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Ecotoxicidade e Eficácia da Oxitetraciclina e do Florfenicol contra Infecção Experimental 

por Aeromonas hydrophila e Aspectos Histopatológicos em Pacu (Piaractus mesopotamicus)  

 

Resumo 

Um dos problemas da aqüicultura é a ocorrência freqüente de infecções por parasitos e 

bactérias, principalmente em sistemas de criação intensiva. Entre os antibióticos, a oxitetraciclina 

(OTC) e o florfenicol (FFC) são os mais usados para tratar infecções causadas por bactérias em 

peixes. Os objetivos foram estimar a concentração letal 50% (CL50;48h) da OTC (Terramicina®) 

e do FFC (Aquaflor®) para o pacu (Piaractus mesopotamicus), classificar a OTC e o FFC pelo 

risco de intoxicação ambiental; determinar a dose eficaz de OTC e de FFC administrada na ração 

para o controle da infecção por  Aeromonas hydrophila em pacu; avaliar o efeito da diluição da 

OTC e do FFC nas variáveis de qualidade de água durante os testes de toxicidade e durante o 

tratamento e avaliar as alterações histopatológicas após o tratamento com OTC e FFC. Para os 

testes de toxicidade aguda os animais (peso entre 0,5 e 1,0 g) foram expostos a 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5 

mgL-1 de OTC ou a 600,0; 700,0; 800,0; 900,0 e 1000,0 mgL-1 de FFC e um tratamento controle. 

A OTC e o FFC foram classificados pela toxicidade aguda e pelo risco ambiental de acordo com 

as classes de valores de CL50;48h. Para o tratamento de infecção induzida por A. hydrophila (3.0 

x108 bactéria.mL-1), foram realizados dois testes, um com OTC (110,0; 140,0 e 170,0 mg.Kg-1) e 

outro com FFC (5,0; 10,0 e 15,0 mg.Kg-1). Os tratamentos foram três concentrações de cada 

antibiótico, um controle sem infecção e um com infecção. Para análise histopatológica foram 

coletados fragmentos de brânquia, fígado, rim e pele dos peixes após o tratamento com os 

antibióticos. As variáveis de qualidade de água registradas diariamente foram pH, temperatura, 

condutividade elétrica e concentração de oxigênio dissolvido, nos testes de toxicidade aguda e 

durante os testes de concentrações curativas. Nos testes de toxicidade aguda, a CL50;48h 

estimada de OTC para o pacu foi 7,6 mgL-1 e de FFC > 1.000 mgL-1. A OTC reduziu a 

concentração do oxigênio dissolvido durante os testes de toxicidade aguda e é de baixo risco de 

intoxicação ambiental para o pacu. O FFC é sem risco de intoxicação ambiental para o pacu e não 

altera as variáveis de qualidade da água. O FFC é eficaz na concentração de 10,0 mg kg-1 de 

ração para o controle de A. hydrophila em pacu e a OTC, em concentração de até 170,0 mg kg-1 

de ração, não é eficaz. A OTC e o FFC inclusos na ração não alteraram as variáveis de qualidade 

de água durante o tratamento. A A. hydrophila causou lesão na epiderme, derme e musculatura e 
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fusão lamelar, edema subepitelial, aneurisma, hipertrofia e hiperplasia de células mucosas, 

cloreto e de revestimento das brânquias. A A. hydrophila e a administração dos antibióticos 

causaram hipertrofia dos hepatócitos, porém não causou alteração no rim. 

Palavras-Chave: antibióticos; doenças; ecotoxicidade; terapia. 
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Ecotoxicity And Effectivess of the Oxytetracycline and of Florfenicol against Experimental 

Infection of Aeromonas hydrophila and Histophatologicals Effects in Pacu (Piaractus 

mesopotamicus) 

 

Abstract 

One of the main problems of modern aquaculture is the occurrence of infection of farmed fish by 

parasites and bacteria, especially in intensive systems. Among the antibiotics, the oxytetracycline 

(OTC) and the florfenicol (FFC) are the most commonly used to treat infections caused by 

bacteria in fishes. The objective was to estimate the 50% lethal concentration (LC50, 48h) of 

OTC (Terramycin®) and of the FFC (AQUAFLOR®) for the pacu (P. mesopotamicus), classify 

the OTC and FFC of according the assessment risk and to determine the effective concentration 

of OTC and of FFC administered in feed for control of Aeromona  hydrophila in pacu; to 

evaluate the effect of dilution of OTC and of the FFC in variables in water quality during toxicity 

tests and for treatment and to evaluate the histopathological changes after treatment with OTC 

and FFC. For acute toxicity tests the animals (weighing between 0.5 and 1.0 g) were exposed to 

7.0, 7.5, 8.0 and 8.5 mg.L-1 OTC or 600.0, 700 , 0, 800.0, 900.0 and 1000.0 mg.L-1 of FFC and a 

control treatment. The OTC and the FFC were classified for acute toxicity and for environmental 

risk of according with the ranking of value of LC 50;48h. For the treatment of A. hydrophila 

induced by experimental infection (3.0 x108 bactéria.mL-1), were carried out two tests, one with 

OTC (110.0, 140.0 and 170.0 mg.Kg-1) and another with FFC (5.0; 10.0 and 15.0 mg.Kg-1). The 

treatments included three concentration of antibiotic, a control without infection and a with 

infections. For histopathological analysis were collected gill tissue, liver, kidney and skin of fish 

after the treatment of bacterial diseases with antibiotics. The water quality variables were 

recorded daily pH, temperature, electrical conductivity and dissolved oxygen in acute toxicity 

tests and during treatment. In tests of acute toxicity, the LC50;48h estimated of OTC for pacu 

was 7.6 mg.L-1 and of FFC> 1000 mg.L-1. The OTC reduced the concentration of dissolved 

oxygen during the tests for acute toxicity is of low assessment risk for pacu. The FFC is without 

assessment risk for pacu and he does not change the water quality variables. The FFC is effective 

in concentration of 10.0 mgkg-1 feed to control A. hydrophila in pacu. The OTC in concentrations 

of up to 170.0 mg.kg-1 of diet is not effective for control of A. hydrophila in pacu. A A. 

hydrophila caused damage to the epidermis, dermis and muscle and lamellar fusion, subepithelial 
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edema, aneurysm, hypertrophy and hyperplasy of mucous cells, chloride and coating the gills. A 

A. hydrophila and administration of antibiotics caused hypertrophy of hepatocytes, but not caused 

change in the kidney 

 

Keywords: antibiotics; diseases; ecotoxicology, terapy 
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1 INTRODUÇÃO 

Um dos principais problemas da aqüicultura moderna é a ocorrência de infecções por 

parasitos e bactérias, principalmente em sistemas intensivos (Cruz, 2005). As parasitoses e 

bacterioses destacam-se como importantes fatores limitadores da produtividade, pois provocam 

atraso no crescimento e altas taxas de mortalidade (Ranzani-Paiva et al., 1997).  

Os agentes com potencial patogênico (bactérias, fungos, protozoários ou metazoários) 

estão presentes no ambiente aquático, na pele e no sistema digestório dos peixes (Roberts e 

Bullock, 1980). Quando os organismos são submetidos a estresse, como em criações intensivas, 

ocorre imunossupressão, desencadeando as enfermidades causadas por agentes oportunistas 

(Martty, 1986). 

Entre os fatores estressantes incluem alta densidade de estocagem, temperaturas elevadas, 

mudanças bruscas de temperatura, traumatismos decorrentes de manejo, baixa concentração de 

oxigênio dissolvido na água, condição nutricional deficiente, e infecções por fungos ou parasitos 

que contribuem para as mudanças fisiológicas e aumento da suscetibilidade à infecções (Aoki, 

1999). 

Ceccarelli et al., (1990) relatam a ocorrência de colunariose (Flavobacterium columnaris) 

em alevinos de pacu (Piaractus mesopotamicus) nas pisciculturas do CEPTA entre 1983 e 1990. 

Békési (1992) cita a morte de peixes de várias espécies, inclusive de pacu na região Nordeste do 

país, causada por septicemia provocada por Aeromonas sp. e por Flavobacterium spp. Souza et 

al. (1996) descrevem a presença de Pseudomonas, Xanthomonas, Flavobacterium, Acinetobacter, 

Moraxella, Micrococus, Enterobacteriacea e Vibrio em pacu, curimbatá e tambaqui no Estado de 

São Paulo. 

As bactérias do gênero Aeromonas pertencem à família Aeromonadaceae e são 

encontradas em diversos hábitats. As espécies que causam doenças em peixes incluem: A. 

hydrophila, A. veronii, A.sobri, A. cavie, A. allosaccharophila e A. salmonicida. Esta última é a 

única do complexo que não é móvel e é um patógeno obrigatório (Griffin et al., 1953; Austin e 

Austin, 1987). 

A A. hydrophila é um bastonete móvel Gram-negativo que causa septicemia hemorrágica. 

Esta doença apresenta lesões superficiais, como petéquias, exoftalmia e internamente, pode haver 

acúmulo de líquido ascítico, anemia e necrose no fígado e rins (Austin e Austin, 1987). 
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A expansão da aqüicultura tem por conseqüência o aumento da utilização de produtos 

químicos para o controle de parasitos e bactérias. Entre os antibióticos, a oxitetraciclina (OTC) e 

o florfenicol (FFC) são os mais usados para tratar infecções causadas por bactérias oportunistas 

em peixes (Rigos et al., 2005). Estes dois antibióticos são utilizados na terapia e profilaxia de 

bacterioses em humanos, em medicina veterinária que inclui a prática da aqüicultura, para tratar 

infecções causadas por bactérias Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al., 2006). 

Os antibióticos podem ser administrados adicionados à ração ou em banhos de imersão. A 

utilização na alimentação é mais conveniente, pois a quantidade necessária de antibiótico nesse 

tipo de tratamento é menor que a utilizada diretamente na água e o resíduo gerado para o 

ambiente também é menor (Ferreira et al., 2007). 

A OTC tem amplo espectro de ação contra as bactérias de peixes (Barragy, 1994). A OTC 

é eficaz no tratamento de colunariose e aeromonose (Bullock et al., 1986; Thomas-Jinu e 

Goodwin, 2004; Andrade et al., 2006).  

O FFC é eficaz contra a infecção por A. salmonicida subsp. salmonicida, A. hydrophyla, 

F. psychrophilum,  Yersinia ruckeri e Vibrio anguillarum (Fukui et al., 1987; Nordmo et al., 

2006).  

Esse antibiótico é caracterizado por alta biodisponibilidade em peixes, boa penetração nos 

tecidos e rápida eliminação (Horsberg et al., 1996), todas as características importantes para uma 

substância ser utilizada no tratamento de animais, como peixes, produzidos para o consumo 

humano. 

Poucos países dispõem de estatísticas abrangentes a respeito da quantidade de fármacos 

veterinários utilizados nas diversas criações animais (Díaz-Cruz e Barceló, 2007). No entanto, 

estima-se que mais de 70% dos fármacos utilizados na medicina veterinária sejam agentes 

antibióticos (Thiele-Bruhn, 2003).  

