UNIVERSIDADE DO PORTO
FACULDADE DE CIENCIAS

| Impacto de uma truticultura num pequeno rio da
bacia hidrografica do Douro

Dissertacdo de Mestrado em Ecologia Aplicada

Henrique Manuel da Silva Prata

Porto
2001

i
)
'||l



Ao finalizar este trabalho, gostaria de enderecar alguns agradecimentos. Assim,
ndo posso deixar de mencionar, o orientador Prof. Dr.® José A. Sousa, pelas suas
oportunas sugestdes de pesquisa e atentas revisdes do trabalho.

A Dr.* Teresa Santos, pela inestimavel ajuda no processamento laboratorial das
amostras.

Aos meus colegas de Mestrado, pelo incentivo e companheirismo demonstrado.
A Sandra.
A minha familia, pelo apoio que sempre me deram.

E, por tltimo, mas talvez a meng@o mais sentida, aos meus pais, por existirem.



1

W

4
5
6
7
8

INDICE

. INTRODUCAO 1
1.1 Aspectos Histéricos 2
1.2 O Ambiente Aquatico e as Bactérias -3

1.2.1 Papel das Bactérias no Meio Aquatico 3

1.2.2 Presenca de agentes patogénicos para o Homem 5

1.2.3 Indicadores de Eutrofizacio 6
1.2.3.1 Bactérias Heterotroficas Totais---=======n=mmmmmmmmmmomeeem 6

1.2.3.2 Bactérias Ubiquas-------- ---- 7

1.2.3.3 Comunidades Bacterianas - ---- 9

1.2.4 Importancia Ecolégica das BVYNC 9
1.2.5 Bactérias aderidas ao substrato 11
1.3 Doencas nos Peixes Selvagens - 12
1.4 Expressao da Doenca 13
1.5 Avalia¢io dos Riscos Microbioldgicos 14
1.6 Interaccdes entre Peixes Selvagens e Cultivados ----------—---- 16
1.6.1 Peixes Selvagens na Proximidade das Truticulturas --------------- 16

1.6.2 Fugas de Peixes Cultivados 16
1.7 Mudan¢as Ambientais e Aquacultura 17
1.7.1 Factores de Stress Ambientais 18
1.7.1.1 Quimicos -=-======n==n=num- ---- --- 18

1.7.1.2 Biologicos--------=------- e 19
1.8 Microrganismos Patogénicos de Peixes de Decl. Obrig. ------ 20
1.8.1 Aeromonas Salmonicida 20
1.8.2 Yersinia ruckeri 21

. OBJECTIVOS 26

. MATERIAL E METODOS e 28
3.1 Objecto de Estudo 28
3.2 Tipos de Amostras--- 29
3.3 Procedimento 29
3.4 Isolamento de Bactérias 30

3.4.1 “Plate Count Agar” 30
3.4.2 “Shotts-Waltman” 31
3.5 Caracterizacio Fenotipica 31

. RESULTADOS 35

. DISCUSSAO 56

. CONCLUSOES 63

. BIBLIOGRAFIA 66

. ANEXOS - 80




RESUMO

Neste trabalho estudaram-se amostras ambientais de agua e sedimento de um
pequeno rio da bacia hidrogréfica do Douro, no sentido de determinar o impacto de uma
exploragdo de truticultura no meio.

Para isso, colheram-se mensalmente amostras a montante, junto a saida do
efluente e a jusante (1,5 Km) da truticultura, durante o periodo de um ano. Nas amostras
procurou-se pesquisar a comunidade bacteriana autdctone existente, e analisar as
mudangas nesta, no numero de bactérias e na estrutura da comunidade, resultantes da
actividade de aquacultura naquele local. Procurou-se também, pesquisar bactérias
patogénicas de peixes de declaragdo obrigatoria.

Verificou-se existir um impacto limitado da truticultura no rio, uma vez que o
aumento do nimero de bactérias e a alteragdo na constituicdo da comunidade bacteriana
local registada ¢ em parte mitigado pelas caracteristicas do rio, que possui bons
mecanismos de auto-depura¢do. Ndo foram encontradas bactérias patogénicas de
declaragéo obrigatdria.

Verificou-se a necessidade de um acompanhamento da actividade naquele local
num prazo mais dilatado e um aumento da frequéncia de amostragens, de forma a poder
estabelecer-se com nitidez a extensdo do impacto no meio ambiente. Futuras
investigagdes do funcionamento da truticultura deverdo incluir observagdes da
utilizagfo de antibiéticos e desinfectantes.



ABSTRACT

In this work we studied environmental samples of water and sediment from a

small river of Douro’s basin, with the aim of assessing the impact of a trout aquaculture
in the environment.

Thus, we sampled upstream, near the efluent and downstream from the
aquaculture monthly, during 1 year. In the samples we tried to look for a native bacterial
comunity and analyse the shifts in the bacterial numbers and comunity structure,
following aquaculture activities. We also searched for bacteria responsible for notifiable
fish diseases.

We find to exist a limited impact of the trout aquaculture in the river, because
the increase in the bacterial numbers and the changes in the bacterial comunity structure
become, in part mitigate by the self-depuration properties of the river. We did not find
obligatory declaration fish pathogenic bacteria. We also find a non-point bacteria source
in the river.

We recommend a monitorization of the aquaculture in that place in a more
distended period of time, and an increase sampling effort in the purpose to find with
clearness the extenct of the environmental impact. Further investigations of trout
aquaculture activities in the place, should include observations of the utilization of
antibiotics and disifectants.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos Historicos

Apesar de a maior parte do planeta se encontrar coberto de 4gua, somente uma
fraccdo deste recurso é dgua doce e toda a vida depende dela. Em tempos pré-histéricos
o Homem concentrou-se em locais onde este recurso era abundante levando ao
desenvolvimento de pequenas comunidades e mais tarde de cidades. Ao longo da
Historia o Homem manteve um razoavel conhecimento acerca da necessidade de ter a
agua limpa. Em Roma construiram-se aquedutos, tinham canaliza¢des no interior das

casas e sistemas dedicados para remover as aguas residuais (Szewzyk et al, 2000).

Com a queda do Império Romano no terceiro século D.C., os padrdes da agua de
consumo e dos sistemas de tratamento de dgua da Europa tiveram um forte declinio. Em
meados do século IX cidades como Paris e Londres foram atingidas por epidemias
recorrentes de doengas provocadas por deficiéncias sanitarias e excesso de populagio,
como a colera cujo agente causal ¢ a bactéria Vibrio cholerae. Foi John Snow, um
médico londrino quem primeiro provou que o agente causador da colera € transmitido
pela contaminagdo fecal da agua. Durante o tempo de Snow a colera era o principal
“assassino” e assim continuou até ao desenvolvimento da terapia da re-hidratag¢do oral
nos anos sessenta do séc. XX; a partir dessa altura as taxas de mortalidade decresceram

de 50% para somente 1% de individuos infectados em Inglaterra (Wills, 1996).

Apesar de as primeiras descri¢des de peixes doentes terem surgido no Sec. XVII,
somente no comego do Sec. XX € que o campo da patologia de peixes se desenvolveu
(Stephen e Iwama, 1997). A maioria dos esforgos até meados do Sec. XX eram
concentrados em ) a descricdo dos parasitas dos peixes; II) a identificagdo do
microrganismo em bactéria, fungo ou virus ou IIl) a descrigdo dos tumores nos peixes

(Moller e Anders, 1986).
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No final dos anos 50, dois factores resultaram na intensificagfio das pesquisas
para a compreensio das doengas dos peixes: o desejo de usar peixes como
bioindicadores da poluigdo das dguas e o aumento da importincia do cultivo intensivo
de peixes. Apesar do notavel crescimento da nossa compreenséo de como as doengas se
desenvolvem num peixe, continua a haver um importante déficit no conhecimento da
epidemiologia, ecologia e impactos de doengas dos peixes selvagens e dos cultivados

(Stephen e Iwama, 1997).

1.2 O Ambiente Aquatico e as Bactérias

1.2.1 Papel das Bactérias no Meio Aquatico

As bactérias constituem uma parte importante do ecossistema aquatico, € o seu
papel nos processos de decomposico (Ackefords et al, 1994), como fonte de nutrigdo
(Momot et al, 1978) e finalmente como organismos biofiltradores (Malone e Burden,
1988) tem sido reconhecido. Num ecossistema equilibrado, as bactérias desempenham
um papel positivo e controlado, enquanto que um ecossistema simplificado de
aquacultura com a tendéncia para a eficiéncia pode resultar em aumentos macigos nos
numeros de bactérias que podem resultar em mortalidades frequentes (Alderman e

Polglase, 1988).

Aeromonas sp. ¢ Pseudomonas sp. sdo das mais comuns bactérias aquaticas
(Rhodes e Kator, 1994) e podem ser isoladas a partir de uma variedade de materiais
naturais (O'Leary, 1989). Estes dois grupos bacterianos foram comprovadamente
responsaveis por mortalidades em aquacultura (Alderman e Polglase, 1988), sdo

indicadoras da qualidade da agua e podem ser relacionadas com poluigéo fecal (Aradjo

et al, 1989).

A 4agua das nascentes encontra-se geralmente livre de bactérias patogénicas
humanas e o nimero de bactérias totais € baixo (Miettinen et al, 1993). Aeromonas

hydrophila é comum em aguas naturais (Pathak et al, 1988), onde os niveis de
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Aeromonas sp. podem alcangar 100 unidades formadoras de colonias por ml (Havellaar

et al, 1990; Rhodes e Kator, 1994).

Nos rios, os numeros de Aeromonas podem variar entre 10% ¢ 10°/ml (Hurst et
al., 1997). Altas densidades populacionais aparecem ligadas a poluigdo fecal e a
temperatura e proliferam em aguas residuais domésticas e industriais. Segundo Hurst et
al (1997), existem evidéncias que sugerem que uma alta propor¢do de Aeromonas em
aguas ambientais, podem produzir enterotoxinas e alguns estudos sugerem também,
uma associagdo entre infec¢Oes gastricas e Aeromonas presentes em aguas de consumo

humano.

Pseudomonas é o grupo bacteriano mais frequentemente encontrado em corpos
de agua. Contudo, a sua presenga nem sempre indica um possivel risco para a salde
publica. No entanto, algumas espécies foram ligadas a infecgdes associadas com a
exposi¢do a aguas de recreio e foram assim propostas como bactérias indicadoras da

qualidade das aguas de recreio (Hurst et al, 1997).

Amonia é convertida, num ambiente aquatico, primeiro a nitrito e depois a
nitrato pelas bactérias dos géneros Nitrosomonas e Nitrobacter. Estas bactérias devem
estar presentes em aguas naturais e também em qualquer sistema intensivo de

aquacultura.

A variabilidade nos resultados das contagens totais de bactérias notada em
diversos trabalhos, resulta do elevado dinamismo da massa de agua prospectada
(ecossistema 16tico) e da elevada taxa reprodutiva dos organismos bacterianos, ou ainda
de uma série de factores ecologicos de natureza fisico-quimica e biologica muito
variados que condicionam a composi¢do e o desenvolvimento de uma populagdo
bacteriana na agua (Clapés, 1969; Moore, 1991; Sousa, 1996; Guinea ef al, 1979;
Fidalgo, 1992) como a temperatura e outras caracteristicas fisico-quimicas da dgua e do
solo das margens, energia radiante (solar), disponibilidade de nutrientes, presenca de
bacteriofagos e de factores exdgenos a massa de agua, como a polui¢do, ou ainda a

presenga ocasional, nos efluentes das aquaculturas, de comida medicada, que pode ser
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responsavel pela selecgdo das bactérias resistentes as drogas utilizadas (Toranzo er al,

1985) e de desinfectantes usados nas pisciculturas.

A temperatura da agua influencia a diversidade da flora bacteriana. As variag¢des
da temperatura ao longo do ano podem afectar os grupos de bactérias a que os peixes

estdo expostos através da agua ou da dieta.

A temperatura da dgua tem, também, uma grande relevancia na prevaléncia das
bactérias que vivem a temperaturas altas. Escherichia coli, Klebsiella pneumonia,
Plesiomonas shigelloides e Streptococcus foram encontrados durante os meses quentes
no intestino de peixes devido ao aumento da temperatura da agua, sugerindo assim ser
esta, uma situagio de temperatura mais adequada para o crescimento destas espécies
(MacMillan e Santucci, 1990). Ocorrem também variagdes periodicas no numero de
bactérias no trato digestivo de peixes, com o numero de contagens vidveis totais a
aumentar da primavera para o vero e a diminuir para o inverno (Cahill, 1990). Além
disso, algumas bactérias fecais podem ser importadas para a dgua via mamiferos ou
aves, que podem estar presentes somente periodicamente (MacMillan e Santucci, 1990).
Baixas temperaturas ambientais podem prevenir a colonizagfo por bactérias anaerobias

em espécies como a truta arco-iris (Cahill, 1990).

