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Mortalidade em pacus (Piaractus mesopotamicus) ocasionada por
Pantoea agglomerans e Pseudomonas aeruginosa em tanque escavado

Mortality in Pacus (Piaractus mesopotamicus) caused by Pantoea agglomerans and
Pseudomonas aeruginosa in Excavated Tank
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ABSTRACT

Background: Fish production in Brazil is growing strongly. This growth is being mainly driven by mainland aquaculture,
which in 2017 produced 691.700 tons of fish. To improve production levels, fish farms have become increasingly intensive,
but in these systems, the high fish densities in the ponds, the high feeding rate, and the high organic matter levels in the
water can lead the fish becoming stressed. This can cause bacterial proliferation and an increase in mortality. Most spe-
cies of fish-causing bacteria are saprophytes. They are found naturally in the environment and are usually responsible for
secondary or opportunistic infections. This study reports on an outbreak of Pacus (Piaractus mesopotamicus) mortality at
an intensive fish farm, in the municipality of Campo Grande, MS, Brazil, that used excavated tanks.

Cases: The outbreak occurred at a fish farm in the municipality of Campo Grande, MS, during August, 2015. A total of
200 pacus in two tanks died after they showed the following symptoms: lethargy, anorexia, increased mucus production,
and disordered swimming and water surface searching. The temperature and dissolved oxygen were measured using a
digital thermometer and an oximeter, respectively, and water transparency was measured with a Secchi disc. The pH was
measured using a portable digital potentiometer. The values for the water quality parameters analyzed during the mortality
period were temperature, 22.5°C; transparency, 20 cm; oxygen dissolved in the early morning 3 mg/L and at the end of
the afternoon, 4.5 mg/L; pH 8.3; and toxic ammonia, 0.002 ppm. Five fishes were collected from the tank, immediately
cooled to 4°C, and sent to the Microbiology and Pathology Laboratories to perform the microbiological and pathological
laboratory procedures. After the replication process, the slow glucose fermentation characteristics in MacConkey Agar and
other biochemical tests showed that the lactose non-fermenter bacterium was Pseudomonas aeruginosa and the fermenting
bacterium was Pantoea agglomerans. A necroscopic examination revealed congestion of viscera in general and thickening
of the gills; the histopathological examination showed an intense inflammatory reaction in the gills; and the liver showed
congestion and dilation of the central, hepatoportal, and sinusoidal veins, marked cytoplasmic vacuolization, the presence
of hemosiderin and leukocytosis, and coagulation necrosis and cholestasis foci.

Discussion: The water temperature in the tanks (22.5°C) was lower than what is considered ideal for tropical fish. It ranged
from 25 to 32°C. Furthermore, the pH (8.3) was close to the limit of what is considered appropriate. The mean tank flow
rate at the time of death was 15 L/min, corresponding to a daily renewal rate of 1.2%, which was lower than the 10% per
day recommended as the ideal rate for excavated ponds in a semi-intensive production system. The decreased water flow in
the tank during the period when mortality was recorded caused an increase in the amount of accumulated organic matter.
This rise is commonly referred to as eutrophication, which is characterized by an increase in the rate of decomposition and
release of nutrients into the water. The excess nutrients, mainly nitrogen and phosphorus, cause excessive phytoplankton
and aquatic macrophyte growth, which results in a significant reduction in the amount of dissolved oxygen, particularly
during periods of low photosynthetic activity. In this case study, the cause of the fish mortality was attributed to opportu-
nistic infection by Pantoea agglomerans and Pseudomonas aeruginosa caused by imbalances in water quality.

Keywords: pathology, microbiology, fish farming.

Descritores: patologia, microbiologia, piscicultura.

DOI: 10.22456/1679-9216.90826
Received: 22 November 2018 Accepted: 8 March 2019 Published: 26 March 2019
'Universidade Cat6lica Dom Bosco (UCDB); *Programa de Pés-graduagio em Biotecnologia & *Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Ambientais e

Sustentabilidade Agropecuéria, UCDB, Campo Grande, MS, Brazil. CORRESPONDENCE: A.R. Silva [alander_rodrigue @hotmail.com - Tel.: +55 (67)
3312-3797]. Setor de Patologia Veterindria, Hospital Veterindrio (Hovet) -UCDB. Av. Tamandaré n.6000. CEP 79117-900 Campo Grande, MS, Brazil.


https://core.ac.uk/display/303977583?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

M.W. Ferreira, R.M. Santos, A.R. Silva, et. al. 2019. Mortalidade em pacus (Piaractus mesopotamicus) ocasionada por Pantoea

agglomerans e Pseudomonas aeruginosa em tanque escavado.