Há necessidade de estudos sobre os possíveis efeitos que o uso de antibióticos podem 

causar nos tecidos dos organismos após o tratamento. Alguns autores observaram diminuição do 

tecido hematopoiético dos rins, imunossupressão e necrose do fígado após o uso de OTC (Bruno, 

1989; Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough, 2009). 

Os produtos utilizados na produção animal podem chegar ao ambiente aquático de forma 

direta no tratamento de doenças dos organismos de criação, ou de forma indireta, por meio de 

lixiviação desses compostos oriundos da produção animal. Dessa forma é necessário conhecer os 
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possíveis efeitos que estes produtos podem causar nos organismos não alvo e nos ambientes 

aquáticos que os antibióticos são aplicados. 

No Brasil, há poucas informações sobre as concentrações de antibióticos e como devem 

ser administrados na produção aquícola. Os antibióticos são usados de forma indiscriminada com 

lançamentos em grandes quantidades nas pisciculturas e nos corpos hídricos. As informações 

sobre o monitoramento da concentração e do impacto ambiental, especialmente, em relação à 

toxicidade aguda, risco de intoxicação das espécies de criação e possíveis efeitos adversos do 

tratamento são escassas. Assim, é necessário o desenvolvimento de protocolos de tratamento 

específicos para as espécies neotropicais, como o pacu (Piaractus mesopotamicus), muito 

utilizado em criações no Brasil. 

Este trabalho apresentou ampla abordagem sobre os antibióticos oxitetraciclina e 

florfenicol no tratamento de infecção experimental por A. hydrophila, para estabelecer a 

concentração eficaz no combate a infecção e as conseqüências estruturais dessa infecção. 
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2 OBJETIVOS 

 Objetivaram-se com este trabalho: 

1) Determinar a toxicidade aguda (CL(I)(50;48h) dos antibióticos OTC (Terramicina®) e FFC 

(Aquaflor®) para o pacu (P. mesopotamicus); 

2) Classificar a OTC e o FFC pelo risco de intoxicação ambiental para o pacu; 

3) Avaliar o efeito da diluição da OTC e do FFC nas variáveis de qualidade de água durante os 

testes de toxicidade aguda; 

4) Determinar a concentração eficaz da OTC e do FFC, administrados na ração, no controle da 

bacteriose causada por A. hydrophila em pacu após inoculação experimental; 

5) Avaliar o efeito da administração de ração com OTC e com FFC nas variáveis de qualidade de 

água durante o tratamento; 

6) Avaliar as alterações histopatológicas em brânquia, fígado, rim e pele de pacu (P. 

mesopotamicus) após o tratamento da infecção experimental por A. hydrophila com OTC e FFC; 
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3 REVISÃO BILIOGRÁFICA 

 

3.1 Aeromonas hydrophila 

Dentre os vários patógenos, as bactérias constituem o grupo de agentes etiológicos que 

causam as maiores perdas econômicas na aqüicultura (Frerichs e Millar, 1993). 

As bactérias do gênero Aeromonas estão presentes naturalmente no ecossistema aquático 

e fazem parte da flora microbiana natural dos organismos aquáticos (Fraire, 1978). Dentre elas as 

móveis mais virulentas pertencem à espécie A. hydrophila (Holliman, 1993). 

A doença causada por A. hydrophila está associada ao excesso de matéria orgânica na 

água (Post, 1987), e temperaturas acima de 28oC. Essa bactéria é um patógeno oportunista, 

considerado invasor secundário, que causa infecção em peixes imunossuprimidos e/ou associa-se 

à infecção por outros patógenos, como no caso do protozoário ciliado Epistylis (Vieira, 2003). 

A A. hydrophila é um bastonete móvel, com flagelo polar, com motilidade ativa e produz 

ácido e gás a partir de carboidratos, não produz esporos, é Gram negativa, não capsulada, oxidase 

positiva e anaeróbia facultativa (Stoskopf, 1993).  

Essa bactéria causa septicemia hemorrágica, caracterizada pela presença de pequenas 

lesões superficiais e hemorragias locais, como petéquias, nas brânquias e opérculos, exoftalmia e 

distensão abdominal. Internamente, pode haver líquido ascítico, anemia e necrose hepática e renal 

(Austin e Austin, 1987). 

A A. hydrophila é caracterizada por produzir substâncias tóxicas que causam necrose e 

hemorragia (Kanai e Wakabayashi, 1984). Nord et al. (1975) demonstraram que linhagens de A. 

hydrophila produzem gelatinase, caseinase, elastase, lípase, lecitinase e deoxiribonuclease, 

juntamente com hemolisinas, citotoxinas e enterotoxinas. 

As hemolisinas são proteínas citolíticas extracelulares que agem formando poros na 

membrana celular de eritrócitos por inserção na camada bilipídica, comprometendo a seletividade 

de filtração (Howard e Buckley, 1985). As enterotoxinas são produtos extracelulares que podem 

agir sobre o epitélio intestinal e produzem inflamação. As proteases podem contribuir para a 

patogenicidade e causar danos diretos nos tecidos ou aumentar a capacidade de invasão (Sakai 

1985 a, b). As hemaglutininas são componentes da camada superficial bacteriana que permite a 

sua ligação aos grupos receptores dos eritrócitos (Cahill, 1990). 
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A presença de uma camada S na superfície bactérias Gram negativas foi relacionada com 

a patogenicidade destas bactérias. A camada S é uma estrutura composta por proteínas ou 

glicoproteínas ligadas à parede celular bacteriana cujas funções são servir como reservatório de 

água e nutrientes, aumentar a aderência a superfícies e formar biofilmes, aumentar a capacidade 

invasiva das bactérias que escapam mais facilmente à ação dos fagócitos e aumentar a resistência 

microbiana a antibióticos (Carvalhall e Alterthum, 1999). 

Angka et al. (1995) isolaram várias cepas de A. hydrophila de Ictalurus punctatus de 

diversos ambientes do oeste de Java, na Indonésia, que apresentaram diferentes níveis de 

virulência. Várias cepas foram capazes de provocar lise de eritrócitos de peixes, coelhos, ovelhas, 

vacas, cavalos e do homem. Até cinco dias após a injeção intracelomática da bactéria, os peixes 

apresentaram lesões musculares, na pele do local da injeção, no fígado e rins.  

A aeromonose manifesta-se como septicemia hemorrágica produzindo necrose dos tecidos 

e órgãos (Dean e Tost, 1967; Ketover et al., 1973; Quadri et al., 1976; Joseph et al., 1979). Os 

peixes ainda apresentam hemorragias cutâneas nas nadadeiras e na superfície do corpo (Hoshina, 

1962). 

Os sinais clínicos da aeromonose nos peixes incluem: perda de apetite, apatia, perda de 

equilíbrio, lesões epidérmicas como despigmentação, necroses e perda da pele com exposição da 

musculatura. Internamente, os órgãos podem estar friáveis e esbranquiçados, a cavidade 

celomática com exsudato, intestino flácido com muco amarelo e sem alimento (Plumb, 1994). 

Os animais enfermos apresentam pele escura, ascite, extensas hemorragias na superfície 

do corpo e na base das nadadeiras. Através da necropsia, observa-se órgãos internos congestos e 

hemorrágicos e o rim e o baço aumentados (Figueiredo e Plumb, 1977). 

As alterações histopatológicas causadas por A. hydrophila incluem hemorragias capilares 

submucosa do estômago, degeneração das células hepáticas e do epitélio dos túbulos renais, que 

destroem os glomérulos e provocam acúmulo de exsudato serofibrionoso no tecido 

hematopoiético (Miyazaki e Jo, 1985; Miyazaki e Kaige, 1985). Segundo Figueiredo e Plumb 

(1977) ocorre contração e necrose do tecido hematopoiético; do pâncreas; do músculo cardíaco e 

do fígado, além da mucosa intestinal se desprender facilmente.  
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3.2 Controle de A. hydrophila 

A expansão da aqüicultura tem contribuído para o aumento da utilização de produtos 

químicos para o controle de parasitos e bactérias. Entre os antibióticos, a OTC e o FFC são os 

mais usados para tratar infecções causadas por bactérias de peixes (Rigos et al., 2005). Estes dois 

antibióticos são utilizados no tratamento de bacterioses em humanos, em medicina veterinária e 

em aqüicultura, para infecções por bactérias Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al., 

2006). 

Os antibióticos podem ser administrados aos peixes adicionados à ração ou por meio de 

banhos de imersão. A utilização na alimentação é mais conveniente, pois a quantidade necessária 

de antibiótico nesse tipo de tratamento é menor que a utilizada diretamente na água, assim como 

o resíduo gerado para o ambiente é menor (Ferreira et al., 2007). 

 

 3.2.1 Oxitetraciclina 

 

3.2.1.1 Controle de Bacterioses 

Os antibióticos mais administrados em misturas com rações animais são a sulfomerazina, 

OTC, cloranfenicol e nifurpirinol (Fijan et al., 1976), e os melhores resultados são com os 

antibióticos análogos aos fluorados e os derivados das tetraciclinas, nitrofuranos e sulfonamidas 

(Austin e Austin, 1987). 

A meia vida da OTC em I. punctatus, administrada na ração (60 mgOTCkg-1) foi de 80,3 

horas e o pico plasmático de quatro horas (USP, 2000). Segundo Micromedex (2000) a meia vida 

em truta é de 60,3 a 89,5 horas. 

No Brasi o uso de OTC na aquicultura é amplo, porém não regulamentado. Dessa forma, 

o uso é indiscriminado e tem ocasionado o aparecimento de bactérias resistentes nos sistemas de 

produção (Pereira Júnior et al., 2006). 

A OTC é indicada para tratar úlcera, furunculose e septicemia hemorrágica causada por A. 

salmonicida e A. liquefaciens e pseudomonas em salmonídeos; septicemia e pseudomonas em I. 

punctatus; combinada com ormetropina e sulfadimetoxina para controle de furunculoses causadas 

por A. salmonicida em salmonídeos e septicemia causada por E. ictaluri em I. punctatus (Dixon e 

Issvoran, 1992; Griffin, 1992; Plumb, 1999). 
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A OTC é registrada pelo Ministério da Agricultura nos seguintes países: Japão (50 mgkg-

1), Canadá e China (50 a 100 mgkg-1), Espanha (75 mg.kg-1) e Estados Unidos (1250 a 1750 

mgkg-1) indicada por três a dez dias de tratamento (Scott, 1993; Namdari et al., 1996; FDA, 1998; 

Ueno, et al., 2003; Wang e Li, 2004). 

Segundo Thomas-Jinu e Goodwin (2004), a OTC foi 100% efetiva para o tratamento de 

Flavobacterium columnare em I. punctatus. Bullock et al., (1986) também verificaram eficácia 

no controle de surtos de enfermidades com administração oral de 80 mgOTCkg-1. Alexandrino et 

al., (1998/1999) também obtiveram sucesso ao administrarem 80 mgOTCkg-1 para tratar E. tarda 

em truta arco-íris (O. mykiss). Andrade et al., (2006) verificaram eficácia no tratamento com 

OTC mais NaCl, do bagre Rhamdia quelen infectado com A. hydrophila e com Ichthyophtirius 

multifilis. 