1.2.2 Presenca de agentes patogénicos para o Homem

Existe uma grande variedade de bactérias. Normalmente no ecossistema, elas
contribuem para a mineralizagdo da matéria orgdnica e servem de alimento a
protozodrios, contribuindo de uma maneira fundamental para a cadeia tréfica (s6 agora
€ que se esta a dar devida importéncia a esta fonte de carbono para o ecossistema). Isto
aplica-se também ao ecossistema do nosso tubo digestivo, onde podem ser fonte de
vitaminas. Quando existem altera¢gdes ambientais importantes, como por exemplo, por
adicAo de matéria organica do exterior, algumas espécies podem dominar e tornar-se
patogénicas nessas condi¢des, da mesma maneira que se uma espécie animal dominar

um ecossistema, pode rapidamente depaupera-lo.
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De acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para a Satide em 1993 (WHO,
1993), um total de 21 microrganismos foram reconhecidos como “agentes patogénicos
perigosos transportados pela dgua”. A lista inclui agentes patogénicos humanos ha
muito tempo estabelecidos, como a Escherichia coli (E. coli) e o Vibrio cholerae, mas
também um nimero consideravel de microrganismos patogénicos mais recentes €
oportunistas como a bactéria Pseudomonas aeruginosa e o parasita Cryptosporidium
parvum (WHO, 1993). De particular interesse ¢ o nimero de epidemias para as quais os
agentes causadores permaneceram desconhecidos (Morris, 1997). Nas 1648 epidemias
registadas nos Estados Unidos da América entre 1920 e 1988, 72% eram descritas
somente como “gastroenterites”. Mesmo com as melhorias actuais nos métodos de

detec¢do, muitas epidemias continuam a ocorrer, cujo agente causal permanece

desconhecido (Craun, 1995).

1.2.3 Indicadores de Eutrofizagido

1.2.3.1 Bactérias Heterotroficas Totais

O aumento dos numeros de células de determinados grupos de bactérias pode
resultar do incremento de nutrientes trazidos pelas actividades humanas, nomeadamente
pelo uso econémico dado aos corpos de agua naturais. Porém, as mudangas na
composi¢o da comunidade bacteriana podem constituir um indicador melhor da

eutrofizacdo.

Um numero consideravel de estudos ja demonstrou uma forte relagdo entre
eutrofizagdo, actividade bacteriana e bactérias heterotroficas totais. Esta relagdo estd
bem ilustrada por um programa de monitorizagéo plurianual em sistemas estuarinos dos
Estados Unidos da América (Pedrés-Ali6 ¢ Newell, 1989), onde altas contagens
bacterianas até 3.2x10” UFC/ml tém sido registadas. Os efeitos de eutrofizagdo nas
linhas de agua decorrentes dos efluentes das industrias de criagdo de animais
(principalmente suinos), também resultam no aumento dos nimeros de bactérias
heterotréficas totais viaveis e dos indices de produtividade bacteriana (Burkholder ef al,

1997; Mallin et al, 1997), embora existam evidéncias de que outro tipo de polui¢do
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(contaminagdo por metais pesados) podem fazer baixar os nimeros de bactérias totais

(Schwinghamer, 1988).

Estes estudos sugerem que uma monitorizagdo a longo prazo das bactérias
heterotroficas totais pode ser usada como um meio fidvel de estimar o impacto na
eutrofizacdo de meios naturais resultantes de actividades antropogénicas e fornecer
pistas para a remediagfo desses impactos. Contudo, os efeitos da variabilidade normal
associada com os padrdes das estagdes do ano e de outras influéncias locais, necessitam
ser previamente definidos através de um acompanhamento a longo prazo, de forma a se
poder utilizar as densidades de bactérias heterotroficas totais como meio de estimar o

grau de eutrofizagdo do meio natural.

1.2.3.2 Bactérias Ubiquas

As comunidades indigenas microbianas s3o compostas por diferentes
agrupamentos de microrganismos. “Inputs” especificos de polui¢do associados com as
diversas utilizagdes da dgua pode resultar em mudangas na composicdo taxondmica das
comunidades aquaticas bacterianas (Lemke et al, 1997). Se estas mudangas puderem ser
consistentemente associadas com usos particulares dados a agua, entfio estes organismos
podem ser usados como indicadores especificos de determinado tipo de poluigdo.
Partindo deste ponto de vista, alguns investigadores tém comegado a investigar o efeito
dos diferentes tipos de poluigdo na abundincia de microrganismos especificos ou de

determinados grupos de microrganismos.

As bactérias pertencentes ao género Pseudomonas sdo uma componente ubiqua
dos ecossistemas marinhos e de dgua doce. Estes organismos representam um dos mais
funcionalmente diversos grupos de organismos existentes. Devido a sua versatilidade
metabdlica, um conjunto de investigadores tém notado a ocorréncia de espécies de
Pseudomonas em sistema aquatico que tém sido claramente relacionados com usos

particulares da agua e das suas margens (Lemke ef al, 1997; Guimaraes ef al, 1993).
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Assim, diversos estudos tém comparado a abundancia de certas espécies de
Pseudomonas de particular interesse incluindo Ps. aeruginosa e Ps. Putida em
ambientes poluidos e pristinos. A abundéncia de Pseudomonas, com respeito a
contaminagdes resultantes das escorréncias acidas da inddstria mineira, de componentes
fenolicas, metais pesados, hidrocarbonetos e nutrientes tém sido investigados em
ambientes marinhos, de dgua doce e estuarinos. Apesar dos resultados desses estudos,
todos indicarem que o Pseudomonas é frequentemente o mais abundante grupo de
microrganismos detectados, em geral, nfio existem muitas evidéncias da utilidade deste

grupo de bactérias como indicadores de poluigdo.

Ao contrario, um género proximo do Pseudomonas, o género Acinetobacter, tem
sido avaliado em estudos como potencial indicador de impactos antropogénicos em
ecossistemas aquaticos. Assim, como o Pseudomonas, espécies de Acinefobacter
representam um grupo de organismos metabolicamente diversos, que frequentemente
representam uma significativa fracgdo dos microrganismos isoladas em amostras,
essencialmente de 4dgua doce. Em pelo menos um desses estudos em cursos de agua
doce, espécies de Acinetobacter foram positivamente relacionados com polui¢io do rio
(Lemke et al., 1997). Nesse estudo, foi especulado que uma espécie de Acinetobacter
foi favorecida nesse rio, por causa da sua capacidade de degradar, ou pelo menos de
resistir a poluentes especificos associados a descargas de aguas contaminadas. Estes
resultados indicam um potencial aproveitamento de espécies deste género bacteriano
como indicador alternativo de poluigdo, porém ¢ necessario mais investiga¢do no

sentido de apurar a utilidade geral do género Acinetobacter como indicador.

Diversas outras espécies de bactérias, incluindo Chromobacterium tém sido
estudadas no contexto de espécies indicadoras. No entanto, os resultados destes estudos
sdo frequentemente ambiguos e, de igual forma ao descrito para o grupo Acinetobacter,
desconhece-se ainda, se estas espécies podem ser aplicadas genericamente ou se
continuardo limitadas a sitios especificos sob condi¢des definidas. A presenga e
abundéncia de indicadores alternativos, que ocorrem habitualmente no meio natural,
para a avaliagio da saude e funcionamento do ecossistema e a sua resposta a “inputs”
antropogénicos, podem ser afectados ndo somente pelas descargas das actividades

humanas, mas também, por condigdes ndo relacionadas com estas, como a variabilidade
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normal devido a sazonabilidade, ocorréncias de tempestades e caracteristicas fisico-

quimicas ambientais dos corpos de dgua.

Alternativamente, uma vez que o funcionamento dos ecossistemas €, em ultimo
caso uma propriedade emergente de complexas interac¢des entre diversas populagdes e
varidveis ambientais, é provavel que ndo existam espécies indicadoras universais e que
a monitorizagiio dos efeitos das actividades humanas nos cursos de agua, requeiram
critérios indicadores mais complexos. Por exemplo, a composi¢cdo da comunidade
bacteriana total, pode reflectir mudangas ambientais causadas por padrdes de utilizagio

dos rios e das suas margens.

1.2.3.3 Comunidades Bacterianas

O funcionamento dos sistemas microbianos depende de interacgdes complexas
entre microrganismos, condigdes abidticas e bidticas do ambiente, mecanismos
metabolicos de regulagdo e¢ adaptagdo e relagdes bioticas entre microrganismos e
organismos superiores. O grande nimero de varidveis que podem influenciar as
comunidades bacterianas, leva a que se estabelegam comunidades Unicas que reflectem
a totalidade dessas interac¢oes (Gonzalez er al., 1996). Mais, as mudangas nos padroes
ambientais que sdo de esperar pelos diferentes usos da dgua pelas popula¢des humanas,
influenciam nfo s6 o funcionamento das comunidades bacterianas, mas também a sua
composi¢do e estrutura (Hiorns et al., 1997). A questdo principal que permanece por
responder ¢ se as mudangas na composi¢do bacteriana sdo reproduziveis e previsiveis, e
possam assim ser usadas para avaliar e acompanhar os efeitos do desenvolvimento

econdémico com repercussdes nos cursos de agua.

1.2.4 A Importincia Ecologica das Bactérias Viaveis Nao Cultiviveis

Em microbiologia, os termos viavel e cultivavel sdo frequentemente discutidos.
No entanto, em anos recentes, a expressdo aparentemente contraditoria viavel-ndo-

cultivavel tem sido aplicada a células com diversos e frequentemente mal definidos
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atributos fisiologicos, as quais ndo foi ainda possivel cultivar por métodos normalmente
apropriados para esse tipo de microrganismo. O interesse renovado por este tipo de
microrganismos resulta de trés razdes principais: 1) O reconhecimento de que existem
muitas bactérias na biosfera que nunca foram propagadas ou caracterizadas em culturas
de laboratério; 2) A constatagio de que algumas bactérias ja cultivadas respondem a
certos estimulos entrando num estado de temporariamente ndo cultivadas designado de
viavel mas ndo cultivavel: 3) O desenvolvimento de novas técnicas que facilitam a
demonstragdo de actividade, integridade e composicdo das células bacterianas ndo

cultivaveis (Colwell e Grimes, 2000).

Numerosas células bacterianas de espécies normalmente cultivaveis encontram-
se no estado de viaveis porém ndo cultivaveis. A redugdo dos nutrientes disponiveis,
baixas temperaturas e outras situagdes stressantes podem levar as bactérias a entrar
nesse estado. E ainda controverso se o estado de viavel mas ndo cultivavel representa
uma forma de resisténcia ou de pré-morte das bactérias. As bactérias na agua
encontram-se frequentemente “famintas” ou em stress e nessas condi¢des s30 menos
reactivas e ocorrem na forma de células mais pequenas. Se estas bactérias forem
incubadas na presenca de nutrientes, extracto de levedura e acido nalidixico (ou

ciprofloxacina), a maquinaria celular ¢ retomada, e as células come¢am a alongar-se.

A interpretagdo ecoldgica das bactérias viaveis ndo cultivaveis na agua € muito
dificil devido a presenga de diferentes classes de células ndo cultivaveis no interior das
comunidades naturais. Uma primeira classe de células ndo cultivaveis consiste naquelas
espécies de bactérias que sdo perfeitamente cultivaveis nas condi¢des normais de
laboratorio, mas que, no entanto podem entrar num estado de ndo cultivaveis quando
sujeitas a condigdes de crescimento stressantes. Uma segunda classe de bactérias ndo
cultiviveis é representada pelas bactérias formadoras de coldnias em placas de agar ou
meio liquido com uma baixa eficiéncia. A terceira classe de bactérias ndo cultivaveis ¢
aquela que € incapaz de crescer e reproduzir-se nas condigdes tradicionais de cultura,
devido a requisitos de crescimento desconhecidos. Estas tltimas incluem a maior parte
das bactérias simbioticas e nunca foram isoladas. A sua identificacio é apenas possivel
pelas técnicas de clonagem. Todas as classes de bactérias ndo cultivaveis podem existir

nas comunidades naturais. Sendo assim, as razdes pelas quais ndo se consegue que
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determinadas células formem colénias podem ser tdo diversas como as espécies

consideradas (Colwell e Grimes, 2000).

1.2.5 Bactérias Aderidas ao Substrato

Entre os anos de 1930 e 1940 Claude Zobell investigou a afinidade das bactérias
para as superficies, o seu trabalho pioneiro marcou o inicio da pesquisa moderna dos
“biofilmes”. Os “biofilmes” podem ser descritos como células imobilizadas a superficie
¢ frequentemente embebidas numa matriz de polimeros orgdnicos de origem microbiana
(Charaklis ¢ Marshall, 1989). Nessas superficies os microrganismos encontram um
ambiente protegido de efeitos prejudiciais como por exemplo da concentragdo de
oxigénio, tratamentos por agentes antibacterianos (500 vezes mais resistentes) € do
potencial redox, constituindo assim um reservatorio potencial muito importante de
bactérias (Keevil ef al, 1993). Dai, torna-se evidente que a vida nas superficies € o modo
de existéncia dominante dos microrganismos, tornando por isso a analise da
comunidade microbiana do sedimento e das superficies, uma componente essencial de

qualquer estudo acerca da bacteriologia ambiental.