Acta Scientiae Veterinariae. 47(Suppl 1): 379.

INTRODUCAO

A atividade de pescados no Brasil encontra-se
em pleno crescimento, sendo impulsionada principal-
mente pela aquicultura continental, com uma producio
de 691.700 toneladas em 2017 [12]. Para o aumento
da producdo, as pisciculturas t€ém se tornado cada vez
mais intensivas. Entretanto, nos sistemas de cultivo
intensivo, a alta densidade de peixes, a alta taxa de
arracoamento, e a grande quantidade de matéria orga-
nica na dgua sdo fatores potencialmente causadores de
estresse e que favorecem a proliferacdo de bactérias
com consequente mortalidade [22].

A mortandade de peixes pode ser atribuida a
trés fatores que interagem: substancias toxicas, fatores
ambientais e patdgenos [8]. A maioria das espécies de
bactérias causadoras de enfermidades em peixes sao
saprébicas, encontradas naturalmente no meio am-
biente sendo normalmente responsaveis por infeccoes
secunddrias ou oportunistas [5,16].

A Pantoea agglomerans € uma bactéria per-
tencente a familia Enterobacteriaceae, gram negativa,
que pode ser encontrada no solo e na agua [13,19].
Pode ser patogénica para plantas, animais vertebrados
e invertebrados, inclusive seres humanos imunossupri-
midos [18]. Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria
gram-negativa de alta adaptabilidade que pode ser
encontrada em solo, 4gua, plantas, ambientes marinhos
e tecidos de animais [11], fazendo parte da microbiota
normal de peixes [2].

Assim, objetivou-se relatar um surto de mor-
tandade de Pacus (Piaractus mesopotamicus) criados
em sistema semi-intensivo em tanques escavados no
municipio de Campo Grande, MS.

CASO

O surto ocorreu em uma piscicultura do mu-
nicipio de Campo Grande, MS. Um total de 200 pa-
cus, acondicionados em dois tanques, vieram a 6bito
com sintomatologia de letargia, anorexia, aumento
da produ¢do de muco, nado desordenado e busca da
superficie da dgua.

Os peixes eram criados em tanque escavado,
em sistema aberto, com uma taxa média de renovagdo
de dgua de 1,2% ao dia, evidenciada durante o periodo
da mortalidade. A criacdo adotava o sistema intensivo
de monocultivo, com densidade de aproximadamente
2,0 kg de peixe/m?. Os peixes eram alimentados com
racdo comercial, contendo 36% de proteina e 3.000

Kcal/kg, divididas em trés ofertas didrias, correspon-
dendo, no conjunto, a 4% da biomassa total presente
no tanque.

O acompanhamento das condic¢des de qualida-
de da 4gua foi realizado a cada dois dias, no periodo
em que se observou a mortalidade, identificando-se, no
periodo, uma considerdavel redugdo do fluxo de dgua.
A temperatura e o oxigé€nio dissolvido foram aferidos,
respectivamente, com termdmetro e oximetro digitais,
a transparéncia foi medida com disco de Secchi, o pH
foi avaliado por meio de um potenciometro digital
portatil (Digmed®)! e a amonia téxica avaliada por kit
comercial (Alcon®)?.

Os cinco peixes amostrados foram recolhidos
do tanque, imediatamente resfriados a 4°C e encami-
nhados aos setores de Microbiologia e de Patologia
da Universidade Cat6lica Dom Bosco, para realiza¢do
dos procedimentos laboratoriais microbioldgicos e
patoldgicos.

As amostras bioldgicas foram analisadas em
uma capela de fluxo laminar continuo. Com o auxilio
de um bisturi e de um swab estéril foram coletadas
amostras bioldgicas das branquias, escamas, cavidade
abdominal e tecido muscular.

Todas as amostras coletadas foram armazena-
das em um recipiente contendo dgua peptonada 0,1%
por 24 h. Apés este periodo, foi realizado um pool de
amostras de cada peixe e semeadura em 10 pL (alca
calibrada descartavel) de cada pool em duplicata,
nos seguintes meios: Agar Manitol, Agar Sabouraud,
Agar MacConkey e Agar Sangue. Para a identificacdo
das colonias isoladas nos meios, foram utilizados os
seguintes testes bioquimicos: TSI, SIM, Citrato e Teste
da Catalase.