 O uso da OTC tem demonstrado que a biodisponibilidade é baixa quando administrada na 

ração: 0,6% em Cyprinus carpio (Grondel et al., 1987); 1,25 – 5,6% em O. mykiss (Björklund e 

Bylund, 1991; Nouws et al., 1992) e 9,3% em Plecoglossus altivelis (Uno, 1996), sendo 

adicionada na ração. 

 

3.2.1.2 Toxicidade e Risco Ambiental 

A OTC é um antibiótico do grupo das tetraciclinas e vem sendo utilizado por décadas no 

tratamento de bacterioses, principalmente por ser eficaz, de baixo custo e de amplo espectro de 

ação (Miranda and Zemelmen, 2002; Rigos et al., 2002; Ueno et al., 2004; Delépée et al., 2004; 

Reed et al., 2004).  

A OTC possui ampla atividade e capacidade de difusão em fluidos e tecidos corpóreos 

(Barragy, 1994). Por essas razões, esse antibiótico é um dos mais usados no tratamento de 

bacterioses, em humanos, medicina veterinária e aqüicultura, para tratar infecções por bactérias 

Gram-negativas (Pellinen et al., 2002; Rigos et al., 2006). 

Cerca de 70 a 80% dos antibióticos administrados via oral aos peixes, chegam ao 

ambiente em alimentos não consumidos e pela excreção. Dessa forma, ocorre o acúmulo e a 

persistência desses compostos, que é influenciado por fatores físico químicos da água (pH, 

temperatura, salinidade, potencial redox) ou ambientais (temperatura e luz). A presença de luz 

acelera a degradação da OTC (meia vida de 9,75 dias), cuja sua meia vida é maior, em condições 

escuras (16,25 dias) (Samuelson, 1989).  
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A toxicidade de agentes químicos no meio hídrico é avaliada por meio de ensaios 

ectoxicológicos com organismos representantes dos níveis tróficos das cadeias biológicas locais. 

O conhecimento da toxicidade desses agentes a diferentes organismos aquáticos possibilita, o 

estabelecimento de limites permissíveis de várias substâncias químicas para a proteção da vida 

aquática e avaliar o impacto momentâneo que causam à biota dos corpos hídricos (Zagatto e 

Bertoletti, 2008).  

Vários estudos foram realizados para avaliar a toxicidade aguda da OTC para organismos 

não alvo. Os testes com peixes foram realizados com Morone saxatilis, CL50;48h de 125,0 mgL-1 

(Hughes, 1973); Salvelinus namaycush, CL50;24h > 200,0 mgL-1 (Webb, 2001); Danio rerio, 

CL50;96h > 1000 mgL-1 (Isidori et al., 2005) e Ozyras latipes, CL50;48h de 110,1 mgL-1 (Kim, 

2007). 

Alguns autores avaliaram a toxicidade da OTC para microcrustáceos, como Artemia 

parthenogenetica (CE50;96h = 806 mgL-1) (Ferreira et al., 2007); Daphnia magna (CE50;24h = 

82,64 mgL-1; Isidori et al., 2005); Ceriodaphnia dúbia (CE50;48h = 18,65 mgL-1; Isidori et al., 

2005); bactérias, Vibrio fischeri (CL 50% = 64,5 mgL-1; Wollenberge et al., 2000) e para algas, 

como Pseudokirchneriella subcapitata (Cl50;72h = 0,17 mgL-1; Nunes et al., 2005); Mycrocistis 

aeruginosa (CE50% = 0,207 mgL-1; Holten-Lützhøft et al., 1999); Rhodomonas salina (CE 50% 

= 1,6 mgL-1; Holten-Lützhøft et al., 1999); Selenastrum capricornutum (CE 50% = 4,5 mgL-1; 

Holten-Lützhøft et al., 1999)  e Chlorella vulgaris (CE50;72h = 7,05 mgL-1; Eguchi et al., 2004). 

A avaliação de risco ambiental é outra uma ferramenta utilizada para avaliar o impacto 

dos compostos tóxicos, pois correlaciona a toxicidade aguda, em determinadas condições de 

laboratório, com a concentração ambiental estimada da recomendação de uso no campo (CAE) 

(Zagatto e Bertoletti, 2008).  

Além da avaliação da toxidade aos organismos não alvo, após o tratamento é necessário 

avaliar os efeitos tóxicos nos tecidos dos organismos expostos aos produtos químicos. Segundo 

Rijkers et al. (1980) e Bruno (1989) a OTC causa efeitos imunosupressivos e pode causar necrose 

no fígado. 

 

3.2.1.3 Alterações Teciduais 

A OTC causa diversos efeitos no sistema imune cuja intensidade depende da espécie, do 

tamanho do peixe, da temperatura da água e da via de administração do antibiótico (Van der 
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Heijden et al., 1991). Serezli et al., (2005) observaram que ocorreu diminuição da ativação 

fagocitária em Sparus aurata e Lunden et al., (1998) verificou uma supressão da produção de 

anticorpos e do número de células brancas circulantes (principalmente linfócitos) em truta (O. 

mykiss). 

A OTC causa efeitos tóxicos nos tecidos hematopoiéticos e reduz os índices 

hematológicos de Cyprinus carpio após a administração de 1500 mgkg-1 (Svobodová, 2006). 

Segundo Soler et al., (1996) a OTC causa necrose hepática ao danificar o epitélio tubular e o 

tecido hematopoiético renal em Tinca tinca após administração intramuscular por sete dias.  

 

3.2.2 Florfenicol  

 

3.2.2.1 Controle de Bacterioses 

O cloranfenicol é um agente antimicrobiano com amplo espectro e foi muito utilizado na 

aqüicultura para o controle de doenças bacterianas. Porém, esse antibiótico foi proibido em 

muitos países pelo seu potencial tóxico para humanos. Consequentemente, o tianfenicol foi 

desenvolvido, mas tem potencial antibiótico menor que o do cloranfenicol e uso limitado (Yunis 

et al., 1988). 

 O florfenicol (FFC) (D-(threo)-1-(methylsulfonylphenyl)2-dichloroacetamide-3-fluoro-1-

propanol) é um fluorato derivado do tianfenicol e tem amplo espectro de ação que é similar ao do 

cloranfenicol e a atividade antibiótica maior que a do tianfenicol (Graham et al., 1988). O FFC é 

efetivo no tratamento de pseudotuberculose em Seriola dorsalis (Yasunaga e Yasumoto, 1988), 

edwarsielose em I. punctatus (McGinnis et al., 2003), vibriose em Carassius auratus (Fukui et 

al., 1987); furunculose e colunariose em S. salar (Inglis et al., 1991; USOFR, 2007). 

O Aquaflor® nome comercial da formulação que contém o FFC, atualmente é indicado 

para uso no Brasil, Japão, Coréia do Sul, Noruega, Chile, Canadá e Reino Unido para o 

tratamento de bacterioses de várias espécies de peixes e representa 30,8% do consumo mundial 

de antibióticos usados na aqüicultura (FAO, 2005). No Brasil, é o único antibiótico registrado no 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) para uso em aquicultura, indicado 

para tilápia (O. niloticus) e truta (Schering Plough, 2009). 

O FFC é usado em muitos países por ser eficaz no controle de várias infecções em peixes, 

mesmo que tenham desenvolvido resistência a outros antibióticos (Nordmo et al., 2006; Rangdale 



11 
 

 

et al., 1997; Bruun et al., 2000; Thyssen e Ollevier, 2001; Vue et al., 2002; Samuelsen e Bergh, 

2004). O FFC é menos persistente no ambiente aquático que a OTC (Hektoen et al., 1995). 

O FFC é caracterizado por ter alta biodisponibilidade em peixes, boa penetração nos 

tecidos e rápida eliminação (Horsberg et al., 1996), todas as características importantes para uma 

substância a ser utilizada no tratamento de animais,como peixes para alimentação humana. 

O mecanismo de ação tóxica do FFC é a interferência na síntese de proteínas das bactérias 

e inibição da atividade da enzima peptidil transferase (Schering-Plough, 2009).  

Vários estudos demonstram que o FFC possui excelentes propriedades farmacocinéticas 

(Martinsen et al., 1993; Horsberg et al., 1996) e demonstraram que o FFC adicionado na ração de 

Salmo salar é rapidamente absorvido e metabolilizado para FFC amina e outros metabólitos. 

Traços de FFC amina foram encontrados em rins após 56 dias da administração de 20 mg.kg-1. 

A duração da ação do FFC no plasma é de 30 a 40 horas após a administração da 

concentração indicada; biodisponibilidade é de 96,5%; meia vida é de 12,2 horas; o pico 

plasmático, 10,3 horas; taxa de eliminação é de 1,4 mL/min/kg; o limite máximo de resíduo 

(MRL) do FFC amina é de 1,0 mgkg-1 e o tempo de eliminação no músculo de bagre e de salmão 

é de 12 dias (Martinsen  et al, 1993; Schering-Plough, 2009). 

O FFC é efeticaz via oral no tratamento de enfermidades causadas por A. salmonicida 

subsp. salmonicida, Edwardsiella ictaluri; A.  hydrophyla e Vibrio anguillarum, (Fukui et al., 

1987; Inglis et al., 1991; Nordmo et al., 2006; Gaikowski et al., 2003; Seljestokken et al., 2006).  

A concentração de FFC eficaz indicada pela maioria dos autores é 10 mgkg-1, incluindo 

para o controle de bacteriose em Salmon salar, I. punctatus, Gadus morhua e O. niloticus (Inglis 

et al., 1991; Nordmo et al., 2006; Gaikowski et al., 2003; Seljestokken et al., 2006; Schering-

Plough, 2009) por um período de 10 a 20 dias, e alguns autores indicam de 10 a 15,0 mgkg-1 para 

sunshine bass por 10 a 15 dias (Darwish, 2007). 

 

3.2.2.2 Toxicidade e Risco Ambiental 

Após o tratamento, os antibióticos podem persistir no ambiente aquático, principalmente 

adsorvido ao sedimento. Entretanto, a persistência do FFC é baixa e a concentração decresce 

rapidamente quando adsorvido nos sedimentos dos viveiros, cuja meia vida de 4,5 dias (Schering 

Plough, 2009). 
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Os antibióticos podem causar efeitos tóxicos aos organismos aquáticos não alvo (Ferreira 

et al., 2007). Porém, apesar do amplo uso, estudos científicos sobre a toxicidade e o risco 

ambiental do FFC ainda são escassos. 