Recentemente, descobriu-se que a adesdo das bactérias desencadeia a expressdo
de um factor que suprime uma quantidade apreciavel de genes, fazendo com que as
células nos “biofilmes”, sejam fenotipicamente distintas das suas homologas
plancténicas. Cada bactéria do “biofilme” vive num micronicho adaptado, numa
comunidade microbiana complexa com homeostasia primitiva, exibindo cooperagido
metabolica e cada uma destas células césseis reage ao seu ambiente particular, de uma
forma unica diferente das células planctonicas da mesma espécie. Além do mais, todos
os aspectos do comportamento dos “biofilmes” € controlado por sinais quimicos
analogos ao das hormonas e ferormonas, que controlam o comportamento dos
organismos superiores. Esta descoberta, imediatamente levantou a excitante
possibilidade de se poder controlar o comportamento dos “biofilmes”, através da
estimula¢do ou do bloqueio por sinais analogos aqueles que nds usamos para controlar

as fung¢des do nosso proprio corpo com farmacos (Costerton et al, 1995).

11
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1.3 Doencas nos Peixes Selvagens

O papel que as doengas tm na regulagdo dos salmonideos selvagens ou de
outros peixes selvagens ¢ largamente desconhecido. A distribuigdo e o tamanho das
populagdes de peixes ¢ largamente determinada pela interac¢do das populagdes com
outros organismos € o seu meio ambiente. Predagdo, competi¢do, habitat, clima e
restrigdes ao movimento sdo alguns dos factores primordiais que determinam as
caracteristicas da populagdo (Krebbs, 1994). Uma populagéo pode crescer pelo aumento
da imigrac#o ou da taxa de nascimentos e pode decrescer pelo aumento da emigragdo ou

da taxa de mortalidade (Scott e Smith, 1994).

E dificil para muitos ecologistas aceitar que as doengas desempenham um papel
predominante na estabilidade a longo prazo das populagbes de ocorréncia natural
(Croze, 1981). As doengas podem no entanto ter um efeito negativo nas populagdes.
Pelo aumento da taxa de mortalidade ou diminuig¢do da taxa de natalidade, as doengas
podem reduzir a abundéncia da espécie e influenciar a sua distribui¢do. Doencas podem
ainda actuar como um factor dependente da densidade, que regula e restringe o numero

e o tipo de organismos, que podem viver num dado ambiente (Croze, 1981).

Em geral, os investigadores ndo conseguem quantificar o impacto das doencgas
em individuos ou populagées de peixes selvagens (Stephen e Iwama, 1997).
Normalmente, os problemas significativos relativos a doengas em peixes selvagens, sdo
largamente desconhecidos da maioria e ndo existem registos das ocorréncias.
Mortalidades dramaticas de peixes selvagens sdo muitas vezes associados a fenomenos
de alteragdes abruptas ambientais, ainda que o aparecimento de doengas infecciosas

tenham também sido registadas (Mollers e Anders, 1986, Kent e Fournie, 1993).

A razdo principal para a incerteza no que diz respeito ao papel das doengas nas
populagdes de peixes € que a interac¢do existente entre o peixe e o organismo causador
da doenga encontra-se sob a influéncia de uma grande variedade de factores ecolégicos
e ambientais. Esta variedade leva a resultados muitas vezes imprevisiveis. Dependendo

dessas condig¢des, o microrganismo pode ser inofensivo para um grupo de peixes,
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enquanto que se as condi¢des forem outras, isso pode resultar em mortalidades
massivas. A detec¢do de um agente teoricamente capaz de causar doengas ou a detec¢io
de um sintoma particular em alguns peixes, raramente séo a base para o estabelecimento

fiavel da natureza do efeito que possa ocorrer na populagdo (Stephen e Iwama, 1997).

As tentativas para estudar doengas em peixes selvagens enfrentam dificuldades
metodoldgicas, talvez a mais significativa das quais seja a dificuldade em detectar
peixes doentes na natureza. Além de que os individuos doentes sdo perdidos para os
predadores antes de que os humanos os possam apanhar (Kent e Fournie, 1993). Assim,
as amostras de peixes selvagens raramente fornecem informagéo suficiente que possa

ser extrapolada para a populagéo inteira.

Os esforgos para compreender as doengas de peixes sdo ainda complicadas pela
falta de conhecimentos de patofisiologia de muitas espécies selvagens (Kent and
Fournie, 1993). Ainda que existam diversos livros e publica¢des cientificas respeitantes
a doengas de salmonideos e de outras espécies importantes comercialmente, pouco ¢
conhecido acerca da resposta a doengas de espécies ndo comerciais sujeitas a condigdes
naturais. No que diz respeito a doengas, os peixes comportam-se de maneiras diferentes.
A possibilidade de contrairem doengas infecciosas pode diferir entre as diferentes
espécies de peixes, bem como entre subespécies. A historia natural, comportamento ¢
distribui¢do geografica de uma espécie particular podem afectar o tipo e o risco de
doengas que um peixe ird enfrentar ao longo da sua vida. Ndo € por isso razoavel
assumir que todos os peixes numa determinada area enfrentam os mesmos riscos de

doenga.

1.4 Expressao da Doenca

Existe uma variedade de classes de doengas incluindo genéticas, nutricionais, de
desenvolvimento, imunologicas, infecciosas e neoplasicas. Porém, praticamente toda a
informagdo publicada aborda a classe das doencas infecciosas, e 0s motivos para isso,

segundo Stephen e Iwama (1997), sdo: I) a maior parte da investigagdo envolve doengas
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infecciosas; II) doencas parasiticas e infecciosas sdo as mais comumente observadas em
instalagdes de aquacultura; III) os organismos patogénicos e parasiticos séo observados
tanto em aquacultura como no estado selvagem; IV) recentemente surgiu um alerta
generalizado na opinido publica acerca das questdes das doengas infecciosas no
Homem; V) As rotas potenciais de actuagdo de outras formas de doengas sdo menos

conhecidas.

E importante relembrar que a presenga de organismos patogénicos ou parasitas
ndo é equivalente a presenga da doenga e que a expressdo da doenca € o resultado de
complexas interacgdes entre agentes, hospedeiros e o ambiente partilhado (Stephen e
Iwama, 1997). Segundo estes autores, quando se pretende determinar o risco de
transmissdo de organismos patogénicos, deve-se considerar as caracteristicas do
organismo, incluindo a sua capacidade de se multiplicar € permanecer viavel na agua, o
tempo de sobrevivéncia fora do hospedeiro ¢ o nimero de unidades infecciosas
necessdrias para causar infecgdes. Devemos considerar também, factores relativos ao
hospedeiro, tais como susceptibilidade a infec¢des, exposi¢do aos organismos
patogénicos, idade, estado de saude, condigdes preexistentes ¢ condigdes de cultura.
Consideragdes ambientais devem também ser incluidas como o efeito do clima,

hidrografia e qualidade da agua.

1.5 Avaliacio dos Riscos Microbioldogicos

Doengas infecciosas constituem um grave problema para o cultivo de
salmonideos. A sua ocorréncia é mais frequentemente documentada em aquacultura do
que nos peixes selvagens. Isto levou alguns investigadores a conclusdo de que a
actividade € responsavel pela origem de doencas infecciosas nos stocks selvagens
(Hastein e Linstad, 1991). No entanto, existem poucas provas de significativos efeitos
adversos, devidos a agentes infecciosos das aquaculturas, para os peixes selvagens
(Austin e Allen-Austin, 1993). Quando as doengas realmente ocorrem nos stocks
selvagens que habitam aguas partilhadas com peixes cultivados, € dificil determinar se

os agentes infecciosos provém do meio ambiente ou das instalagdes de aquacultura

(Saunders, 1991). Com o advento de novas ferramentas de diagndstico, muitos agentes
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patogénicos tém sido descobertos. E. devido a uma maior intensidade de observagdes e
colheitas regulares de salmonideos cultivados, comparativamente com os peixes
selvagens, pode-se afirmar que doengas anteriormente néo identificadas, venham a ser
descritas em truticulturas antes de serem detectadas nos stocks selvagens (Stephen e

Twama, 1997).

Estd relativamente demonstrado que agentes patogénicos de peixes se
movimentam de peixes selvagens para peixes cultivados (Kent e Fournie, 1993; Moller
e Anders, 1986). O que ainda permanece obscuro ¢ a magnitude das doengas
transferidas na direcgdo oposta, de peixes cultivados para peixes selvagens. A questio
critica € se o aumento de exposi¢io aos agentes causadores de doengas provenientes das
truticulturas € suficiente para aumentar a ocorréncia de doengas nos stocks selvagens.
para niveis que possam pdr as populagbes de peixes selvagens em desvantagem

bioldgica.

Munro et al (1976) demonstraram que uma variedade de espécies nativas podem
adquirir doengas infecciosas a partir de peixes cultivados. Por exemplo, Yersinia ruckeri
pode ser transferida na dgua, porém, (Roberts, 1985) realizou programas de vigildncia
de peixes selvagens, a volta de aquaculturas onde se verificaram surtos da doenga da
“boca vermelha” e nfio se encontrou nenhuma prova da doenga. O aparecimento deste
microrganismo nos peixes selvagens, nos peixes cultivados e nos mamiferos aquaticos,
sugere uma fonte comum ambiental, como por exemplo aves aquaticas, as quais sio,
mais provavelmente, as responséveis pela distribui¢do do microrganismo (Collins et al,

1996).

Uma populagio de peixes selvagens pode hipoteticamente encontrar-se em risco
acrescido de patogenias endémicas se a truticultura aumentar as oportunidades de
exposi¢do dos peixes selvagens a concentragdes de agentes patogénicos vidveis capazes
de causar doengas (Stephen e Iwama, 1997). Os peixes cultivados podem espalhar no
ambiente agentes patogénicos através de uma variedade de meios incluindo mucos,
fezes, e peixes moribundos. Um estudo noruegués reforgou a ideia da importancia da
utilizagdo de fontes de agua livres de peixes cultivados. Neste estudo (Jarp ef al, 1993),

evidéncias epidemioldgicas demonstraram que o maior factor de risco para a ocorréncia
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de furunculose em peixes cultivados era o uso de 4guas contendo peixes anadromos.
Este estudo também indicou que o risco de infecgdo com furunculose sera 2 vezes maior
em instalagdes de truticulturas situadas a menos de 10km entre elas num rio. Os autores
concluiram assim, que uma alta concentragio de truticulturas infectadas com A.
salmonicida seria um importante factor de risco de infec¢dio com o organismo e
especulou que peixes portadores cultivados serdo o meio pelo qual o organismo ¢

disseminado.

1.6 Interaccdes entre Peixes Selvagens e Cultivados

1.6.1 Peixes Selvagens na Proximidade das Truticulturas

As operagdes das truticulturas, em geral, atraem organismos pelagicos e bénticos
(Iwama, 1991). O aumento da biomassa & volta das aquaculturas pode ser explicado em
parte pela presenga de peixes fugitivos (Carss, 1990), e também pela presenga de outros
peixes que sdo atraidos pelas truticulturas e podem ai encontrar comida e habitat
protector. Outros investigadores encontraram peixes predadores e ndo predadores em
numero elevado, com alta taxa de crescimento e sobrevivéncia a volta de truticulturas de
truta arco-iris (Hays, 1980; Loyacano e Smith, 1975; Kilambi et al, 1978). Observagdes
visuais e do conteido do tracto gastro-intestinal de peixes selvagens a volta das
truticulturas mostraram que os peixes selvagens ingerem comida e fezes de peixes
cultivados (Phillips et al, 1985). No entanto, pouco se sabe acerca do tempo que as
espécies migratorias passam a volta das truticulturas. Anon (1991) realizou na Noruega
um estudo que envolveu a libertagdo de salmdes cultivados e marcados

electronicamente, que sugere que os salmdes visitam outras instalagdes de aquacultura.

1.6.2 Fugas de Peixes Cultivados

Outro mecanismo para a transferéncia de doengas ¢ através de peixes fugitivos.
Como foi ja discutido, é improvavel que um peixe doente se desloque para longe depois
da sua fuga. Mais, ¢ igualmente improvavel que um peixe doente se comporte

normalmente, particularmente nas suas tentativas de encontros sociais. No entanto
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podem ocorrer para algumas doengas estados de portadores assintomaticos. Poucos
dados se conhecem acerca da quantidade de organismos patogénicos levados por estes
ultimos (O'Brien et al, 1994). Alguns autores acreditam que, no caso da furunculose,
todos os sobreviventes de uma epizootia desta natureza se tornem portadores (McCarthy
¢ Roberts, 1980). No entanto, julga-se que os peixes saudéveis portadores estejam

envolvidos na transmissdo deste microrganismo.