No setor de patologia, foi realizada a necropsia
de 5 animais e fragmentos de tecidos foram coletados,
fixados em formol a 10% e encaminhados para a ana-
lise histopatoldgica. Apds a fixacdo, os fragmentos
de tecidos foram desidratados em solucdes alcodlicas
crescentes (alcool 70%, 80%, 90% e 100% 1 e II),
permanecendo durante 1h em cada solucdo. Poste-
riormente os fragmentos foram diafanizados em xilol
e incluidos em parafina. Os cortes histoldgicos dos
blocos de parafina foram realizados em micrétomo
de rotagcdo a 4 um de espessura, e corados segundo a
técnica da Hematoxilina-Eosina (H&E).

Entre os valores médios dos pardmetros de
qualidade de dgua analisados durante o periodo de
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mortalidade, foi observado temperatura de 22,5°C, pH
8,3, transparéncia em 20 cm e concentracdo de amonia
toxica de 0,002 ppm. O oxigénio dissolvido observado
no inicio da manha foi de 3 mg/L e durante a tarde 4,5
mg/L, e a vasdo de 15 L/min, correspondente a uma
taxa de renovacdo didria de 1,2%.

Na analise microbioldgica, foram observadas
duas coldnias no Agar MacConkey: uma bactéria fer-
mentadora de lactose e uma bactéria ndo fermentadora
de lactose. Ambas as coldnias das bactérias foram
isoladas e replicadas novamente em Agar MacConkey,
para identificacdo, apresentando o mesmo resultado.

Ap6s o processo de replicacdo a bactéria ndo
fermentadora de lactose foi identificada como Pseu-
domonas aeruginosa e a bactéria fermentadora como
Pantoea agglomerans, por meio da caracteristica de
fermentacdo lenta de glicose no Agar MacConkey
(Figura 1), juntamente com os testes bioquimicos: TSI
(Fermentacdo de Glicose, Glicose e Lactose); Indol
(Negativo); H,S (Negativo); Motilidade (Positiva);
Citrato (Negativo) e Catalase (Positiva) [Figura 2].

Figura 1. Bactéria de fermentacéo lenta de glicose isolada no meio Mac-
Conkey, identificada como Pantoea agglomerans, presente em amostras
bioldgicas de peixes coletados de dois tanques em uma piscicultura do
municipio de Campo Grande, MS.

Figura 2. Testes bioquimicos: (a) TSI (Fermentacao de Glicose, Glicose
e Lactose), Citrato (-), H2S (-), Motili (+), Indol (-) e (b) catalase positiva
de uma bactéria presente em amostras bioldgicas de peixes coletados de
dois tanques em uma piscicultura do municipio de Campo Grande, MS.

Ao exame necroscOpico, os animais apre-
sentaram congestao de visceras de um modo geral e
espessamento de guelras. O exame histopatolégico
dos peixes revelou que as principais alteragcdes se
encontravam no figado: congestdao e dilatacdo das
veias central, hepatoportal e de sinuséides, presenca
de pigmento hemdtico (hemossiderina), leucocitoes-
tase, vacuolizacdo citoplasmatica acentuada, focos
de necrose de coagulacdo e colestase (Figura 3). Nas
guelras foi observada intensa reagcdo inflamatdria e
congestdo (Figura 4).

DISCUSSAO

A temperatura da dgua aferida (22,5°C) foi
inferior a faixa de temperatura considerada ideal para
peixes tropicais, que varia de 25 a 32°C [4] e o pH (8,3)
proximo ao limite do considerado ideal [14].

Figura 3. Fotomicrografia de figado de pacu (Piaractus mesopotamicus),
notar congestdo e dilatacdo vascular, leucocitoestase, vacuolizagdo cito-
plasmaética acentuada, focos de necrose de coagulagdo [H&E].