Alguns estudos ecotoxicológicos foram realizados com os peixes O. mykiss, CL(50;48h) > 

780 mgL-1 e L. macrochirus, CL50;48h > 830 mgL-1 e com os microcrustáceos D. magna, CL50; 

48h > 330 mgL-1 (Schering Plough, 2009) e A. parthenogenetica, CL(50;48h) > 889 mgL-1 

(Ferreira et al., 2007). Alguns trabalhos envolvem algumas espécies de algas (Tetraselmis chuii; 

Nostoc, Selenastrum capricornutum) e de bactéria (Bacillus subtilis) (Ferreira et al., 2007; 

Schering Plough, 2009).  

A avaliação de risco ambiental é uma análise da probabilidade da ocorrência de efeitos 

ecológicos adversos resultantes da exposição da biota a um ou mais estressores ambientais. Um 

estressor ambiental é usualmente um contaminante químico tóxico. Os efeitos ecológicos 

adversos são definidos como todas as mudanças consideradas indesejáveis que alteram a estrutura 

ou as características funcionais da população, da comunidade, do ecossistema ou de seus 

componentes (USEPA, 1998). O risco é calculado com a concentração ambiental estimada 

(CAE), ou seja, a concentração que é utilizada no campo e que vai entrar em contato com o meio 

ambiente, e a CL50 encontrada em testes ecotoxicológicos de toxicidade aguda em laboratório 

(USEPA, 1987). Com esses dados tem-se um quociente (Q) que caracteriza o risco de intoxicação 

ambiental do xenobiótico para determinada espécie na qual foi determinada a CL50. 

Segundo Schering-Plough (2009) o FFC é um produto seguro para ser utilizado no 

ambiente aquático, pois não apresenta risco de intoxicação ambiental para peixes (O. mykiss e L. 

macrochirus), microcrustáceo (D. magna) e algas (S. capricornutum e B. substillis).  

 

3.2.2.3 Alterações teciduais 

Os estudos científicos sobre possíveis alterações morfológicas nos tecidos após 

administração FFC, ainda são escassos. Gaikowski et al. (2003) e Schering-Plough (2009) 

relatam diminuição do tecido hematopoiético/linfopoiético de rins de I. punctatus e de S. salar 

após a administração de 10 mgFFCkg-1 por 20 dias. Porém, outros autores, não relatam alteração 

após administração de 10 mgFFCkg-1 por 10 dias (Inglis et al., 1991). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Aclimatação, testes preliminares de toxicidade aguda e de sensibilidade  

Para os testes de toxicidade aguda, exemplares alevinos de pacus (P. mesopotamicus) 

foram previamente aclimatados por dez dias em caixa com capacidade para 250 litros, a 25 ± 2 
0C, com aeração contínua, fotoperíodo de 12 horas e alimentação à vontade com ração comercial 

(ABNT, 2004). Nos testes de toxicidade dos antibióticos foram utilizados organismos com peso 

entre 0,5 e 1,0 grama. 

Primeiramente foi realizado teste de toxicidade aguda com a substância referência cloreto 

de Potássio (KCl) (ABNT, 2004) para avaliar a sanidade e a sensibilidade do lote de organismos 

teste. A concentração letal 50% estimada de KCl para o pacu foi de 1,33 gL-1, com limite inferior 

de 1,17 e superior de 1,52 gL-1. 

Após a realização dos testes de sensibilidade foram realizados testes preliminares com os 

antibióticos OTC e FFC para determinar o intervalo de concentração que as substâncias causam 

zero e 100% de mortalidade. 

Os testes foram realizados com a utilização de cinco concentrações dos antibióticos e um 

tratamento controle, com três repetições em delineamento inteiramente casualizado (DIC). Em 

todos os testes foram utilizados três peixes em cada repetição, na densidade máxima de 1 gL-1 de 

água, com volume total de três litros. Os testes foram conduzidos por 48 horas em sistema 

estático, sem substituição, sifonagem de água e alimentação dos animais. A avaliação da 

mortalidade foi diária, com a retirada dos peixes mortos dos recipientes (ABNT, 2004). 

As condições ambientais iniciais foram: pH entre 7,0 e 8,0; oxigênio dissolvido entre 7,0 

e 8,0 mgL-1; condutividade elétrica entre 170,0 e 180,0 Scm-1; dureza entre 50,0 a 60,0 mgCO3
-

1; alcalinidade entre 200,0 e 210,0 mgCaCO3
-1; temperatura da sala de bioensaio entre 27 e 29 ºC; 

e a temperatura das unidades experimentais entre 25 e 26 ºC. As variáveis temperatura, pH, 

oxigênio dissolvido e condutividade elétrica da água foram registradas em 0, 24 e 48 horas após a 

exposição dos peixes aos antibióticos. 

Os antibióticos utilizados foram a Terramicina® (5,5gOTC100g-1), produzido pela 

PFizer© e o Aquaflor® (500gFFCkg-1) de FFC, produzido pela Intervet-Schering-Plough©. 
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4.2 Testes definitivos de toxicidade aguda dos antibióticos 

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares foram realizados dois testes 

definitivos para cada antibiótico. As concentrações de OTC utilizadas foram 7,0; 7,5; 8,0 e 8,5 

mgL-1 e de FFC 600, 700, 800, 900 e 1000 mgL-1, e um controle (testemunha), com três 

repetições de cada concentração. 

Ao final de 48 horas de exposição, com os dados de mortalidade, foi calculada a 

CL(I)50;48h para cada antibiótico com o programa Trimmed Spearman Karber (Hamilton et al., 

1977). 

 

4.3 Risco Ambiental 

Os antibióticos foram classificados pelo risco ambiental de cada concentração usada no 

experimento de tratamento de bacteriose em pacu de acordo com o quociente de risco ambiental 

calculados pela divisão simples entre a concentração ambiental estimada (CAE) e o valor da 

CL(I)50;48h (USEPA, 1987), encontrada no teste de toxicidade aguda em condições de 

laboratório (Tabela 2).  

 

Tabela 1. Classes de risco ambiental de compostos tóxicos de acordo com os valores calculados do 

quociente Q (USEPA, 1987). 

Q (CAE/CL50) Classes 

<0,1 Sem risco 

0,1 -1,0 Risco baixo 

1,0 - 10,0 Risco moderado 

 >10,0 Risco alto 

 

A avaliação de risco ambiental dos antibióticos foi realizada com as concentrações 

testadas no presente trabalho para o controle de infecção causada por A. hydrophila: 110,0; 140,0 

e 170,0 mgOTCkg-1 e 5,0; 10,0 e 15,0 mgFFCkg-1. Assim, como as caixas utilizadas 

apresentavam capacidade de 60L, as CAE da OTC foram de: 1,83 mgL-1; 2,33 mgL-1 e 2,83 mgL-

1, respectivamente e do FFC foram 0,083 mgL-1; 0,16 mgL-1 e 0,25 mgL-1, respectivamente. 
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4.4 Técnica de indução de infecção experimental por Aeromonas hydrophila em pacu 

Para a indução de infecção foram utilizadas cepas de A. hydrophila cedida pelo 

Laboratório de Ictiopatologia do Departamento de Patologia Veterinárias da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinária da Unesp de Jaboticabal. 

Os exemplares de pacus (P. mesopotamicus) apresetaram peso entre 30 e 35 gramas. Os 

animais foram mantidos em caixa de 400 litros e duas vezes ao dia, durante quatro dias, foram 

submetidos á captura. Após a captura os animais foram retirados da água por dois minutos para 

causar o estresse e diminuir a imunidade. Segundo Garcia (2005) o estresse causado por captura e 

falta de oxigênio serve de base para facilitar a infecção experimental pela bactéria A. hydrophila. 

Após este período de indução de estresse os peixes foram submetidos à infecção de A. 

hydrophila por injeção intracelomática, intramuscular e subcutânea com aproximadamente 2,4 

x107 bactéria mL-1 (escala McFarland) e distribuídos em caixas de amianto com capacidade de 

60L.  

Em 24 horas após a infecção foram observados os primeiros sinais clínicos (Tabela 2 e 

Figura 1). Os sinais clínicos estão de acordo com os observados em outras espécies de peixes 

causados por A. hydrophila (Figueiredo e Plumb, 1977; Wakabayashi et al., 1981; Miyazaki e 

Kaige, 1985; Plumb, 1994). 
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A B C D 

Tabela 2. Sinais clínicos observados nos exemplares de pacu após 24 horas de infecção experimental com 

A. hydrophila. 

Sinais Clínicos 
Réplicas Controle FFC (mgkg-1) OTC (mgkg-1) 

 CSI CCI 5,0 10,0 15,0 110,0 140,0 170,0 

Distenção do 
celoma (acúmulo de 
líquido ascítico) 

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 

Lesões bilaterais 
esbranquiçadas ou 
avermelhadas com 
erosão da pele 

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 

Corrosão da 
nadadeira caudal 

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 

Avermelhamento da 
periferia das lesões 
epidérmicas  

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 

Exoftalmia 

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 

Fígado Friável e 
Ictérico 

A 0 x x x x x x x 

B 0 x x x x x x x 

C 0 x x x x x x x 
CSI = controle sem infecção; CCI = controle com infecção; 0 = não ocorreu; x= ocorreu 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Sinais clínicos de infecção por A. hydrophila. A. Lesões bilaterais; B. Lesões 

epidérmicas com bordas avermelhadas; C. Dilatação do celoma e exoftalmia; D. 

Corrosão da nadadeira caudal. 
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Após o surgimento dos sinais clínicos, alguns animais foram coletados para a 

comprovação de infecção por Aeromonas. 

 

4.5 Variáveis de qualidade de água 

As condições iniciais de qualidade de água, antes de começar o tratamento dos pacus com 

os antibióticos foram: temperatura 25 ± 2 oC; pH entre 6,5 e 7,5; O2D entre 7,0 e 8,0 mgL-1 e 

condutividade elétrica entre 180,0 e 185,0 mScm-1.  

Essas variáveis foram mensuradas durante o período de tratamento dos pacus com os 

antibióticos e amostradas no início, no meio e no final do experimento. 

 

4.6 Reisolamento de Aeromonas hydrophila 

Após 24 horas da infecção experimental alguns peixes foram coletados, por meio de 

“swab”, para realizar a comprovação bioquímica de infecção por Aeromonas hydrophila. Foram 

coletadas várias amostras de fígado, rim e pele dos peixes e da água, que foram incubadas em 

meio líquido TSA. 

As amostras foram incubadas em 100 mL de caldo soja triptona (TSB), acrescidas de 

ampicilina na concentração de 10 mgL-1 (TSA) e incubadas por 24 horas a 30oC.  

 Das culturas obtidas no plaqueamento seletivo em caldo com ampicilina (TSB) foram 

selecionadas as colônias sugestivas de Aeromonas sp. e repicadas em ágar vermelho de 

fenol-amido-ampicilina e em ágar dextrina-ampicilina. As colônias amareladas, com halo 

transparente devido à hidrólise do amido (ágar vermelho de fenol) e as colônias amareladas, 

circundadas por halo decorrente da hidrólise da dextrina (ágar dextrina) foram selecionadas para as 

etapas seguintes. 