Problemas técnicos, particularmente a capacidade de detectar peixes portadores
com grande seguranga, tém limitado a pesquisa nesta drea e gerado resultados
conflituosos (Stephen e Iwama, 1997). Num estudo, onde uma grande proporgdo de
peixes se verificou ser portador de Aeromonas salmonicida, nunca foi relatada uma
epizootia de furunculose na truticultura de origem desses peixes (MacCarthy e Roberts,
1980). De igual modo, nunca foi detectada a furunculose em peixes selvagens num
pequeno rio canadiano, depois de um programa de dois anos de repovoamento com

trutas portadoras e trutas ndo-infectadas (MacCarthy e Roberts, 1980).

1.7 Mudancas Ambientais e a Aquacultura

A exposi¢do a um agente patogénico ndo ¢ suficiente para causar uma doenga.
Para que um agente patogénico afecte uma populagdo de peixes, algumas condigdes
devem ser reunidas: a populagdo exposta deve ser susceptivel a estirpe do agente
presente € deve haver suficiente exposi¢do ao agente patogénico que deve permanecer
viavel o tempo suficiente para causar a doenga (Stephen e Iwama, 1997). A dindmica da
populagio do agente deve ser tal que a doenga possa ser perpetuada de modo a causar
efeitos adversos na populagio (Scott e Smith, 1994). A susceptibilidade de um peixe as
doengas infecciosas aumenta bastante se alguns factores internos ou externos
comprometerem o seu sistema imunitario. Os factores de stress ambientais podem

actuar de forma a comprometer o sistema imunitario.

Nem sempre os agentes patogénicos em aquacultura sdo organismos

obrigatoriamente patogénicos (Boeger e Guimardes, 2000). Segundo os mesmos
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autores, muitas das espécies de bactérias causadoras de enfermidades em peixes sio
saprofitas encontradas naturalmente no meio ambiente. Essas espécies sdo importantes
no processo de remineralizagdo da matéria orgdnica no meio ambiente. Todavia, a
reducdo na capacidade de resisténcia “permite” a invasdo do corpo do peixe por
espécies oportunistas, causando epidemias em cultivo (Toranzo ef al, 1985; Boeger ¢

Guimaraes, 2000).

Outros organismos sio, todavia, verdadeiramente parasitas e precisam de
hospedeiro para sobreviver. Em condig¢des ideais, a densidade de agentes patogénicos
num cultivo pode ser mantida baixa, através da manuten¢éo dos mecanismos de defesa
dos peixes em niveis elevados. Adicionalmente, organismos patogénicos podem actuar
como agentes stressantes, promovendo a reducdo da capacidade de resisténcia,
“abrindo” portanto, caminhos para a invasdo do corpo do peixe para outros agentes

verdadeiramente patogénicos ou oportunistas (Boeger e Guimardes, 2000).

Segundo o mesmo autor em geral, seja qual for o meio pelo qual a resisténcia
dos peixes € reduzida, uma epizootia nunca ¢ monoespecifica, ou seja, a baixa na
capacidade de resisténcia dos peixes causada pelo stress, resulta na proliferacdo de

enfermidades provocadas por um conjunto de espécies patogénicas diferentes.

1.7.1 Factores de Stress Ambientais

1.7.1.1 Quimicos

Factores de stress ambientais incluem condi¢gdes quimicas adversas da agua.
Apesar de os poluentes serem imediatamente identificados como factores de stress
ambientais, condi¢bes extremas ou mudangas nos pardmetros de qualidade da 4gua,
como o oxigénio dissolvido, amoénia, dureza, pH, contetido e pressdo parcial de gases
podem colocar o peixe sob condi¢des de stress e levar a doenga (Meyer er al, 1983;

Wood, 1979).

Industria, actividades domésticas e agricolas podem acrescentar uma variedade

de contaminantes ao ambiente os quais podem afectar adversamente os peixes em todos
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os estados da vida. Os resultados dos estudos acerca da extensdo da produgdo de
factores de stress ambientais por parte das truticulturas variam. O oxigénio € essencial
para a sobrevivéncia. O abaixamento da pressdo de oxigénio pode afectar seriamente os
peixes. Em aguas eutrofizadas, ocorrem grandes flutuagdes no teor do oxigénio
dissolvido (Snieszko, 1974). O abaixamento do oxigénio dissolvido ocorre devido a
acumulacio de desperdicios de comida e matérias fecais das truticulturas (Parsons ef al,

1990).

A possibilidade de eutrofizagfio do ambiente associada com as actividades de
aquacultura tém sido consideradas como possiveis causas de siress nos peixes
selvagens. A produgdo de amonia, quando acima de niveis especificos, pode actuar
como factor de stress nos peixes (Stoskopf, 1993). Estudos efectuados na Noruega
mostraram que os desperdicios das truticulturas podem afectar os niveis de amonia
superficiais (Levings, 1994). Samuelsen et al (1988), mostraram que uma variedade de
gases toxicos para peixes estavam presentes nos sedimentos em redor das aquaculturas,

incluindo metano e didxido de carbono.

Outro assunto importante, relacionado com o stress ambiental devido as
truticulturas, ¢ a introdugfo de contaminantes quimicos. Os quimicos sdo introduzidos
na agua pelas aquaculturas por um conjunto de razdes, que vdo desde o controle de
agentes patogénicos até a preservagdo e protecgdo do equipamento. E provavel que os
efeitos imunosupressores resultantes das alteragdes ambientais seja mais rapidamente
notada nos stocks cativos (Stephen e Iwama, 1997). A capacidade que o peixe cativo
tem de evitar os factores de stress ambientais ¢ limitado pelo seu confinamento nas

truticulturas.

1.7.1.2 Biologicos
“Blooms™ de algas nocivas sdo exemplos do diferente efeito dos factores de

stress ambientais em peixes selvagens e nos peixes cultivados. Durante um “bloom” a

distribui¢io das algas na coluna de agua ¢ limitada. Observagdes de instalagdes de
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cultivo de salmonideos revelaram que estes tentam procurar dreas nas instalagdes com

concentragdes mais baixas de algas (Stephen e Iwama, 1997).

Como estdo confinados as fronteiras dos tanques, muitos desses peixes sdo
incapazes de escapar aos factores de stress ambientais, enquanto que o0s peixes
selvagens tém a opcdo de se mover para longe. Devido a sua capacidade de se moverem
para longe de situagdes de stress, os peixes transeuntes ou aqueles que possuem um
grande raio de acgdio, ndo passam tempo suficiente a volta das truticulturas para se
expor a quantidades suficientes de factores cronicos de stress para poderem ter impacto
na sua susceptibilidade a doenca. Contudo, se outros factores prendem o peixe a
vizinhang¢a de uma truticultura, como o territorio, ninhos, ou utilizagdo de restos de
comida, pode haver suficiente oportunidade para a exposi¢do a factores de stress

cronico (Stephen e Iwama, 1997).

1.8 Microrganismos' Patogénicos de Peixes de Declaracio

Obrigatoria

1.8.1 Aeromonas salmonicida

Esta bactéria causa uma infec¢do conhecida como furunculose e possui bacilos
curtos, Gram negativos, fermentativos, iméveis. A. salmonicida ¢ capaz de produzir,
apos 3-4 dias de incubagdo a 20-25 °C, um pigmento castanho difusivel em meios
solidos contendo triptona. Estes testes, juntamente com a ndo produgdo de acido da
xilose e da sacarose, permitem geralmente uma identificagdo presumivel desta espécie,
porém ¢ conveniente proceder também aos testes de degradacdo da gelatina (positivo),
do amido (positivo) e da ureia (negativo), da presenga de arginina deidrolase (positivo)
de oxida¢do do gluconato (negativo) e da presenga da descarboxilase da ornitina

(negativo). E de notar que esta descri¢io tipica pode variar em alguns testes (Sousa,
1996).
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A forma cronica da furunculose ¢ caracterizada por uma lesdo necrotica
profunda do musculo, o “furinculo”. A forma aguda da doenga pode ser caracterizada
por uma condi¢do difusa hemorrdgica. Histologicamente, hemorragias ¢ focos da

bactéria podem ser vistos em tecido cardiaco, hematopoiético, hepatico e guelras.

Permaneccem algumas duvidas quanto aos factores que controlam ou determinam
a disseminagdo deste microrganismo, sendo de dificil isolamento em amostras
ambientais, talvez devido a competicdo existente em culturas mistas, onde o seu
crescimento ¢ rapidamente inibido, ou ao aparecimento de um estado de laténcia em
certas condigdes ambientais (Sousa, 1996). A espécie ¢ actualmente definida como
sendo patogénica obrigatoria de peixes, e ndo se encontrando, assim, em aguas
superficiais. Normalmente, A. salmonicida ndo se consegue isolar da agua das

pisciculturas onde ocorre uma epizootia de furunculose (Sousa, 1996).

Esta espécie bacteriana pode ser transmitida horizontalmente, quer através do
contacto com peixes infectados (doentes ou portadores), de agua contaminada ou de
utensilios utilizados na piscicultura (Sousa, 1996). Ainda segundo este autor, a
transmissdo vertical nunca foi demonstrada, embora a bactéria tenha sido isolada dos
produtos sexuais de peixes infectados. Por isso, recomenda-se a desinfecgio prévia dos

ovos transferidos para areas livres da furunculose.

1.8.2 Yersinia ruckeri

Yersinia ruckeri é o agente etiologico da doenga da “boca vermelha”, uma
doenga de peixes observada pela primeira vez, por Rucker, no inicio da década de 1950,
no vale de Hagerman, no Estado de Idaho (Estados Unidos da Ameérica), onde causou
perdas econdmicas importantes nas pisciculturas de truta arco-iris (Sousa, 1996). Esta
doenca ocorre geralmente nos salmonideos e € particularmente problematica em trutas

arco-iris.

O microorganismo tem a seguinte descrigdo: bacilos rectilineos ou ligeiramente

encurvados, tendo, em média, 1,5 a 3um de comprimento ¢ 0.5 a lum de largura,
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embora se possam observar formas filamentosas em culturas velhas (mais de 48 horas a
25 °C) (Ross ef al, 1966; Romalde, 1992; Austin e Allen-Austin, 1993; Furones ef al.,
1993); Gram negativos, moveis (dependendo da temperatura de incubagdo) com
flagelagdo peritrica, fermentativos, oxidase negativos, e ndo produtores de pigmento,
tendo sido classificado na familia Enterobacteriaceae (Ross et al., 1966), por esta
razio, passou a chamar-se “Enteric Redmouth Bacterium”, mais tarde confirmado por
Ewing ef al. (1978) ao efectuar estudos de hibridagdo de DNA. Ewing ef al. (1978)
classificaram a bactéria no género Yersinia, como Y. ruckeri (em homenagem a R. R.
Rucker), devido a percentagem G+C, cujo valor em Y. ruckeri (47.5-48,5%) se

encontrava dentro do intervalo observado em Yersinia (46-50%).

Y. ruckeri permanece, porém ainda hoje, “uma espécie bacteriana em busca de
um género melhor como lugar final” (Farmer ef al., 1985, in Romalde, 1992). Assim,
embora parega ndo haver duvidas de que as estirpes conhecidas desta espécie pertencem
a familia Enterobacteriaceae, é necessario que estudos adicionais venham a demonstrar
se esta bactéria pertence a outro género ja estabelecido ou se sera suficientemente

diferente para justificar a criagdo de um género novo (Furones ef al., 1993).

Waltman e Shotts (1984) desenvolveram um meio (SW) selectivo/diferencial
para Y. ruckeri, o qual contém Tween 80, sacarose e azul de bromotimol. A distingdo de
Y. ruckeri neste meio baseia-se na capacidade desta bactéria de hidrolisar o Tween 80 e
na sua incapacidade de fermentar a sacarose. As colonias desta bactéria no meio SW sio
pequenas e aparecem de cor verde palido (devido a ndo fermentagdo da sacarose) e
circundadas por uma zona de hidrélise do Tween 80 (esta hidrdlise € visualizada pela
formagdo de um halo de deposigio de complexos oleato-célcio a volta da coldnia, pelo

que € necessario a presenga de CaCl2 no meio).

Para os seus autores, 0 meio SW tem ainda, as vantagens de ser tdo sensivel
como o Agar de MacConKey e como o TSA para o crescimento de Y. ruckeri, ser barato
e facil de preparar. No entanto, nem todos as estirpes de Y. ruckeri hidrolisam o Tween

80 e, portanto, as interpretagdes dos resultados obtidos terdo de ser feitas com muito

cuidado (Sousa, 1996).
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O sistema miniaturizado API 20E, desenvolvido para uso em medicina humana,
tem sido usado em muitos estudos de Y. ruckeri, com uma modifica¢do das condigdes
de incubagdio (temperatura e tempo) (Rintamaki er al., 1986; Dear, 1988; Davies e
Frerichs, 1989; Romalde & Toranzo, 1991; Romalde, 1992; Furones ef al., 1993; Santos
et al., 1993; Sousa, 1996). Embora este sistema seja rapido e conveniente para a
identificagdo de Y. ruckeri, é necessaria uma interpretagdo cuidadosa dos perfis
resultantes, uma vez que algumas reac¢Oes diferem das obtidas com testes
convencionais (Stevenson & Daly, 1982; Davies & Frerichs, 1989; Dear, 1988;
Romalde & Toranzo, 1991; Romalde, 1992; Furones ef al., 1993).