Figura 4. Fotomicrografia de guelra de pacu (Piaractus mesopotamicus),
Presencga de grande quantidade de células inflamatérias, congestao e di-
latagdo vascular, leucocitoestase [H&E].
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A transparéncia em 20 cm indicou uma alta
quantidade de fitoplanctons na agua [17], o que esta
diretamente relacionado com o baixo valor de oxigénio
dissolvido encontrado no inicio da manha (3 mg/L), visto
que os fitoplanctons no periodo noturno nao realizam fo-
tossintese e em grande quantidade podem consumir mais
oxigénio do que produzem. J4 ao final da tarde, a taxa
de oxigénio encontrada foi maior (4,5 mg/L). Ainda, a
vazao média dos tanques no periodo em que ocorreram
as mortes era de 15 L/min, o que correspondia a uma
taxa de renovacdo didria de 1,2%. Para viveiros esca-
vados em sistema de producdo semi-intensivos, a taxa
de renovacgado de dgua recomendada € de cerca de 10%
ao dia [6,17]. Essa renovacao abaixo do ideal favorece
o aciimulo de matéria orginica, levando ao aumento da
taxa de decomposicao e liberacao de nutrientes na 4gua
que propicia o desenvolvimento de fitoplanctons.

Além disso, os fatores acima contribuem para a
maior concentragao de amonia, elevacio do pH e gran-
de oscilagdo didria de oxigénio dissolvido. A amdnia
¢ o principal produto de excrecdo dos peixes, gerado
apo6s a assimilacdo das proteinas, que sdo a principal
fonte de nitrogénio contida nas ra¢des comerciais. O
equilibrio de amonia na d4gua depende do pH, tempe-
ratura e salinidade. Embora a concentracao de amonia
toxica tenha sido de 0,002 ppm, estando dentro do
limite aceitdvel, quando associado ao pH de 8,3 pode
afetar o equilibrio da reacio no sentido de formacao
de amdnia [3]. As membranas celulares dos peixes sao
permedveis a amdnia (NH3) por apresentarem afinida-
de por compostos lipofilicos, mas nao o sdo ao aménio
(NH4), que € de natureza lipofébica, por esse motivo,
a forma amonia € téxica para os peixes [17]. Assim, a
intoxicagdo por amdnia e a crescente prevaléncia de
doengas infecciosas como pseudomonose entre outras,
podem levar a mortandades macicas de peixes [1].

A diminui¢do do fluxo de dgua no tanque,
durante o periodo em que foi registrada a mortalidade,
provocou o aumento da quantidade de matéria organica
acumulada, fendmeno descrito como eutrofizacio. Este
fendmeno é caracterizado por um excesso de nutrien-
tes, principalmente nitrogénio e fésforo, o que causa
um excessivo crescimento do fitoplancton e macrdfitas

aqudticas, resultando em significativa reducdo da
quantidade de oxigénio dissolvido, em particular nos
periodos de baixa atividade fotossintética [21].

Atribuiu-se a causa da morte dos pacus a infec-
c¢do oportunista por Pantoea agglomerans e Pseudomo-
nas aeruginosa presentes nos tecidos, apés as andlises
microbiolégicas de acordo com Gavini et al. [10] e
Mardaneh et al. [15]. As alteragdes histopatologicas
encontradas neste trabalho também foram descritas,
de modo geral, em outras enfermidades inespecificas
tanto de origem bacteriana como parasitdria [7,22]. As
lesdes observadas em figado e guelras nos pacus se
assemelham as encontradas em estudo experimental
[20]. Necrose hepatica decorrente da infeccdo por
P. agglomerans foi observada em paciente humano
[9]. Estas alteragdes também foram descritas em uma
mortandade de peixes causada por fatores ambientais
associados a infec¢do bacteriana [1].

Doencas bacterianas afetam pisciculturas de
todo mundo provocando grandes perdas na produgdo
e prejuizos economicos. Nos ambientes de criagao de
peixes deve haver equilibrio entre a satide do hospedei-
ro, a proliferacdo de agentes patogénicos e as condigdes
do ambiente aquatico [21]. Desse modo, fatores que
promovem estresse fisico e fisioldgico aos peixes devem
ser evitados, pois favorecem a ocorréncia de doengas. A
associag¢do de medidas como boas préticas de manejo,
controle eficaz, certificacio sanitaria e diagnéstico de
rotina sdo fundamentais para evitar a introducio e
propagacdo de doengas nas pisciculturas brasileiras.

CONCLUSAO

Atribui-se a causa da morte dos peixes a infec-
¢do oportunista pela Pantoea agglomerans e Pseudo-
monas aeruginosa favorecida pela alta densidade de
peixes no tanque e desequilibrio na qualidade da dgua.
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