 Após o período de incubação, foram realizados esfregaços corados pela técnica de Gram e as 

culturas que apresentavam bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas e Gram 

negativas, foram repicadas em ágar tríplice-açúcar-ferro (TSI) (Saad et al., 1995). Após incubação a 

28 oC por 24 horas, as culturas que apresentavam reação ácida, tanto na base como no bisel, com 

coloração amarelada pela hidrólise do amido e com ou sem formação de gás foram novamente 

repicadas em ágar tripticase-soja.  
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 Em seguida, foram submetidas às provas da motilidade e oxidase seguindo esquema de 

caracterização adotado por Popoff (1984), Havelaar et al. (1987), Araujo et al. (1989), Knochel 

(1990), Neves et al. (1990) e Hudson e Lacy (1991).   

 Para a prova de motilidade as culturas de bactérias foram inoculadas em tubos contendo ágar 

semi-sólido e incubados a 28 oC por 24 horas e, as que apresentaram crescimento em toda a extensão 

do tubo foram consideradas positivas (Mac Faddin, 1976). 

 Para a realização da prova da oxidase foram realizados esfregaços das culturas de bactérias, 

com a utilização de alça de platina, em fitas adquiridas prontas para uso. Foram consideradas 

positivas as culturas cujos esfregaços tornaram-se de coloração rósea em alguns segundos. 

 Os cultivos que apresentavam as características de motilidade e oxidase positiva, foram 

considerados como de Aeromonas sp. 

Para a identificação fenotípica da espécie A. hydophila foi utilizada a chave de 

classificação Aerokey II (Carnarhan et al., 1991) (Figura 2). Esse sistema é válido na 

identificação das sete espécies mais comuns de aeromonas móveis (A. caviae, A. hydrophila, A. 

veronii biovar veronii, A. veronii biovar sobria, A. trota, A. schubertii e A. jandaei) (Penders et 

al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Chave de indentificação de espécies de aeromonas Aerokey II Adaptada de Carnarhan et al., 

(1991). 
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As provas bioquímicas realizadas foram: hidrólise da esculina, produção de gás a partir da 

glicose, Voges Proskauer (VP) e produção de ácido a partir da arabinose, sendo consideradas 

provas positivas: coloração alaranjada (esculina), produção de gás, coloração rósea (VP) e 

amarela (arabinose) para bactéria A. hydrophila. 

 

4.7 Tratamento de pacus infectados com A. hydrophila com OTC 

 No experimento com OTC foram utilizados 104 peixes, com massa corpórea entre 30 e 35 

g. 

Para o tratamento foi utilizada a ração da PoliNutri© com 32% de proteína bruta. Em cada 

quilo de ração foram acrescidos, de forma homogênea, 110,0; 140,0 e 170,0 mg de OTC 

dissolvida em 2% de óleo vegetal. Em seguida a ração foi mantida em temperatura ambiente por 

quatro dias para secagem (Figura 3A e B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. A. Secagem da ração após adição de antibiótico. B. Pesagem 2,0% 

peso corporal para cada tratamento. 

 

As parcelas experimentais utilizadas foram caixas de cimento amianto, pintadas 

internamente com tinta epóxi azul, com capacidade de 70 L (Figura 4A e B). 

Os tratamentos utilizados foram: controle sem infecção (não infectado e alimentado com 

ração comercial) controle com infecção (infectado e alimentado com ração comercial); 110; 140 e 

170 mgOTCkg-1 de ração. 

A B 
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Após 24 horas da infecção por A. hydrophila e os sinais clínicos presentes, os peixes 

foram submetidos ao tratamento com a OTC adicionado na ração, administrada por sete dias em 

dois períodos diários de arraçoamento (manhã e tarde) na quantidade de 2,0% peso corporal. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com três 

repetições para cada tratamento. O fluxo de água foi mantido constante em 9,0 mLs-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. A e B. Aspecto geral da disposição dos recipientes em que foram utilizados 

para os tratamentos experimentais. 

 

As variáveis de qualidade de água (temperatura, pH, oxigênio dissolvido, condutividade 

elétrica) foram monitoradas no 1o, 3o, 5o e 7o dia, com a sonda YSI 556 MPS e a amônia no 1o, 3o 

e 7o dia de tratamento. A concentração de quantidade de amônia dissolvida na água foi 

determinada pelo método de Goltherman et al. (1978). 

 Diariamente foi avaliada a mortalidade, e os peixes mortos retirados dos recipientes 

experimentais. Ao final de sete dias de tratamento foi avaliada visualmente a presença de sinais 

clínicos externos da infecção nos peixes e calculada a porcentagem de sobrevivência dos 

organismos em cada tratamento.  

 

4.8 Tratamento de pacus infectados com A. hydrophila com FFC  

No experimento com FFC foram utilizados 64 pacus com peso variando entre 30 a 35 

gramas. 

Para o tratamento foi utilizada a ração da PoliNutri© com 32% de proteína bruta. Para 

cada quilo de ração foram acrescidos 5,0; 10,0 e 15,0 mg de FFC dissolvidos em 2% de óleo 

A B 
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vegetal. A ração foi mantida em temperatura ambiente por quatro dias para secagem. A 

concentração de 10,0 mg.Kg-1 está de acordo com a indicada pela fabricante Intervet Schering-

Plough e foram testadas também uma concentração menor e outra maior que a indicada pela 

empresa. 

Os tratamentos utilizados foram: controle com infecção; controle sem infecção; 5,0; 10,0 

e 15,0 mgFFCkg-1 de ração. Após 24 horas da infecção por A. hydrophila e com a presença dos 

sinais clínicos, os peixes foram submetidos ao tratamento com a FFC incluso na ração, 

administrada por 10 dias, com dois períodos diários de arraçoamento (manhã e tarde), na 

quantidade de 2,0% biomassa de cada unidade experimental. 

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com três 

repetições cada tratamento. O fluxo da água nos recipientes foi mantido constante em 9 mLs-1. 

As variáveis de qualidade de água (temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade 

elétrica) foram registradas no 1o, 2o, 4o, 6o, 8o e 10o dia e amônia no 1o, 5o e 10o dia de tratamento. 

Diariamente foi avaliada a mortalidade e os peixes mortos foram retirados das caixas. Ao 

final de dez dias de tratamento foi avaliada visualmente presença dos sinais clínicos externos nos 

peixes e calculada a porcentagem de sobrevivência dos organismos em cada tratamento.  

 

4.9 Histopatologia de brânquia, fígado, rim e pele de pacu 

Para a realização da avaliação histopatológica dos efeitos do tratamento com OTC e FFC, 

três animais de cada tratamento foram eutanasiados em banho de imersão com benzocaína 

(1g15L-1 de água). 

Os fragmentos de tecidos de brânquia, fígado, rim e pele foram coletados e imersos em 

solução fixadora de formoldeído (10%) por 24 horas.  

Após a fixação, os fragmentos foram submetidos à desidratação, diafanização e inclusão 

em Histosec® (Merck). A seguir, foi realizada a microtomia em micrótomo automático (Leica, 

RM-2155) obtendo-se cortes 5 m de espessura e coloração com hematoxilina-eosina (H.E) e 

reação em ácido periódico de Schiff (P.A.S) (Behmer et al., 1976). 

A rotina foi realizada no Setor de Técnicas Morfológicas do Laboratório de Anatomia da 

FCAV/UNESP, Campus de Jaboticabal. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Toxicidade aguda e risco ambiental da OTC e do FFC 

Nos testes de toxicidade aguda (CL 50;48h) com OTC não ocorreu mortalidade no 

controle; em 7,0 mgL-1 a mortalidade média foi de 5,55%; em 7,5 mgL-1, de 55,56%; em 8,0 

mgL-1, de 66,67% e em 8,5 mgL-1, foi 100%. Na figura 5 observa-se a equação da reta ajustada 

com os dados de mortalidade e o r2. 

 

Figura 5. Relação (média) da concentração-mortalidade nos testes de 

toxicidade aguda com OTC para o pacu. 

 

A CL(I)50;48h média estimada da OTC para o pacu é de 7,6 ± 0,11 mgL-1 com limite 

inferior 7,34 ± 0,15 mgL-1 e superior de 7,84 ± 0,09 mgL-1. Na Figura 6A observa-se os peixes 

expostos a 8,5 mgOTC.L-1 em que ocorreu 100% mortalidade. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A. Exposição dos organismos na maior concentração de OTC: 8,5 mgL-1 

(100% de mortalidade). B. Exposição dos organismos na maior 

concentração de FFC, 1000 mgL-1 (não ocorreu mortalidade). 
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A toxicidade aguda da OTC para o pacu é maior do que para as seguintes espécies 

aquáticas: Salvelinus namaycush (CL50;24h > 200 mgL-1; Webb, 2001), Morone saxatilis 

(CL50;48h = 125,0 mgL-1; Boxall et al., 2002), Danio rerio (CL50;96h > 1000 mgL-1; Isidori et 

al., 2005); Ozyras latipes (CL50;48h = 110,1 mgL-1; Kim, 2007); Artemia parthenogenetica 

(CL50;48h = 806,0 mgL-1 e para Tetraselmis chuii (CI50;96h = 11,18 mgL-1; Ferreira et al., 

2007).  

A OTC foi menos tóxica para o pacu do que em relação à cianobactéria Microcystis 

aeruginosa (CE50 = 0,207 mgL-1); as algas Rodhomonas salina (CE50 = 1,6 mgL-1) e 

Selenastrum capricornutum (CE50 = 4,5 mgL-1) (Halling-Sǿrensen et al., 2000). 

A OTC é mais tóxica para algas do que para microcrustáceo e para peixes e é 

praticamente não tóxica para as outras espécies de peixe, cuja CL50 é acima de 100 mgL-1. 

O FFC não causou mortalidade nas concentrações testadas (Figura 6B), portanto a 

CL(I)50;48h estimada é maior que 1000 mgL-1. A OECD (2009) determina que os testes de 

toxicidade aguda devem ser realizados com concentrações de até 100 mgL-1, pois a ausência de 

mortalidade nesta concentração indica que esse organismo não é o grupo mais sensível para a 

substância em exposição à curto prazo. 

Nesse trabalho foram utilizadas concentrações de até 1000 mgL-1, ou seja, dez vezes a 

recomendada e constata-se que, com pelo menos 99% de confiança, o valor da CL50;48h do FFC 

é superior à concentração limite de 100 mgL-1 (OECD, 2009).  

Da mesma forma que para o pacu, o FFC também é de baixa toxicidade para 

Onchorynchus mykiss (CL50;48h > 780 mgL-1); Lepomis macrochirus (CL50;48h > 830 mgL-1); 

Daphnia magna (CL50;48h > 330 mgL-1) (Schering-Plough, 2009) e a A. parthenogenetica 

(CL50;48h > 889 mgL-1) (Ferreira et al., 2007). Para as espécies de algas Tetraselmis chuii 

(CI50;96h = 6,06 mgL-1) (Ferreira et al., 2007); Nostoc sp. (CI50;48h = 4,0 mgL-1), Selenastrum 

capricornutum (CI50;48h = 1,5 mgL-1) e Bacilus subtilis (CI50;48h = 0,4 mgL-1) (Schering-

Plough, 2009) a toxicidade aguda do FFC é maior que para o pacu.  