Em 12 amostragens mensais efectuadas em duas truticulturas galegas, Romalde
et al., (1994) detectaram um nivel de infecgdo cronico, com picos de detecgdo de Y.
ruckeri nos periodos de fim da Primavera-inicio do Verdo (meses de Maio e Junho) ¢
Outono (meses de Setembro e Outubro). Também Rodgers (1991) refere que varias
truticulturas britdnicas tém sofrido epizootias da doenga da boca vermelha (ERM) todos
os anos desde a sua confirmagéo inicial, e que estas epizootias ocorrem principalmente
entre os meses de Abril e Setembro. Por outro lado, Romalde et al. (1994) verificaram
que o aumento dos numeros de Y. ruckeri detectados nas amostras de agua e de
sedimento coincidiu com o isolamento da bactéria a partir de peixes, aparentemente

saudaveis, amostrados em diversos tanques das truticulturas.

A transmissdo da doencga ocorre horizontalmente, através da agua (Sousa, 1996).
Embora Y. ruckeri possa ser isolada facilmente dos reprodutores infectados aquando da
desova, a sua transmissdo vertical ainda ndo foi demonstrada, e essa possibilidade
parece ser praticamente nula quando, apos a fertilizagfo, se procede a desinfeccéo dos

ovos com iodoforos (Busch, 1983; Romalde, 1992; Furones et al., 1993).

Num estudo laboratorial, Hunter er al. (1980) demonstraram que os peixes
portadores constituem uma importante fonte de infeccdo quando se encontram em
condicdes que lhes provocam stress. As trutas arco-iris portadoras de Y. ruckeri que os
autores sujeitaram a stress térmico (elevando a temperatura para 25 °C) transmitiram a
bactéria a exemplares saudaveis, ao contrario do que se verificou com trutas portadoras

que ndo foram submetidas ao stress.
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Outros possiveis reservatorios de Y. ruckeri, podem ser outros animais nos quais
esta bactéria tem sido encontrada em grandes numeros. Estes possiveis disseminadores
da ERM incluem peixes selvagens (Willumsen, 1989) ou ornamentais (McArdle e
Dooley-Martyn, 1985; Austin & Allen-Austin, 1993), invertebrados aquaéticos entre os
quais o caranguejo do rio (Austin & Allen-Austin, 1993) e, mesmo, animais terrestres
nomeadamente aves e mamiferos (Stevenson & Daly, 1982; Willumsen, 1989;

Romalde, 1992; Austin & Allen-Austin, 1993; Furones ef al.. 1993).

Austin & Allen-Austin (1993), referem subsistir alguma controvérsia sobre a
ecologia de Y. ruckeri, que por uma lado é considerada como sendo uma bactéria
saprofita aquatica normal e, por outro lado, incapaz de viver livremente na agua por
extensos periodos de tempo apesar de poder sobreviver durante 2 meses no sedimento.
No entanto, outras experiéncias referidas por estes autores demonstraram que este
microrganismo foi capaz de sobreviver durante 4 meses em dgua com salinidades entre
0 e 20%o (a sobrevivéncia em agua do mar era menor), o que implica que Y. ruckeri ¢
capaz de sobreviver na coluna de dgua (doce) durante um longo periodo de tempo apds
a ocorréncia de uma epizootia de ERM. Também Romalde et al (1994) isolaram Y.
ruckeri num local de um rio situado 15 Km a jusante de uma truticultura, o que levou os
autores a especular que, por um lado, a bactéria poderia ser uma espécie nativa,
encontrada no rio em condi¢des naturais, que infecta os peixes das instalagdes aquicolas
através da 4dgua que entra nestas, ou, por outro lado, a presenga desta espécie bacteriana
no rio resulta da introdugio nestas instalagdes de trutas sem um controle sanitario
adequado. Estes autores concluem que o seu trabalho demonstrou que a presenga de Y.
ruckeri na dgua e no sedimento se estendeu ao longo de todo o ano de amostragens e,
consequentemente, existe um risco de epizootias quando ocorrem as temperaturas e/ou

condigdes de stress que favorecem o desenvolvimento do microrganismo.
No entanto, Busch (1983) e Thoesen (1994) ndo consideram que Y. ruckeri tenha

uma ocorréncia ubiqua. Barja e Toranzo (1988) admitem que esta bactéria seja habitante

do tubo digestivo dos peixes, do qual ¢ expulsa para o meio ambiente através das fezes.
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2. OBJECTIVOS

Neste trabalho propde-se a avaliagdo do impacto de uma truticultura na
comunidade bacteriana de um pequeno rio, designadamente através do estudo dos
grupos bacterianos presentes nas amostras ambientais, do seu nimero ¢ da sua variagao

sazonal.
O presente trabalho procura determinar se os grupos bacterianos detectados sdo,
de um modo geral, similares aos referidos na generalidade dos trabalhos publicados

sobre este assunto.

Procura também determinar se os grupos detectados nas amostras de sedimento

reflectem, em qualidade e abundancia, os detectados nas amostras de agua.

Finalmente, pretende-se saber se nos grupos bacterianos detectados se incluem

aquelas espécies cuja declaragéo € obrigatoria.

Pretende-se assim, observar o impacto da actividade da truticultura no rio, no

que diz respeito a exposi¢do a factores de risco de doengas no ambiente.
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Capitulo 3.
MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Objecto de Estudo

Este trabalho tem como objecto de estudo um pequeno rio da Bacia
Hidrografica do rio Douro, onde estd instalada uma exploragdo de aquacultura que se

dedica ao cultivo de trutas, da espécie truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss).

Estes exemplares encontram-se em instalagdes do tipo “raceways”, que
consistem em séries de tanques de betdo colocados paralelamente, partilhando as
paredes interiores. A truticultura, que se encontra localizada paralelamente ao rio, numa
cota superior, € alimentada de agua através de um canal que deriva do proprio rio e, por
gravidade, vai percorrendo sucessivamente as séries de “raceways” colocadas em

terracos corrente abaixo, até ser descarregada novamente para o 110.

O arejamento ocorre entre os “raceways” a medida que a agua flui por uma
conduta existente na saida de cada série, que distribui a agua na proxima série de
“raceways’ através de uma cascata de agua. Na truticultura encontram-se também
alguns tanques circulares de ago-inox com o fundo cénico para mais facil remocdo das

lamas.

Nestas instalagdes alguns exemplares permanecem durante todo o seu ciclo de
vida, uma vez que as instalagdes estdo equipadas com incubadoras para os ovos, e
possui tanques onde se encontra uma populagdo de reprodutores, enquanto outros sdo
transferidos para outra truticultura para crescimento e engorda. Periodicamente,

verifica-se a importagdo de ovos dos E.U.A. e do Reino Unido.
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3.2 Tipos de Amostras

Foram recolhidos dois tipos de amostras, sedimento e agua, em trés locais
predeterminados, um dois quais a montante da truticultura no local de onde parte o
canal que conduz a dgua do rio para as instalagdes, a cerca de 200m a montante destas
(ponto 1), outro, junto da ultima saida do efluente que transporta a dgua da truticultura
de volta ao rio (ponto 2), por wltimo, foram recolhidas amostras a jusante, a cerca de

1,5Km da truticultura (ponto 3).

Cada amostragem consistiu na recolha de agua e de sedimento em cada um dos
locais predeterminados da seguinte maneira: a dgua foi recolhida a cerca de 15 cm
abaixo da superficie, em frascos de 100 ml esterilizados, e o sedimento recolhido no

fundo do rio, a cerca de 1 metro da margem, em frascos de 100 ml esterilizados.

Ambos os tipos de amostras foram transportados para o laboratério em
recipiente isotérmico, onde foram imediatamente processadas, ou entdo guardadas em
frigorifico (4°C) para serem processadas dentro, no maximo de 24 horas, quando o seu

processamento imediato ndo foi possivel.

Paralelamente a recolha das amostras, determinou-se a temperatura da agua em
cada um dos locais. Os valores de outros pardmetros foram determinados (Branco,
dados ndio publicados). No entanto, este trabalho encontra-se atrasado, pelo que ndo €

possivel apresenta-los.

3.3 Procedimento

Pesou-se 10 g de cada amostra de sedimento, em condigdes assépticas, numa
caixa de papel de estanho estéril, de seguida, colocou-se num matraz com 90 ml de soro

fisiologico estéril. Agitou-se fortemente e deixou-se repousar durante 5 minutos.
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As amostras de agua e sedimento foram entdo, submetidas, assepticamente, a
dilui¢des decimais seriadas, em soro fisioldgico estéril. De seguida, procedeu-se,
igualmente em condigdes de assepsia, ao espalhamento de 0,1 ml de indculo de cada
diluigio numa placa com os meios de cultura utilizados (Plate Count Agar ¢ meio

diferencial para Yersinia ruckeri SW).

3.4 Isolamento de Bactérias

Para o isolamento e conservagfo das bactérias, foram utilizados os seguintes

meios de cultura.

3.4.1 Plate Count Agar

Para a pesquisa de bactérias heterotroficas viaveis aerdbias/anaerdbias
facultativas foi utilizado o meio de cultura Plate Count Agar (PCA, Merck). E um meio
isento de substincias inibidoras e de indicadores, concebido essencialmente para a
determinacio do numero de bactérias vidveis em agua, leite, produtos lacteos,

alimentos, etc.

As placas de PCA foram incubadas a 22-25°C durante 48-72 horas. Apos este
tempo de incubagdo, procedeu-se, nas placas de PCA, a contagem do nimero total de
colénias, bem como do numero de coldnias de cada um dos tipos morfologicos
presentes. Estas contagens realizaram-se naquelas placas que possuem entre 30 e 300

colonias.
Seguidamente, efectuou-se o isolamento de uma colonia representativa de cada

um dos tipos morfologicos encontrados, repicando-a para uma placa de PCA até a

obtenc¢do de uma cultura pura.
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3.4.2 Shotts-Waltman

Nas placas de SW, sdo efectuadas as contagens do numero total de colonias
presentes e do niimero de colonias de cor verde (sacarose negativa), oxidase negativas e
apresentando um halo de precipitagdo do Tween 80 (presumiveis Y. ruckeri). A
caracteristica distintiva do meio SW é-lhe conferido pela capacidade da Y. ruckeri

hidrolizar o Tween 80 e pela sua incapacidade de fermentar a sacarose.

As placas de SW foram incubadas a 22-25°C durante 48-72 horas. Todas estas
colénias foram isoladas, procedendo-se posteriormente a sua identifica¢do. Todas as

estirpes bacterianas isoladas foram conservadas, a 15°C, em Motility Stock Medium.

Tabela 1- Composi¢do dos meios de cultura preparados por componentes (quantidades

necessarias para preparar 1 litro de cada um dos meios).

Motility Stock Medium SW

Bacto-casitona 10g Tryptona 2g

Extracto de levedura 3g Extracto de levedura 2g

NaCl 5¢g NaCl 5g

Agar 3g CaCl,.2H,0 0,1g
Agar 15g
Azul de bromo thymol 0,03g
Tween 80 (polyoxtethylene sorbitan
mono-oleate Sigma P1754) 10ml
Sacarose (0,5g/ml) 10ml

3.5 Caracterizac¢ao Fenotipica

Uma vez obtidas as culturas puras, sera feita a caracterizagdo morfoldgica,

fisiologica e bioquimica das bactérias isoladas, utilizando os sistemas miniturizados API
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20E e API 20NE (bioMérieux) e os seguintes métodos convencionais (Austin & Allen-
Austin, 1993; Board et al., 1992; Romalde, 1992; Smibert & Krieg, 1994):

1. Forma/Mobilidade

Observacdo directa ao microscopio (ampliagdo 400X — 1000X) de uma gota de uma
cultura em fase exponencial em soro fisiologico, regista-se a mobilidade/imobilidade ¢ a

respectiva forma.

2. Reacgiio Gram

Por espalhamento de uma pequena por¢do de uma cultura em meio solido sobre uma
gota de KOH a 3% (método de Buck, 1982) regista-se as culturas que apresentam
viscosidade, como Gram —, ¢ as bactérias que ndo apresentam viscosidade quando

misturadas com o KOH a 3%, como Gram + .

