicas
complementares a partir do agar nutriente:

3.1) Fermentacéao de carboidratos: glicose, sacarose,
sorbitol, manose, salicina, lactose e manitol.

3.2) Reacao de vermelho de metila: fermentacao da
glicose pela via acida mista com producéao de varios
acidos mantendo o valor do pH do meio abaixo de 4,4,
limite de viragem do indicador vermelho de metila.

3.3) Reacéao da ornitina-descarboxilase: meio de
cultura basico de Moeller contendo ornitina para
detectar a producao de ornitina-descarboxilase
(ODC); o microrganismo-teste deve utilizar a glicose,
produzindo acidos, o que torna o meio amarelo. Em
uma segunda etapa, se a bactéria produz a enzima
ODC, essa é ativada e promove a descarboxilacdo da
ornitina com producao de putrescina e a consequen-

te alcalinizagdo do meio, retornando a cor original
(parpura).

3.4) Reacdo da fenilalanina desaminase: o aminoa-
cido aromético fenilalanina é desaminado oxidativa-
mente por um aminodacido-oxidase, a fenilalanina-
-desaminase, produzindo acido fenilpirtvico. O
cloreto férrico é um agente quelante que se liga ao
acido fenilpirdvico formando uma coloracao verde.

4) Isolamento a partir de macerado de visceras do
peixe:

Durante o procedimento de necropsia e antes da
remocao do sistema gastroentérico, devem ser
removidos assepticamente fragmentos de figado,
rins e baco. Com auxilio de um blender homoge-
neizador esterilizado é processada a trituracao de
cada um dos tecidos, que posteriormente devem
ser suspensos em solucao de tampao PBS em
concentracao aproximada de 10% (p/v). Anotar
todas as alteracdes macroscdépicas dos drgaos
removidos.

Consideracodes finais

Como a aquicultura do pirarucu se esforca para
produzir uma grande quantidade de peixes de
forma economicamente eficiente, e as doencas
bacterianas sao fatores limitantes para a produ-
cao e produtividade, a prevencao de aeromonose

e edwardsielose é de extrema importancia para a
industria dessa espécie. Esse primeiro relato de

A. jandaei, A. hydrophila e E. tarda isoladas de pira-
rucu, mostra a patogenicidade que levou a mortali-
dade dessa espécie de peixe. Testes de resisténcia
a antibidticos para tais bactérias devem ser realiza-
dos, uma vez que indicam o melhor tratamento e
melhoria na sanidade desse peixe em cultivo. Além
disso, vacinas contra essas bacterioses devem ser
desenvolvidas e testadas, bem como a avaliacao
dos efeitos do uso de probiéticos e imunoestimu-
lantes na dieta, para aumentar a resisténcia do
organismo dos peixes, de forma a mitigar os efeitos
patogénicos dessas bactérias.
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