O FFC também demonstrou ser mais tóxico para as algas do que para microcrustáceo e 

para peixe, em que a CL50 é acima de 100 mgL-1.  

Segundo Mallat, (1985) a toxicidade de um xenobiótico varia com a espécie, a idade dos 

indivíduos, o peso e o nível trófico a que está sendo exposto. Assim, as diferenças encontradas 

neste estudo e na literatura podem estar relacionadas com estas variáveis. 
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Em relação ao risco de intoxicação ambiental para o pacu (P. mesopotamicus), a OTC 

classifica-se como de baixo risco de intoxicação ambiental nas três concentrações testadas, e o 

FFC como sem risco de intoxicação ambiental. Portanto, o FFC é de uso seguro para o pacu 

devido à baixa toxicidade aguda para a espécie (CL50;48h > 100 mgL-1) (Tabela 3). 

 

Tabela 3. Classificação da OTC e do FFC pelo risco de intoxicação ambiental para o pacu. 

Antibiótico 
Concentração 

(mg kg-1) 

CAE  

(mgL-1) 

CL50:48h 

(mgL-1) 

Q = 

(CAE/CL50;48h) 

Risco 

(USEPA, 1987)

OTC 110,0 1,83 
7,6 

0,2 Baixo risco 

 140,0 2,33 0,3 Baixo risco 

 170,0 2,83 0,4 Baixo risco 

FFC 5,0 0,083 > 1.000,0 0,000083 Sem risco 

 10,0 0,16  0,00016 Sem risco 

 15,0 0,25 0,00025 Sem risco 

 

O risco de intoxicação ambiental para o pacu devido ao uso da OTC é menor do que para 

O. latipes (Boxall et al., 2003; Park e Choi, 2008); do que dos antibióticos mecilinam e 

trimetropina para D. rerio (Halling-Sǿrensen et al., 2000) e que da ciprofloxacina para D. rerio 

(Halling-Sǿrensen et al., 2000). 

 O FFC não apresenta risco de intoxicação ambiental para o pacu, assim como, foi 

considerado sem risco de intoxicação ambiental para O. mykiss, L. macrochirus, D. magna, S. 

capricornutum e B. substillis (Schering-Plough, 2009). 

 

5.2 Variáveis de qualidade de água durante os testes de toxicidade aguda 

Nos testes de toxicidade do FFC as variáveis de qualidade de água não foram alteradas. O 

oxigênio dissolvido na água foi de 4,09 ± 1,96 mgL-1 no tratamento controle e 4,12 ± 1,36 mgL-1 

na maior concentração de 1000 mgL-1; a temperatura de 26,62 oC no controle e 26,53oC na 

concentração de 1000 mgL-1; o pH de 7,45 ± 0,79 no controle, e 7,67 ±  0,63 na concentração de 

1000 mgL-1 e a condutividade elétrica de 0,134 ± 37,57 µScm-1 no controle, e 0,138 ± 31,02 

µScm-1 na concentração de 1000 mgL-1. 
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Nos testes de toxicidade aguda com a OTC, somente o teor de oxigênio dissolvido na 

água foi alterado, em que foi reduzido de forma inversamente proporcional às concentrações da 

OTC. O teor de oxigênio nas águas foi reduzido de 4,87 ± 0,71 mgL-1 no tratamento controle para 

1,60 ± 1,02 mgL-1 na maior concentração de 8,5 mgL-1 (Figura 7). As demais variáveis de 

qualidade de água não foram alteradas. A temperatura média das águas foi de 26,57 ± 1,0 0C no 

controle e de 26,20 ± 0,85 0C na concentração de 8,5 mgL-1 ; o pH de 7,64 ± 0,05, no controle e 

7,70 ± 0,52, na concentração de 8,5 mgL-1 e a condutividade elétrica, de 0,154 ± 0,2 µScm-1 no 

controle e 0,147 ± 0,03 µScm-1 na concentração de 8,5 mgL-1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Variação média de oxigênio dissolvido dos dois testes de toxicidade 

aguda com OTC para o pacu. 

 

Segundo Rach et al. (2008), durante banho terapêutico (10,0 e 20,0 mlL-1), a OTC não 

alterou as variáveis de qualidade de água e o oxigênio foi de 7,0 mgL-1, diferentemente do 

presente trabalho. 

A mortalidade durante o teste com OTC ocorreu pela toxicidade do antibiótico e não pela 

baixa concentração de oxigênio, pois na menor concentração testada (7,0 mgL-1) o oxigênio 

também estava próximo de 1,0 mgL-1 e ocorreu somente 5,55% de mortalidade, diferindo do 

observado na maior concentração (8,5 mgL-1), com 100% de mortalidade dos animais e com o 

oxigênio também à 1,0 mgL-1. 

A sobrevivência do pacu em baixas concentrações de oxigênio durante os testes de 

toxicidade aguda pode ser atribuída ao fato de ser uma espécie do Pantanal Sul Americano que 
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suporta diversas concentrações de oxigênio que se alteram em pulsos de inundação, suportando 

concentrações de oxigênio menores que 1,0 mgL-1 (Bastos et al., 2007). 

 

5.3 Reisolamento da Aeromonas hydrophila 

As amostras coletadas submetidas aos testes bioquímicos comprovaram que a bactéria 

utilizada neste estudo é Aeromonas hydrophila.  

As culturas apresentaram crescimento em meio TSA líquido. As colônias que cresceram 

em TSA foram transferidas para placas com ágar vermelho de fenol e ágar dextrina. As colônias 

sugestivas de Aeromonas sp. apresentaram-se amareladas, com halo transparente devido à hidrólise 

do amido (ágar vermelho de fenol) ou da hidrólise da dextrina (ágar dextrina). Paralelamente, nas 

amostras que comprovaram ser Gram-negativas, foi observado que as culturas se apresentavam na 

forma de bastonetes retos e curtos, aos pares, isolados ou em cadeias curtas.  

 Em TSI as culturas apresentaram reação ácida tanto na base como no bisel com formação de 

gás. As amostras mantidas em TSA para crescimento foram submetidas às provas da motilidade e, 

as que foram positivas, apresentaram crescimento em toda a extensão do tubo. Ainda, nos testes 

oxidase, as amostras foram positivas, com característica de esfregaços róseos, o que comprova ser 

do gênero Aeromonas. 

Após estes testes, iniciaram-se os testes para a comprovação da espécie. Nas provas com 

esculina foi observada a coloração alaranjada e o teste de produção de gás foi positivo. No teste 

VP a coloração foi rósea e com arabinose foi amarela. Pelas provas bioquímicas descritas 

constata-se que a espécie utilizada nesse estudo é A. hydrophila. 

  

5.4 Eficácia da OTC e do FFC no controle de infecção por A. hydrophila 

Após o tratamento com os antibióticos, observa-se redução dos principais sinais clínicos 

(Tabela 4). Os sinais clínicos: avermelhamento da periferia da ferida e erosão da pele foram os 

que ainda permaneceram em alguns animais no controle com infecção e nos tratamentos com 

OTC. Isso pode ser explicado pelo não controle de A. hydrophila pela OTC, conforme observa-se 

também no tratamento controle com infecção e não medicado. As lesões não foram totalmente 

cicatrizadas. 
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Tabela 4. Sinais clínicos remanescentes causados por A. hydrophila em pacus após os tratamentos com 

OTC ou FFC.  

Sinais Clínicos 
Réplicas Controle FFC (mgkg-1) OTC (mgkg-1) 

 CSI CCI 5,0 10,0 15,0 110,0 140,0 170,0 

Distenção do 
celoma (acúmulo de 
líquido ascítico) 

A 0 0 0 0 0 0 0 0 

B 0 0 0 0 0 0 0 0 

C 0 0 0 0 0 0 0 0 

Lesões bilaterais 
esbranquiçadas ou 
avermelhadas com 
erosão da pele 

A 0 x 0 0 0 x 0 0 

B 0 0 0 0 0 0 x  x  

C 0 0 0 0 0 0 0 0 

Corrosão da 
nadadeira caudal 

A 0 0 0 0 0 0 0 0 

B 0 0 0 0 0 0 0 0 

C 0 0 0 0 0 0 0 0 

Avermelhamento da 
periferia das lesões 
epidérmicas  

A 0 x 0 0 0 x  x  0 

B 0 x 0 0 0 0 0 0 

C 0 0 x  0 0 0 0 x 

Exoftalmia 

A 0 0 0 0 0 0 0 0 

B 0 0 0 0 0 0 0 0 

C 0 0 0 0 0 0 0 0 

Fígado Friável e 
Ictérico 

A 0 0 0 0 0 0 0 0 

B 0 0 0 0 0 0 0 0 

C 0 0 0 0 0 0 0 0 
CSI = controle sem infecção; CCI = controle com infecção; 0 = não ocorreu; x = ocorreu 

 

No teste com OTC após uma hora do arraçoamento, período em que a ração ficava 

disponível, foi observado sobra considerável de alimento, o que indica baixa ingestão de ração 

pelos peixes. 

Após os sete dias de alimentação com a ração observa-se que no controle sem infecção 

ocorreu 100% de sobrevivência; no controle com infecção, 29,17%; em 110,0 mgkg-1, 37,5%; em 

140,0 mgkg-1, 29,17% e em 170,0 mgkg-1, 50,0% (Figura 8). 
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Figura 8. Sobrevivência de pacu sete dias após tratamento com OTC administrada 

na ração. 

 

Durante o tratamento com FFC, somente durante o primeiro e segundo dia de 

alimentação, ocorreu pequena sobra de ração. Após esse período, não foi observada sobra de 

alimento, em que os peixes consumiram toda a ração fornecida (2,0%). 

Na figura 9 observa-se as lesões cutâneas após inoculação de A. hydrophila e a 

cicatrização das lesões após dez dias de tratamento com FFC em todas as concentrações. 
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Figura 9. Indivíduos de pacus após dez dias de tratamento com FFC. Em 

A e B: Controle sem infecção, C e D: Controle com infecção, E e 

F: 5,0 mgFFCkg-1, G e H: 10,0 mgFFCkg-1, I e J: 15,0 mgFFCkg-1. 

Seta: lesões bilaterais causadas pela bactéria. 

E F

G H

I J 

B A 

C D 
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No tratamento controle sem infecção ocorreu 100% de sobrevivência após dez dias de 

alimentação; no tratamento controle com infecção, 76,9%; no tratamento com 5,0 mgFFCkg-1, 

81,81%; com 10,0 mgFFCkg-1, 100% e com 15,0 mgFFCkg-1, 87,5% (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Sobrevivência de indivíduos após tratamento com FFC. 

 

No experimento com OTC ocorreu sobra de ração nas unidades experimentais, o que 

caracteriza ao baixo consumo e consequentemente baixa eficácia do antibiótico com a maior 

sobrevivência (50,0%) em 170,0 mgkg-1. Para Rigos et al. (1999) ração adicionada de OTC com 

5% de óleo apresenta baixa palatabilidade para Dicentrarchus labrax o que pode também ter 

ocorrido com a ração utilizada neste estudo. Segundo esses autores a palatabilidade é maior 

quando a OTC é inclusa durante a preparação da ração. 