3. Oxidase

Colocando uma porgio de uma colénia bem isolada, proveniente de uma cultura fresca
em placa, sobre papel de filtro previamente impregnado com uma solugdo aquosa a 1%
de tetrametil-p-fenilenediamina. O desenvolvimento imediato (menos de 10-15
segundos) de uma coloragdo violeta indica a presenga da enzima citocromo-oxidase

(reacgdo positiva);

4. Catalase

Recolhendo, com um instrumento ndo metédlico, uma colénia, bem isolada, de uma
cultura fresca da bactéria e suspendendo-a em peréxido de hidrogénio (H202) a 3%
numa placa de Petri esterilizada. A formag8o de bolhas gasosas € indicadora da presenca

da enzima;
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5. Oxidacio/Fermentacio (O/F)

Utilizando o meio basal de Hugh & Leifson (Smibert & Krieg, 1994) (Difco),
suplementado com glucose a uma concentragéo final de 1%. Cada estirpe bacteriana é
inoculada em dois tubos com este meio semi-sélido, com uma pipeta Pasteur, sendo um
deles colocado em condig¢des de anaerobiose através da deposi¢cdo de uma camada
(cerca de lcm de espessura) de parafina liquida estéril. Também serdo incubados dois
tubos controle: um com o mesmo meio, mas sem glucose; o segundo, contendo a

glucose, mas ndo tendo sido inoculado com a bactéria.

Apo6s o periodo de incubagdo, os resultados serdo interpretados do seguinte
modo: a) se apenas o tubo sem parafina estiver acidificado (cor amarela), o metabolismo
da bactéria sera considerado como sendo oxidativo (reacgdo O); b) se ambos os tubos
desenvolverem a cor amarela (sofrerem acidificago), entdo a bactéria sera considerada
como sendo capaz de fermentar o agucar (reac¢do F); ¢) se nenhum dos tubos se
encontrar acidificado, a bactéria sera considerada como sendo incapaz de catabolizar a

glucose.

6. Descarboxilacio de Aminoacidos

Utilizando o meio base de Moeller (Smibert & Krieg, 1994), conjuntamente com o0s
aminoacidos L-arginina, L-lisina e L-ornitina a uma concentragdo final de 1%. A
presenca de turvacdo, acompanhada de alcalinizagdo do meio, apés um periodo de 48
horas a 22-25°C (em anaerobiose) indicam a presenca das enzimas arginina- deidrolase,

lisina-descarboxilase e ornitina-descarboxilase respectivamente.
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4. RESULTADOS

Na tabela 2 encontram-se resumidos os valores das contagens do niimero total

de unidades formadoras de coldnias encontrados na dgua e sedimento ao longo das

amostragens mensais.

Tabela 2- Nameros totais de Unidades Formadoras de Col6nias encontradas durante todo o

periodo de amostragens. Estes resultados estio expressos em UFC x 10° bactérias/ml no caso da

4gua e em UFC x 10° bactérias/g no caso do sedimento. O tracejado na tabela significa placas

contaminadas com fungos, nas quais, ndo foi possivel fazer uma contagem do nimero de UFC.

PONTO 1 PONTO 2 PONTO 3

Agua Sedim. |Agua Sedim. |Agua Sedim.
Setembro 99 | -- 154 6.7 376 7.8 593
Outubro 2.1 32 2.5 955 2.2 380
Novembro 3.4 -- 20.5 192 -- 10,2
Dezembro |1 50 25,3 57 0.8 33
Janeiro 0.4 - 1 - 1,1 -
Fevereiro 0.9 24 1,6 - 0,7 --
Margo 0,8 93.8 0.9 184,5 1.8 720
Maio 2,5 164 2.3 2075 34 401.,5
Junho 0.9 68 3] - 3.3 245
Julho 4.1 404.,5 4.9 540,5 15,6 670
Agosto 4.3 235 40,3 -- 4,3 --
Setembro 00 |3.3 240,8 38,5 607 5 374

Como se pode verificar pela andlise da tabela 2, os numeros totais de unidades

formadoras de colonias encontradas no sedimento sdo largamente superiores aos

encontrados na agua.
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Podendo observar-se uma grande variabilidade nos resultados, uma analise mais
detalhada a estes, pode-nos revelar alguns dados importantes para o nosso estudo. Como
¢ 0 caso do niimero superior de bactérias vidveis contadas & saida da truticultura (ponto
2), no sedimento em relag@io aos outros dois pontos de amostragem. Na agua, também se
registou uma tendéncia para o aumento do numero de bactérias a saida do efluente da
truticultura, particularmente quando comparados com as contagens no ponto 1. No
entanto, existem resultados dissonantes em relagfo a este padrdo, como o ocorrido no
més de Julho na dgua em que a contagem foi claramente superior no ponto 3, situado a

1,5km a jusante da truticultura, em relagéio aos outros dois pontos de amostragem.

Também se regista nas amostras de Margo ¢ Maio uma quantidade superior do
nimero de bactérias no ponto 3 em relagdo ao ponto 2 no sedimento ¢ na dgua, um facto
com algum relevo ja que a tendéncia geral é a do numero superior de bactérias no ponto

2 em relagio aos outros dois locais de amostragem do sedimento.

Nota-se, ainda pela andlise da tabela 2 um abaixamento do niimero de bactérias
viaveis na agua durante os meses de inverno (Dezembro, Janeiro, Fevereiro, Marc¢o),
com a excepedo da colheita no ponto 2 no més de Dezembro, que apresenta um valor
algo elevado e da colheita de Junho no ponto 1, que apresenta um valor semelhante aos

encontrados no Inverno.
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Grafico 1 — Temperaturas verificadas ao longo do ano na dgua do rio

As contagens mais elevadas no ponto 1 foram obtidas, no sedimento, no més de
Julho (4x10° UFC/g)e na 4gua durante os meses de Julho (4,1x10° UFC/ml) e Agosto

(4.3x10° UFC/ml), coincidentes com os meses de temperatura mais elevada (Figura 1).

No ponto 2, a contagem mais elevada na agua foi obtida durante o més de

Agosto (4x10* UFC/ml), e no sedimento durante o més de Outubro (9,5x10° UFC/g).

No més de Julho foi obtido o valor mais elevado na agua no ponto 3 (1,6x10*
UFC/ml), enquanto que no sedimento deste ponto, as contagens de Margo (7’,2);105
UFC/g) e de Julho (6,7x10° UFC/g) sdo as mais elevadas.

Nas tabelas 3 a 14 encontram-se resumidos os grupos bacterianos detectados na
agua e no sedimento nos 3 locais de amostragem ao longo do periodo de estudo de

Setembro de 1999 a Setembro de 2000 e a respectiva percentagem.

Na tabela 3 referente a amostragem de Setembro de 1999, podemos observar

uma predominancia generalizada de 4eromonas nos 3 pontos de amostragem, somente
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interrompida no ponto 3 na 4gua, onde também as Enterobacteriaceae predominam. A
predominancia de Aeromonas ¢ mais significativa na dgua a saida da truticultura (ponto
2). Encontra-se também presente uma quantidade apreciavel de Flavobacterium no

sedimento do ponto 3.

Na tabela 4, na amostragem referente a Outubro, podemos verificar uma
predominancia do grupo Staphylococcus-Streptococcus no sedimento do ponto 1 e do
ponto 3 e de Aeromonas no ponto 2, significativa €, ainda, a presenca de Bacilos Gram

+ no sedimento.

Na 4gua, nota-se uma predominéncia repartida entre os Bacilos Gram + ¢ as
Aeromonas no ponto 1 e no ponto 3 € uma predominancia acentuada de Bacilos Gram +

na agua do ponto 2.

Na tabela 5 na amostragem de Novembro, podemos verificar a existéncia de
predominéncia das Pseudomonas em todos as amostras ¢ uma quantidade assinalavel de
Aeromonas no ponto 2 no sedimento. No ponto 1 no sedimento e no ponto 3 dgua néo

foi possivel produzir uma contagem valida do nimero de colonias.

Na tabela 6, na amostra do més de Dezembro, encontramos uma predominéancia

de Pseudomonas nas amostras de sedimento e de Aeromonas na agua.

Em Janeiro (tabela 7) predominam as Aeromonas, no ponto 1 e no ponto 3 no
sedimento, e o Flavobacterium ¢ Aeromonas no ponto 2. Na dgua, no ponto 1 € no
ponto 2 predominam as Aeromonas, no ponto 2 existe também uma quantidade

assinalavel de Bacilos Gram + e no ponto 3 de Pseudomonas.

Na tabela 8 durante o més de Fevereiro, detectou-se uma predominéancia de
Pseudomonas no sedimento do ponto 1. As placas de PCA contendo inéculos do
sedimento do ponto 2 e do ponto 3 encontravam-se contaminadas por fungos, razéo
pela qual ndo foi possivel efectuar contagens e isolamentos em alguns locais ao longo

do periodo de amostragens.
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No ponto 1 e no ponto 3 na dgua, o grupo mais abundante foi as Aeromonas, no
ponto 1 existe também uma grande percentagem de Enterobacteriaceae . No ponto 2 na

agua existe uma predomindncia indiscutivel de Enterobacteriaceae (81,2%).

Na tabela 9 encontram-se resumidos os tipos bacterianos encontrados durante o
més de Marco e a sua abundancia relativa, através da tabela notamos um acentuado
predominio de Enferobacteriaceae na dgua. Enquanto que no sedimento, o predominio
¢ do grupo Acinetobacter-Moraxella no ponto 1, de Flavobacterium e Aeromonas no

ponto 2 e de Aeromonas e Enterobacteriaceae no ponto 3.

Na tabela 10 encontram-se os grupos bacterianos encontrados durante o més de
Maio, durante este més detectou-se um predominio de Aeromonas na agua no ponto 2 e
no ponto 3. No ponto 1 as Aeromonas existem em igual quantidade com o grupo

Staphylococcus-Streptococcus.

No sedimento o predominio € repartido entre o grupo dos Bacilos Gram + e das
Enterobacteriaceae, sendo este Gltimo mais abundante no ponto 2 € no ponto 3 € o

primeiro no ponto 1.

Na tabela 11, na amostragem do més de Junho, ocorreu um predominio

generalizado de Aeromonas tanto na agua como no sedimento.

Nota-se, pela analise da tabela 12 uma dominancia de Pseudomonas no

sedimento, embora com efectivos importantes de Aeromonas.

Na agua, distingue-se uma dominancia de Flavobacterium no ponto 1 e 3 e de

Aeromonas no ponto 2.

Na amostragem de Agosto (tabela 13), no ponto 1 no sedimento, encontramos
uma predomindncia de Aeromonas e de Bacilos Gram +, e de Pseudomonas no ponto 3.
No ponto 2, ndo foi possivel proceder a contagem e isolamento de bactérias. No ponto 1
na agua verificamos existir um predominio de Pseudomonas, e de Aeromonas e

Pseudomonas nos pontos 2 € 3.
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Na tabela 14, na amostragem referente ao més de Setembro de 2000 no
sedimento do ponto 1 e 3, predominam as Aeromonas e no ponto 2 as Pseudomonas.
Embora se note, uma quantidade significativa de Pseudomonas no ponto 1 no

sedimento.

Na agua. nota-se uma domindncia acentuada de Pseudomonas no ponto 1, e uma
dominancia ligeira de Aeromonas no ponto 2 sobre as Enterobacteriaceae, e de

Enterobacteriaceae sobre as Aeromonas no ponto 3.

Apesar de se ter utilizado um meio de cultura proprio para a sua detec¢do (SW),
algumas presumiveis Yersinia ruckeri detectadas, vieram atraves dos testes API 20E, a
revelar-se como espécies pertencentes aos géneros Enterobacter, Serratia € Kluyvera.
Entre as bactérias presumivelmente Yersinia ruckeri, foram encontradas diversas
Enterobacteriaceae entre elas Serratia marcescens (API20E: 5317561), Enterobacter

aerogenes (API20E: 5305573) e Kluyvera spp.(API20E: 5344573).
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Tabela 3 — Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do meés de
Setembro de 1999. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem Grupos bacterianos detectados (percentagem)

'Pseudomonas (6,3%
= Flavobacterium (5,4%) _ ':f' '5:’ :
Acinetobacter-Moraxella (3, 6%)

- | Enterobacteriaceae (3, 4%}
| outras (n#o identificadas) (22 5%)
A4eromonas (658%)
Flavobacterium (14,2%)
_ _Enterobacterzaceae (12%
e Pseudomonas (0,7%)
| Outras (nfio identificadas) (7,3%)
Aeromonas (63,8%)
Flavocccterium (27,7%)

accus-Streptococeus (3, 4%

Outras (nao 1dent1ﬁcadas) (5,1%)

PIA

Aeromonas (78,4%)
Flavobacterium (9%)

tococeus (2,2%)
Outras (ndo identificadas) (10.4%)

| Enterobacteriaceae (31%
- | Aeromonas (29%)

e Flavobacrermm (13 5%)

Staphylococcus Streptococcus (7 7%)

P3A

Chmmobacterzum (0,6%)
Outras (ndo identificadas) (11,7%)
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Tabela 4- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Outubro de 1999. P1S-Sedimento do ponto 1, PZS—Sedimengo do ponto 2, P35-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem

Grupos bacterianos detectados (percentagem)

| Pseudomonas (12,5%
i Aeromonas (12,5%)
Acinetobacter-Moraxella (12,5%)

Bacﬂos Gram + (18,8%)

Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) (6 2%)

fi' ' PZS

Aeromonas (46%)

Bacilos Gram + (24,8%)
| Staphylococcus-Streptococcus (11,8%)

Outras (nz”io identiﬁcadas) (17 4%)

Acmetobacter-Momxella (10,5%)
Qutras (ndo 1dent1ﬁcadas ) (14.5%)

- P1A

Aeromonas (30%)
Bacilos Gram + (29,4%)
Pseudomonas (13,4%)

Staphylococcus Streptococcus§:(8 5%)
Enterobacteriaceae (6.8%)
Outras (ndo identificadas) (11,9%)

Enterobacteriaceae (12,3%)

'Aeromonas (16, 8%)

Staphylococcus Srreprococcus (1 0 8 /n)...
Outras (ndo identificadas) (8 6%)

Flavobactermm (0,7%)

Bacilos Gram + (39,3%)
Aeromonas (34 4%)

Outras (ndo identificadas) (20,6%)
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Tabela 5- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Novembro de 1999. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)

. P1S

Pseudomonas (33,9%)
| Aderomonas (27,2%)

- P2s

Flavobacterium (9
| Micrococcus (2,6%) N

= Staphylococcus-Streptococcus (1,3%)
| Outras (ndo identiﬁcadas) (25,4%)

. Flavobacterium (‘16,7%) |

| Aeromonas (4,9%) i
StaphylococcuS-Streptococcu? (4 9%)

| Micrococcus (1.9%)

: :é Outras (ndo idénﬁﬁcadas) (9,8%)

Pseudomonas (41 1%)
Flavobactermm (19, 1%)
| deromonas (5,9%) i

| Micrococcus (5,9%)

P1A

= ;Staphylococcus-Slreptococcus (2 9%)

Outras (ndo identificadas) (25, 1%)

1 Pseudomonas (6} ,9%)
Aeromonas (6, 8%)

1 Ffavobacterzum (4 s |
'Acmetobacter- Moraxella (3 9%)

Micrococcus (2 6%)

Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) (20 7%)

 P2A

P3A s
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Tabela 6- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Dezembro de 1999. P1S- Sedimento do ponto 1, P2S- Sedimento do ponto 2, P3S-Sedimento do

ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A- Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Aeronfonas (71,4%)
‘Pseudomﬂnas (18 9% .
Oﬁuas (nfo 1dent1ﬁcadas) (9,7%)
Aeromonas (34%)
Pseudomonas (292%) .

a7
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Tabela 7- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Janeiro de 2000. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem

Grupos bacterianos detectados (percentagem)

|

P

P1S £
P2S -
73S - e g
Aeromonas (54,9%)
_ . |Bacilos Gram + (19,5%)

Pseudomonas (6,1%) saEey

Aeinetabucter-Morrella (2 A%)

P2A

| Aeromonas (3l1 2%)

| Bacilos Gram + (25,6%)

Outras (nfo identificadas) (17,1%)

Pseudomonas (14,6%)
: Aeromonas (35,8%)
: Pseudomonas (26,3%)
P3A . - I
Bacilos Gram + (189%)

Acinetobacter- Moraxella (8,8%)

| Outras (ndo identificadas) (10,2%)
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Tabela 8- Grupos bacterianos detectados ¢ respectivas percentagens na amostragem do més de
Fevereiro de 2(}00. P1S-Sedimento dor ponto 1, PZS-Sedimeqto do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Acmetob”c'zérer:Moraxelia' (7.1 %)
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Tabela 9- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Margo de 2000. P1S- Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3S- Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A- Agua do ponto 2, P3A- Agua do ponto 3.

Local de Amostragem

Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Bacilos Gram + (8, 3%)
Enterobactenaceae (5 9%)

EAcmetobacfer-MwaxelIa 3. 59%)

Bacilos Gfam + (5, S%)
Outras (nao 1dent1ﬁcadas) (21 7%)

Bacilos Gram + (4.2%)

Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) (8. 3%)

Enterobacteriaceae (A4%)
Aeromonas (3 O%)

~|Bacilos Gram + (23, 8%)” -

| Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) tl; 7%) -

Entero

Aeromonas  (21,5%)
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Tabela 10- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més
de Maio de 20()0. P1S-Sedimento do ponto 1, PZS-Sedimen'to do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem

PIS

Bacilos Gram + (37,8%)

Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Emerobacteridceae (32,9%)

Aeromonas (16

Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) (13%)

_Enterobactenaceae (44, 8%)
Bacilos Gram + (35%) |

Aeromonas _(5','1 %)

Outras (ndo identiﬁcadas) (15 1%)

P3S

iy Bacilos Gram + (31%)

Aeromonas (22,3%) -

Outras (ndo 1dent1ﬁcadas) (5, 6%

| Acinetobacter-Moraxella (9 7%)
QOutras (ndio. 1dent1ﬁcadas_f)”.:(l 6.,7%)

Aeromanas (29%)

Staphylococcus Streprococcus (29%)
Enterobacterlaceae (15, 6%) -

Outras (nﬁo 1dentzﬁcadas} (6,1%)

Aeromonas (75 5%)

Acinetobacter-Moraxella (18 4%)

_A_eromonas (81,3%) _
| Acinetobacter-Moraxella (7 8%)

Outras (néo 1dent1ﬁcadas) (8,5%)
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Tabela 11- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més
de Junho de 2000. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)

)

= .Outras. tnao i '.er.lti.ﬁcadas.;) (41 0.1%)
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Tabela 12- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més
de Julho de 2090. P1S-Sedimento do ponto 15 P2S—Sedimen,t0 do ponto 2, P3S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem

Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Pseudomonas (49,6%)
Aeromonas (31,1%) |

| Outras (ndio identificadas) (19,3%)

P2S

Outras (néo 1dent1ﬁcadas) (4, 6"/ '

| Pseudomonas (50,1%)

Aeromonas (31,4%)

Enterobacteriaceae (13,9%)

Aeromonas (20,9%)

Pseudomanas (49,3%)

Enterobacteriaceae (1 0 4%)

PIA

= Flavobactermm (31 2%)

| Enterobacteriaceae (12,6%)
. .Lacrobaczllus (9%)
T Aeromonas (7,3%)
Acinetobacter-Moraxella & 5%)
. Outras (nifo identificadas) (7,9%)

P2A

| Qutras (néo identiﬁg;g,das) (10

: Aeromonas (34,1%)
- ;Enterobactemaceae e
= I Flavobacterium (13%)
| Pseudomonas (12,6%)

Lactobacillus (7,6%)

P3A

_:Aeromo’has 2%

Flavobacterium (35;7%)

| Enterobacteriaceae (16, 9%)

Pseudomonas (14,8%)

Outras (néo identificadas) (1 1 6%
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Tabela 13- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més
de Agosto de 2000. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S- Sedimento do ponto 2, P3S- Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A- -Agua do ponto 2, P3A- Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)

Bacilos Gram 4+ (20 8%)

PSeIiédorri;)'hlas (37,8%)

Enterobactertacede (3,6%)“

Pseudomonas (33,6%)

Aciﬁéiobacter«Moraxella (3,6%)
Bacilos Gram * (2,4%) -
Outras (ndo idéntiﬁcadas) (6,9%)
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Tabela 14- Grupos bacterianos detectados e respectivas percentagens na amostragem do més de
Setembro de 2000. P1S-Sedimento do ponto 1, P2S-Sedimento do ponto 2, P3 S-Sedimento do
ponto 3, P1A- Agua do ponto 1, P2A-Agua do ponto 2, P3A-Agua do ponto 3.

Local de Amostragem |Grupos bacterianos detectados (percentagem)
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Analisando de uma forma global, quanto aos grupos de bactérias
predominantes, a tabela 15 representa as respectivas percentagem anuais de dominancia

em cada um dos pontos, por tipo de amostragem.

Na 4gua no ponto 1 (P1) encontramos o grupo Aeromonas como o mais
frequente (54,5%), seguidas do grupo das Pseudomonas (27,2%), Enterobacteriaceae

(9,1%) e Flavobacterium (9,1%).

Na saida da truticultura (P2) na agua os grupos dominantes foram Aeromonas

(66,7%); Enterobacteriaceae (16,7%), Bacilos Gram + (8,3%) e Pseudomonas (8,3%).

A jusante da truticultura (P3) na &4gua dominaram Aeromonas (54,5%);

Enterobacteriaceae (27,2%), Bacilos Gram + (9,1%) e Flavobacterium (9,1%).

No sedimento, a montante da truticultura (P1) predominaram Aeromonas
(45.,4%). Pseudomonas (27,3%), Staphylococcus-Streptococcus (9,1%), Acinetobacier-
Moraxella (9,1%) e Bacilos Gram + (9,1%).

Na saida da truticultura (P2) no sedimento predominaram Pseudomonas

(44,4%), Aeromonas (22,2%), Flavobacterium (22,2%) e Enterobacteriaceae (11,1%).
A jusante da truticultura no sedimento do ponto 3 predominaram Aeromonas

(45,4%), Pseudomonas  (36.4%), Staphylococcus-Streptococcus — (9,1%) e

Enterobacteriaceae (9,1%).
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Tabela 15— Grupos de bactérias predominantes e respectivas percentagens ao longo das
amostras anuais. Na tabela encontra-se a razio entre o niimero de vezes em que determinado
grupo foi predominante, sobre o total das amostras em cada um dos locais ao longo do ano.

Amostra Local Grupos de bactérias Percentagem
predominantes anual (%)
Aeromonas 54,5
Pl Pseudomonas 27,2
Enterobacteriaceae 9,1
Flavobacterium 9,1
Aeromonas 66,7
Agua P2 Enterobacteriaceae 16.7
Pseudomonas 8.3
Bacilos Gram + 8.3
Aeromonas 54,5
Enterobacteriaceae ot
P3 Bacilos Gram + 9,1
Flavobacterium 9,1
Aeromonas 454
Pseudomonas 2713
Pl Staphylococcus- 9.1
Streptococcus
Acinetobacter-Moraxella 9.1
Bacilos Gram + 9,1
Sedimento Pseudomonas 44 4
P2 Aeromonas 222
Flavobacterium 222
Enterobacteriaceae 11,1
Aeromonas 45,4
Pseudomonas 36,4
3 Staphylococcus- 9,1
Streptococcus
Enterobacteriaceae 9.1
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Capitulo 5.
DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

De uma forma geral, os resultados condizem com a bibliografia consultada,
nomeadamente no que diz respeito as contagens totais de bactérias viaveis, que se
verificou serem superiores no sedimento em relagdo a agua em 1, 2 ou mesmo 3
logaritmos decimais. Para tal, veja-se Guinea et al (1979), onde se afirma que se a dgua
superficial apresentar um numero total de células da ordem de 10* bactérias/ml, a
contagem com uma lidmina submergida pode alcangar cifras bastante superiores.
Continua o autor dizendo que “estes valores sdo explicaveis pela importancia adaptativa
da aderéncia das bactérias”, que podem aderir as particulas de sedimento e outras
estruturas, formando “biofilmes”, onde encontram condigdes mais favoraveis de vida.
Guinea et al (1979) refere ainda a importdncia de se identificar a comunidade
microbiota aderida as superficies, pois se é importante, sob o ponto de vista sanitario,
controlar as bactérias transportadas pela 4gua, ndo ¢ menos importante situar as
caracteristicas da comunidade microbiota autdctone identificando as bactérias aderidas
as superficies, o que, se assim ndo fosse, levaria a uma subestimacéo tanto da variedade

como do numero de células bacterianas envolvidas no ecossistema.

O maior numero de células bacterianas encontradas no sedimento, pode resultar
também, do aumento de matéria orginica existente no sedimento em relagéo a agua, o

que resulta num aumento de nutrientes disponiveis para a reprodugéo das bactérias.

Tal como em Cahill (1990), uma varia¢do sazonal foi notada neste trabalho, no
numero de bactérias viaveis isoladas ao longo do ano, tendo aumentado da Primavera

para o Verdo e diminuido no Inverno, sem no entanto, existir um padrdo muito nitido.

Dos resultados (tabela 2), nota-se uma tendéncia para uma maior densidade
bacteriana junto do efluente da truticultura (ponto 2), e uma menor densidade no ponto
1 no rio, na entrada da 4gua para a instalagdo de aquacultura. No ponto 3 verifica-se

uma contagem total de bactérias vidveis intermédia entre aquelas do ponto 1 € do ponto
2.
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Uma possivel explicagfio para o facto de existir um aumento do nimero de
bactérias nomeadamente na Primavera pode estar relacionado com o caudal do rio, que
nessa altura do ano se encontrava no seu valor médio. Na altura em que se da a transi¢éo
dos caudais maximos para os médios com a diminui¢do da pluviosidade, ocorreu um
transporte de bactérias ¢ material orgdnico das margens e dos tributarios do rio e uma
diminuigdo do efeito de diluigdio, com a consequente concentragio das bactérias

existentes no rio.