A utilidade terapêutica do antibiótico depende da quantidade de fármaco administrada 

capaz de atingir, na concentração necessária, o sítio desejado (Barreiro et al., 1996). Isso pode 

explicar a baixa eficácia da OTC no presente trabalho, na qual pela baixa ingestão da ração 

medicada, não chegou ao sítio de ação a quantidade necessária para exercer a atividade 

terapêutica prevista para controle da bactéria. 

A OTC foi 100% eficaz para o controle de bacteriose em outras espécies de peixes: em 

Salvelinus fontinalis para tratar úlcera, na concentração de 75 mgkg-1 (Snieszko et al., 1951); para 

I. punctatus para tratar aeromonose, na concentração de 50,0 mgkg-1 (US GPO, 1986) e em I. 

punctatus no tratamento de F. columnare, na concentração de 80,0 mgkg-1 (Tomas-Jinu e 
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Goodwin, 2004). Porém, neste trabalho a maior eficácia observada foi de 50% com a 

concentração de 170,0 mg.kg-1 de ração. 

A OTC é indicada na aqüicultura para o controle de doenças bacterianas em vários países. 

As concentrações recomendadas estão entre 50,0 mgkg-1 a 1750 mgkg-1 (Scott, 1993; Namdari et 

al., 1996; FDA, 1998; Ueno et al., 2004; Wang e Li, 2004), dependendo da bactéria, da espécie 

de peixe e das variáveis físico químicas da água. Verifica-se neste estudo que mesmo utilizando 

concentrações entre esse intervalo de concentração, não foi obtida eficácia no controle de A. 

hydrophila em pacu. 

A sobrevivência foi maior em pacu tratado com 10,0 mgFFCkg-1 (100%) do que em 

salmão para tratar A. salmonicida (87%) (Inglis et al., 2006). Para o controle de Streptococcus 

iniae em Morone chrysops x M. saxatilis a eficácia com esta concentração de FFC foi menor 

(69,2%) do que para o pacu, porém com 5,0 mgkg-1 e 15,0 mgkg-1, a eficácia foi maior (86,7% e 

94,2%, respectivamente) do que para o tratamento de aeromonose em pacu (Darwish, 2007), o 

que demonstra que a concentração eficaz de tratamento de S. iniae está entre 10,0 e 15,0 mgkg-1, 

enquanto que, para o pacu,10 mgkg-1. 

A concentração eficaz de FFC está de acordo com a indicada para I. punctatus para tratar 

E. ictaluri (Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough, 2009); para salmão para tratar furunculoses 

(Inglis et al., 2006; Nordmo et al., 2006); para G. morhua para tratar vibriose (Seljestokken et al., 

2006) e para O. niloticus, para tratar A. hydrophila (Schering-Plough, 2009).  

 

5.5 Variáveis de qualidade de água durante tratamento com OTC e FFC 

 As variáveis de qualidade de água não foram alteradas durante o tratamento com os dois 

antibióticos, e os valores relativos ao tratamento com OTC estão apresentados na Tabela 5 e com 

FFC, na Tabela 6. O fluxo de água foi mantido à 9 mls-1 durante todo o tratamento, havendo 

portanto, renovação da água. 
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Tabela 5. Valores médios das variáveis de qualidade de água durante tratamento com OTC. 

  Tratamentos (mgkg-1) 

Variáveis  
Controle sem 

infecção 
Controle com 

infecção 
110,0 140,0 170,0 

Temperatura 
M* 25,7±3,64 25,88±3,25 25,85±3,10 25,70±2,98 25,87±3,21 
T* 27,55±1,78 27,33±1,86 27,38±1,87 27,42±1,79 27,3±1,86 

PH 
M 7,26±0,51 7,35±0,47 7,30±0,48 7,33±0,46 7,31±0,50 
T 7,12±0,13 7,18±0,23 7,22±0,26 7,18±0,20 7,16±0,26 

O2D (mgL-1) 
M 7,2±2,26 8,11±2,19 8,48±2,37 7,98±2,35 8,05±2,57 
T 5,59±0,76 6,0±2,02 6,19±1,35 5,81±1,32 5,85±1,58 

O2D (%) 
M 96,0±34 101,88±33,26 102,78±39,09 100,61±34,48 99,58±36,63 
T 75,63±6,54 76,37±27,26 78,40±24,56 73,25±17,96 74,7±22,55 

Cond. 
Elétrica 
(µScm-1) 

M 0,176±0,014 0,179±0,012 0,180±0,011 0,178±0,011 0,180±0,011 

T 0,185±0,008 0,186±0,008 0,186±0,066 0,184±0,008 0,187±0,006 

M*: manhã; T*: tarde 

 

Tabela 6. Valores médios das variáveis de qualidade de água durante tratamento com FFC. 

  Tratamentos (mgkg-1) 

Variáveis  
Controle sem 

infecção 
Controle com 

infecção 
5,0 10,0 15,0 

Temperatura 
(oC) 

M* 28,19±1,30 28,11±1,10 28,09±1,23 27,99±1,03 27,95±1,15 

T* 31,65±1,08 31,76±0,98 31,90±1,00 31,44±0,98 31,85±1,08 

pH 
M 7,58±0,67 7,70±0,57 7,53±0,45 7,63±0,54 7,56±0,56 

T 7,50±0,29 7,75±0,48 7,60±0,44 7,62±0,36 7,58±0,41 

O2D (mgL-1) 
M 10,0±1,38 10,65±1,98 9,58±1,64 10,63±1,48 10,45±1,65 

T 7,70±0,66 8,48±2,61 8,53±1,51 8,67±1,48 8,18±1,30 

O2D (%) 
M 127,75±21,32 137,98±22,56 124,73±22,23 133,45±24,66 132,33±25,8 

T 104,95±10,13 126,22±19,43 114,90±20,74 112,8±16,96 111,93±19,09

Cond. 
Elétrica 
(µScm-1) 

M 0,175±0,0005 0,178±0,008 0,179±0,0006 0,179±0,009 0,180±0,009 

T 0,192±0,012 0,189±0,013 0,190±0,013 0,190±0,010 0,191±0,011 
M*: manhã; T*: tarde 

 

Segundo Svobodová et al., (2006) e Sanchez-Martínez et al., (2008) a alimentação com 

ração medicada com 50,0 e 1500 mgOTCkg-1 não alterou as variáveis de qualidade de água. Rach 
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et al., (2008) também avaliou as variáveis de qualidade de água durante tratamento por meio de 

banho terapêutico (10,0 e 20,0 mgOTCL-1) e não observaram alterações significativas. 

Durante o tratamento com OTC, a amônia não foi significativamente alterada e variou de 

190,60 µg.L-1, no tratamento controle, a 106,40 µgL-1, em 170,0 mgkg-1 (Tabela 7).  

 

Tabela 7. Média da concentração de amônia (µgL-1) e desvio padrão (DP) após sete dias de tratamento 

com OTC. 

Tratamentos NH3 (µgL-1) DP 

Controle sem infecção 190,60 6,48 

Controle com infecção 167,63 28,11 

110,0 mgkg-1 144,37 19,72 

140,0 mgkg-1 163,00 5,86 

170,0 mgkg-1 106,40 4,61 

 

Durante o tratamento com FFC, a amônia também não foi alterada significativamente 

pelos tratamentos. Os valores variaram de 100,63 ± 82,25 µgL-1, no controle sem infecção a 

80,77 ± 89,96 µg.L-1 com 15,0 mgkg-1 (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Média da concentração de amônia (µg.L-1) e desvio padrão (DP) após dez dias de tratamento 

com FFC. 

Tratamentos NH3 (µgL-1) DP 

Controle sem infecção 100,63 82,25 

Controle com infecção 54,30 46,88 

5,0 mgkg-1 
84,57 96,25 

10,0 mgkg-1 
111,13 120,01 

15,0 mgkg-1 
80,77 89,96 

 

Segundo Sanchez-Martínez et al., (2008) durante administração de 50,0 mgOTCkg-1 em I. 

punctatus, a amônia se manteve abaixo de 1,0 mgL-1. Gaikowski et al. (2003) também não 

observaram alteração nas concentrações de amônia durante administração de FFC. 
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Os valores observados nos experimentos não são tóxicos para os organismos aquáticos e 

estão dentro dos padrões estabelecidos pelo CONAMA (357) para águas de classe II, cujo o 

limite estabelecido para nitrogênio amoniacal, de 2,0 mgL-1, para esse intervalo de pH (entre 7,5 

e 8,5). 

 

5.6 Histopatologia após tratamento de A. hydrophila com OTC e com FFC 

 

5.6.1 Pele 

A pele de pacu (controle) apresenta epiderme constituída por três camadas de células 

pavimentosas com núcleos centrais, células mucosas secretoras de muco substâncias e 

cromatóforos abaixo da epiderme. As escamas estão implantadas abaixo da epiderme atingindo a 

derme. A derme é formada por uma espessa camada de tecido conectivo modelado com fibras 

colágenas dispostas horizontalmente (Figura 11A). 

 No tratamento controle com infecção ocorreu reorganização do epitélio, hiperplasia da 

epiderme e hipertrofia das células mucosas e formação de uma camada de células basais que 

delimita a epiderme e a derme. Observa-se cromatóforos na região epidérmica e no local da lesão 

(derme e tecido muscular) ocorre tecido conectivo e intensa vascularização (Figura 11B e C). 

No tratamento com 110,0; 140,0 e 170,0 mgOTCkg-1 as características histológicas 

observadas são as mesmas que as observadas no controle com infecção (Figura 11B e C). 

 No tratamento de 5,0 mgFFCkg-1, em alguns animais a lesão causada pela bactéria 

encontra-se com exposição do tecido muscular, o que demonstra uma recuperação mais tardia do 

local da lesão. As características histológicas do processo de cicatrização são as mesmas 

observadas no controle com infecção (Figura 12 A e B). 

 No tratamento com 10,0 mgFFCkg-1 a maioria dos locais onde ocorreu a lesão cutânea 

encontra-se em processo de reorganização das camadas da pele e apresenta características 

próximas às do controle sem infecção, mas com pequena secreção de muco pelas células 

mucosas. Em outros peixes o processo de cicatrização está mais atrasado e as características são 

as mesmas observadas no controle com infecção. 