Verifica-se também, existir alguns picos no numero de bactérias nos meses de
Outono, por exemplo em Qutubro e nos meses de Setembro de 1999 e Setembro de
2000, o que pode estar relacionado com as bactérias heterotroficas, que decompdem
matéria organica e podem ter aumentado nessa altura do ano devido a queda de folhas

das arvores das margens do rio.

A explicagdo que julgo ser mais razoavel acerca da diferenca nos dados das
amostras de Setembro de 1999 e Setembro de 2000 onde ndo se constatou uma
concordancia de valores no numero de bactérias encontradas e, de igual forma,
verificou-se existir na composigdo das comunidades encontradas diferencas
significativas, reside provavelmente no facto de que as bactérias ndo provém de um
inico ponto de contaminagdo microbiolégica do rio, que neste caso € a truticultura, mas
tém antes, uma origem difusa ao longo do rio, por este atravessar uma regido onde

existem povoagdes e muita agricultura e silvicultura.

Provavelmente a variabilidade existente nos resultados das contagens totais de
bactérias (tabela 2), é consequéncia principalmente do elevado dinamismo do
ecossistema l6tico ¢ da elevada taxa reprodutiva das bactérias, bem como da

temperatura ¢ presenga ocasional de poluigéo.

O grupo bacteriano Aeromonas foi o mais frequentemente detectado quer a
montante, quer a jusante do ponto de descarga do efluente, com a excepgéo, dificil de
explicar, do sedimento do ponto 2, local onde predominou o Pseudomonas. Em
contraste, apesar das espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae terem

predominado na agua, em alguns meses do ano, em todos os locais de amostras
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seleccionados, tal ndo aconteceu no sedimento onde nunca predominaram a montante da
truticultura. Na agua, o seu numero foi sempre superior nos pontos de amostragem a
jusante do que a montante, podendo indiciar algum impacto da truticultura no meio

ambiente, através da ampliagdo do numero de Enterobactérias.

O inesperado predominio de Pseudomonas no sedimento do ponto 2, talvez se
deva a natureza do material amostrado, que neste local era constituido por particulas
com dimensdes um pouco superiores as dos outros dois locais de amostragem (por ser
localizado perto da parte superior de uma queda de agua, onde se forma algum
turbilhdo). Entre as particulas do sedimento neste local, fica retida uma maior
quantidade de ar do que nos outros locais, criando assim um ambiente mais favoravel ao

desenvolvimento de bactérias oxidativas como é o caso das Pseudomonas.

A tendéncia para um aumento do numero de bactérias no rio, junto ao efluente
das aquaculturas, é um facto geralmente aceite pela maioria dos investigadores, embora
as consequéncias deste aumento sejam discutiveis. Para Fidalgo (1992), que realizou
estudos para determinar o impacto de truticulturas no numero de bactérias em rios do
norte de Portugal, via coliformes fecais, Streptococcus fecais e bactérias heterotroficas
totais, ndo comprovou o efeito das mesmas no desenvolvimento das populacdes
bacterianas, apesar de ter salientado a necessidade do acompanhamento da truticultura e

da sua relag@o com a massa de agua.

Também Austin e Allen-Austin (1985) ndo encontraram mudangas significativas
nas populagdes bacterianas de duas salmoniculturas analisadas. As contagens eram
geralmente mais elevadas na dgua do efluente do que a entrada da instalagdo, mas

estavam dentro dos limites normalmente associados com a agua doce.

Podemos, mesmo assim, assumir que as descargas organicas provenientes das
truticulturas estimulam a concentra¢fo e a produgdo de bactérias no sedimento e na
dgua, embora exista pouco trabalho de investigagio publicado acerca desta matéria. A
acumulacdo de matéria orgénica no sedimento junto das truticulturas pode levar ao

aumento da mineralizagio e dos niveis de nutrientes causado pela proliferacdo de
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bactérias heterotroficas e proteoliticas, com o consequente aumento do nimero de

blooms fitoplanctonicos (Penczak ef al, 1982).

Nio se verificaram grandes oscilagdes qualitativas no tipo de bactérias
predominantes encontradas nos 3 pontos de amostragens. Tal como em Nieto er al
(1984), na agua junto do efluente da truticultura nota-se uma maior tendéncia para o
aparecimento de bactérias fermentativas, normalmente associadas com as aguas de
cultura de trutas e com o trato digestivo destas. No entanto, no sedimento do mesmo

local, tal tendéncia néo foi registada.

Verifica-se, tal como Nieto er al (1984) num trabalho onde foi estudada a agua
antes da entrada em truticulturas na Galiza, serem os grupos Pseudomonas e Aeromonas
os grupos predominantes, tendo sido também isolados Enterobacteriaceae e
Flavobacterium em alguns meses. Tal tendéncia foi também verificada neste estudo, e
generalizada para a agua e sedimento da saida da truticultura, € também nas amostras a
jusante no rio. Nestes 3 locais foi possivel verificar uma presen¢a ubiqua dos grupos
Aeromonas e Pseudomonas, enquanto que os restantes grupos se limitam a uma

presen¢a menos expressiva e limitada a alguns meses.

No sedimento a montante e a jusante (pontos 1 e 3) da truticultura verifica-se
uma coincidéncia do tipo de bactérias predominantes, indicando existir populagdes
bacterianas estabelecidas naquele meio no rio, e que, passada a perturbacdo causada
pela truticultura, os mecanismos de auto-depuragdo do rio encarregam-se de repor as
caracteristicas iniciais do mesmo, pelo menos qualitativamente, ja que, no que diz
respeito ao namero de bactérias, o rio, corrente abaixo, vai sofrendo um aporte de
materiais e de nutrientes, que juntamente com as bactérias sdo arrastados em direc¢ao a

foz, causando assim um aumento do nimero de bactérias crescente no sentido desta

(Clapés, 1969; Guinea ef al, 1979).

Assim, verifica-se pela analise da tabela 2, que durante os meses de Primavera
ocorreu um aumento acentuado do nimero de bactérias vidveis no ponto 3,

comparativamente aos outros dois pontos, o que podera ser explicado pela menor taxa
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de renovagio da agua nesses meses, traduzindo-se num acréscimo gradual de nutrientes

no rio em direcg¢do a foz.

De notar, também, o predominio em alguns meses nos pontos 1 e 3, de cocos
Gram +, fermentativos do grupo Staphylococcus/Streptococcus, de bacilos Gram + e de
estirpes do grupo Enterobacteriaceae tanto no sedimento como na dgua, o que podera
significar uma degradagdo da qualidade da dgua (Nieto ef al, 1984), proveniente de
aglomerados populacionais ou de actividades agricolas, que poderdo colocar em
sitnagdo de stress aumentado, as populacdes de trutas cultivadas naquele local,

despoletando assim o aparecimento de mortalidades.

Nas amostras ambientais colhidas durante o ano em que se realizou este estudo
ndo se isolaram bactérias, como Yersinia ruckeri ou Aeromonas salmonicida. Varios
autores, no entanto, referem a dificuldade em isolar o agente etiologico da doenga da
furunculose como (Roberts, 1985; Austin e Austin, 1993). (Roberts, 1985) indica que,
apesar de o microorganismo poder ser transferido através da dgua, em vigilancias de
peixes selvagens 4 volta de aquaculturas com peixes infectados, ndo foram detectadas

evidéncias da doenca.

Em amostras ambientais, este microorganismo mostrou ser dificilmente isolavel,
como o refere (Nieto ef al, 1984) quando afirma que algumas bactérias patogénicas de
peixes, entre elas a Aeromonas salmonicida, ndo é geralmente encontrada em agua livre
de peixes doentes ou portadores saudaveis, e ¢ considerada como patogénica

obrigatdria.

Determinar a magnitude do impacto de um efluente de uma aquacultura
intensiva em aguas receptoras é nitidamente um esforco complexo. Porque ao contrario
das experiéncias levadas a cabo em aquarios onde as pressdes selectivas sdo diferentes,
e onde ndo existe a predagdo, que pode alterar a mortalidade devida as doengas
(McVicar, 1997); os ecossistemas sdo multidimensionais, com uma vasta quantidade de
factores possiveis de serem examinados; neste caso, os dados raramente sdo completos.
A maior parte dos resultados ¢ aberta a interpretagdes conflitantes, ou podem, no melhor

dos casos, ser ambiguos.
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Phillips (1987) indica que a degradag@io no sedimento de massas de agua doce
resultantes da cultura intensiva é menos prejudicial para os peixes do que em ambientes
marinhos. Taylor ¢ Perrin (1989) concluiram que existem poucas indicagdes de impacto
em peixes selvagens de culturas de salmonideos em dgua doce. Algum aumento ¢ de
esperar na densidade de peixes a volta das truticulturas de forma a consumir alguma
comida ndo ingerida pelos peixes cultivados. Peixes selvagens sdo muitas vezes vistos
em altas concentragdes rodeando as operagdes das aquaculturas de agua doce
(Rosenthal et al, 1995; Iwama, 1991). Este aumento do mimero e da biomassa de peixes
nas imediagdes da truticultura pode ser um factor de agravamento e de disseminagéo de

doengas provenientes desta.

Os grupos bacterianos detectadas neste estudo (tabelas 3 a 14), sdo os
observadas em trabalhos similares, estando normalmente presentes no meio aquatico,
embora o seu nimero e abundincia relativa sofram varia¢des resultantes das influéncias
do meio envolvente ao rio e, também da truticultura. Assim, verificou-se ocorrer algum
impacto da piscicultura estudada na perturbagio nas comunidades bacterianas
autdctones existentes ao longo do rio, nomeadamente no sedimento junto a saida do
efluente da truticultura; no entanto, constata-se que o rio em direc¢do a foz vai

corrigindo esse impacto da actividade humana.

Os efeitos do aumento do numero de bactérias causado pela truticultura ¢
compensado pela auto-depuragfo, que repde os valores normais existentes no rio, para
tal contribuindo a orografia dos terrenos atravessados pelo rio, onde se faz sentir um
declive acentuado, com inUimeras cascatas de agua, que contribuem para a oxigenagdo
da agua, impedindo, assim, algum fenémeno de eutrofizagdo mais grave que se possa

verificar.
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Capitulo 6.
CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

Deste trabalho retiram-se as seguintes conclusdes:

» Os grupos bacterianos presentes no rio sdo os habitualmente encontrados em
estudos similares que tratam dos ecossistemas de agua doce.

» Os grupos Aeromonas ¢ Pseudomonas sdo os mais importantes em termos de
nameros de células bacterianas encontradas no rio.

» As contagens de bactérias aumentaram da Primavera para o Verdo e
diminuiram para o Inverno.

» O nimero de bactérias encontradas no sedimento foi superior ao verificado
na agua, devido essencialmente, a quantidade de matéria orgénica existente
nos sedimentos ¢ as propriedades de aderéncia das bactérias,

» Verificou-se uma tendéncia para o aumento do namero de bactérias junto da
saida do efluente da truticultura, comparativamente com os outros dois locais
de amostragem.

» No sedimento do rio analisado parece encontrar-se estabelecida uma
comunidade bacteriana predominante constituida pelos seguintes grupos, por
ordem de importincia: Aeromonas, Pseudomonas, Staphylococcus-
Streptococcus.

» As bactérias patogénicas de peixes de declarag@o obrigatoria ndo foram

isoladas nas amostras ambientais colhidas ao longo do ano.

‘;J’

Ocorre no ecossistema estudado algum impacto produzido pela truticultura,
traduzido nomeadamente na ampliagdo do numero de bactérias,
particularmente enterobactérias, e pela alteragdo da estrutura da comunidade
bacteriana local, porém nota-se pelos resultados obtidos no ponto 3, que esse

efeito é compensado pela auto-depuragéo do rio.
Devido as caracteristicas de reprodugio das bactérias, do elevado dinamismo do

rio prospectado ¢ das caracteristicas da actividade de piscicultura no que diz respeito as

descargas do efluente. Fazem-se as seguintes recomendagdes:
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Analisar um maior nimero de amostras provenientes do rio € um
acompanhamento do impacto da actividade num prazo mais dilatado, de
forma a se poder tirar conclusdes acerca da extensdo desse impacto no
funcionamento do ecossistema.

Investigar o impacto desta industria nas diferentes componentes ambientais
dos sistemas que utiliza, nomeadamente no que se refere as utilizagdes de
antibioticos e de desinfectantes toxicos.

Reforcar o estudo do estabelecimento de aquacultura, nomeadamente a

analise das taxas de parasitismo e de patologias.
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8. ANEXOS

Nas figuras seguintes mostra-se na forma de grafico os resultados obtidos.
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