 No tratamento com 15,0 mgFFCkg-1 os animais apresentaram características histológicas 

semelhante ao controle sem infecção porém alguns peixes apresentaram cicatrização mais lenta, 

demonstrando as características do controle com infecção. 
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Figura 11. Fotomicrografia de cortes transversais de pele de pacu coletado após sete dias de 

tratamento com OTC ou com dez dias com FFC. A. Controle sem infecção, 

demonstrando as camadas da pele e o imbricamento dérmico das escamas. Asterisco: 

cromatóforos. Barra 1cm = 34,5 µm. B: Após tratamento de A. hydrophila com 140 

mgOTCkg-1, após oito dias de indução de infecção experimental. Seta: células 

mucosas; V: vasos Barra 1cm = 34,5 µm. C: 170,0 mgOTCkg-1; II: infiltrado 

inflamatório. Barra 1cm = 34,5 µm. D: 10,0 mgFFCkg-1, local da lesão em 

cicatrização. TC: tecido conectivo; TM: tecido muscular; ZD: zona de delimitação da 

lesão. D, 276 µm. Coloração HE. 
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Figura 12. Fotomicrografia de pele de pacu após dez dias de tratamento com 

FFC. A: 5,0 mgFFCkg-1, células mucosas; Seta: células mucosas; 

Asterisco: cromatóforos. Coloração PAS. Em B: 5,0 mgFFCkg-1, 

formação de camada de células basais na epiderme. Fase de 

reorganização do colágeno e preenchimento por tecido conectivo. 

CB: células basais; TC: tecido conectivo. Barras 1cm = 13,8 µm. B: 

Coloração HE.  
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A composição celular da pele de pacu (controle sem infecção) foi semelhante ao descrito 

em outros estudos (Contreras-Gusmán, 1994; Moraes, et al., 2003; Souza et al., 2003; Bortoluzzi, 

2009). Os tratamentos com OTC (110,0; 140,0; 170,0 mgkg-1) e o com 5,0 mgFFCkg-1 induziram 

uma resposta tecidual semelhante no desenvolvimento da cicatrização local. Nos tratamentos com 

10,0 e 15,0 mgFFCkg-1, alguns animais apresentaram características teciduais semelhantes ao 

controle com infecção, porém outros já apresentaram estrutura semelhante ao controle sem 

infecção, o que indica que com a utilização dessas concentrações o processo de cicatrização é 

mais rápido. 

O processo de cicatrização consiste na reepitelização da ferida cutânea pelo crescimento 

compensatório que envolve hipertrofia e hiperplasia celular, reorganização o tecido conectivo 

dérmico e visando restaurar a estrutura tissular do órgão (Robbins e Cotran, 2004). Em peixes, a 

reepitelização ocorre por expansão das células sadias da epiderme vizinha, e é importante para 

evitar o desequilíbrio osmótico, proteger o peixe contra agressão por patógenos oportunistas 

(Moraes et al., 2003). Nesse trabalho também foram observadas algumas etapas do processo 

cicatricial como a reorganização dos tecidos e reepitelização do local lesado pela bactéria. Após 

dez dias de tratamento na concentração de 10,0 mg FFCkg-1 ocorreu evolução do processo 

cicatricial. 

Após oito dias (OTC) ou onze dias da infecção (FFC) por A. hydrophila observa-se a 

organização epidérmica e dérmica. Iwashita (2008) após sete dias da indução de ferida em O. 

niloticus, também observou essas características de cicatrização. 

A reepitelização em pacu é acompanhada por hiperplasia das células mucosas com 

produção de muco substâncias. Iger e Abraham (1990) afirmam que as células mucosas 

sintetizam muco e, neste processo, se unem e migram em direção à superfície da pele e 

descarregam seu conteúdo, o que a torna viscosa. Segundo Van der Marel et al. (2010) o aumento 

na liberação de moléculas de mucina e a hiperplasia de células mucosas epidérmicas também foi 

observado em carpa (Cyprinus carpio) quando exposta a A. hydrophila na água, o que indica ser 

um mecanismo de defesa preliminar em resposta a exposição a agentes bacterianos. 

A composição do muco pode variar de acordo com a localização no tecido do peixe. O 

muco apresenta macromoléculas gelificantes com alto peso molecular e assume-se que as 

macromoléculas predominantes são glicoproteínas (Al-Banaw et al., 2010). 
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Nos tratamentos com OTC e FFC ocorreu reepitelização ao final do tratamento (7 dias 

com OTC e 10 dias com FFC) e somente com 5,0 mgFFCkg-1 foi observado alguns organismos 

com exposição da musculatura. A reepitelização em tilápia (O. niloticus) também foi observada 

após sete dias da indução de ferida cirúrgica testando suplementação com vitamina C na 

cicatrização epidérmica (Iwashita, 2008). Segundo Moraes et al., (2003) em pacu a reepitelização 

ocorre em 24 horas após a produção da ferida, não por mitoses, mas por expansão das células 

epidérmicas vizinhas. 

 

5.6.2 Brânquias 

As brânquias de pacu (controle sem infecção) são constituídas por arcos branquiais que 

suportam filamentos branquiais compostos de lamela primária e suportam as lamelas secundárias. 

Os arcos braquiais e a lamela primária são compostos por tecido cartilaginoso e conectivo. A 

lamela secundária é constituída por células cloreto, pilares, mucosas e de revestimento (Figura 

13A). 

 No controle com infecção ocorreu hiperplasia e hipertrofia das células mucosas, cloreto e 

de revestimento e hiperplasia do epitélio interlamelar, o que aumenta a distância de difusão 

(Figura 12B). 

Nos tratamentos com 110,0 e 140,0 mgOTCkg-1 ocorreram as mesmas alterações do 

controle com infecção e fusão lamelar. Nas lamelas secundárias ocorreu aneurisma em 

conseqüência da fragilidade vascular (Figura 13C). 

No tratamento com 170,0 mgOTCkg-1 as características teciduais foram as mesmas 

apresentadas nos tratamentos de 110,0 e 140,0 mgOTCkg-1 e edema subepitelial na lamela 

secundária (Figura 13C). 

No tratamento com 5,0 mgFFCkg-1 ocorreu aneurisma, fusão apical das lamelas 

secundárias e hiperplasia das células de revestimento com aumento do epitélio interlamelar. 

Nos tratamentos com 10,0 e 15,0 mgFFCkg-1 ocorreu aneurisma e fusão lamelar, porém 

com 15,0 mgkg-1 também observou-se desarranjo da estrutura de fibrina da lamela secundária 

(Figura 13D e 14). 
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Figura 13. Fotomicrografia de cortes transversais de brânquias de pacu após sete dias de tratamento com 

OTC ou dez dias com FFC. A: Controle sem infecção; LP: lamela primária; LS: lamela 

secundária; SVC: seio venoso central; CM: células mucosas, CR: células de revestimento; 

Seta: células pilares; Asterisco: células cloreto.  B: Controle com infecção. C: Após 

tratamento de A. hydrophila com 140 mgOTCkg-1; E: edema subepitelial. D: Com 15 

mgFFCkg-1. D: desestruturação da estrutura de sustentação; FL: fusão lamelar apical. Barras 

de 1 cm: 34,5 µm. Coloração HE. 
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Figura 14. Fotomicrografia de cortes transversais de 

brânquias de pacu após dez dias de tratamento 

com FFC (10,0 mgFFCkg-1). AN: Aneurisma. 

Barra 1cm = 34,5 µm. Coloração HE. 
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Após os tratamentos com OTC ou com FFC são observadas alterações estruturais nas 

brânquias de pacu, como ocorrência de fusão lamelar apical e pontos de aneurisma. Com 15,0 

mgFFCkg-1 ocorreu desarranjo das estruturas de sustentação das lamelas secundárias e com 110,0 

e 140,0 mgOTCkg-1, edema subepitelial na lamela secundária. Exceto nos tratamentos com 10,0 e 

15,0 mgFFCkg-1, todos os demais tratamentos causaram hiperplasia interlamelar, decorrente do 

aumento de células cloreto, mucosas e de revestimento. 

Os aneurismas e a fusão lamelar podem ter sido causados pela presença de A. hydrophila, 

já que a concentração de oxigênio dissolvido estava ótima e os antibióticos estavam agregados à 

ração e não dissolvidos na água. Segundo Noga (1995) e Kobayashi et al. (2005) bactérias Gram-

negativas, como A. hydrophila, causam fusão lamelar, aneurisma e hemorragia branquial em 

Sebastes schlegeli.  

O aumento das células mucosas e células cloreto observadas neste trabalho, podem ter 

sido causadas pela bactéria A. hydrophila, pois Lee et al. (1996) destacam que essas mudanças 

podem ser causadas por agentes patológicos ou por presença de poluentes na água. 

Segundo Mallatt (1985) o aumento do número de células mucosas provoca hipersecreção 

de muco, que visa à proteção da estrutura tecidual em situações ambientais adversas e em 

exposição a agentes tóxicos. As muco substâncias produzidas por estas células apresentam 

poliânions, que podem atuar como barreira protetora contra a penetração do xenobiótico ou 

patógeno no epitélio respiratório do pacu. Esse mecanismo de defesa foi observado nos pacus 

como forma de proteção do epitélio branquial contra a bactéria. 

A fusão lamelar ocorre devido ao aumento da adesão entre as células epiteliais e o sistema 

de sustentação das células pilares, acompanhado pelo colapso da integridade da estrutura da 

lamela secundária (Skimore e Tovell, 1972). 

Durante o processo respiratório, o fluxo de água que entra pela boca do peixe leva consigo 

agentes irritantes e patógenos. Esses agentes, em altas concentrações, entram em contato com as 

brânquias e alteram a forma dos filamentos branquiais e das lamelas respiratórias (Luvizotto, 

1994).  

A desorganização da estrutura branquial conduz a uma menor eficiência na absorção de 

oxigênio, devido ao aumento da distância de difusão lamelar (Roberts, 1981; Fanta et al. 2003). 
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5.6.3 Fígado 

No controle sem infecção, o fígado de pacu é constituído por capilares sinusóides e 

hepatócitos em arranjo cordonal. Os hepatócitos têm formato hexagonal, citoplasma claro 

(acidófilo), presença de glicogênio e o núcleo levemente deslocado para a periferia da célula. Há 

presença do hepatopâncreas organizado no entorno das veias centrais (Figura 15A, B). 

No controle com infecção os hepatócitos apresentaram hipertrofia, citoplasma claro, 

núcleo deslocado para a periferia e menor quantidade de glicogênio com relação ao observado no 

controle. 

No tratamento com 110,0 mgOTCkg-1 a composição geral dos tecidos é semelhante à 

observada no controle com infecção porém com ausência de glicogênio nos hepatócios. 

Com 140,0 e 170,0 mgOTCkg-1 as composição dos tecidos é semelhante à que foi 

observda no controle com infecção. 

No tratamento com 5,0; 10,0 e 15,0 mgFFCkg-1 ocorreu hipertrofia dos hepatócitos, 

observa-se citoplasma claro e o núcleo deslocado para a periferia. Com 5,0 mgFFCkg-1 os 

hepatócitos apresentam acúmulo de glicogênio e em 10,0 e 15,0 mgkg-1 observa-se presença de 

poucos grânulos de reserva e desarranjo cordonal dos hepatócitos em 15,0 mgkg-1 (Figuras 

15C,D). 
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Figura 15. Fotomicrografia de cortes transversais de fígado de pacu após dez dias de tratamento de 

A. hydrophila com FFC. A: controle sem infecção, demonstrando o arranjo cordonal 

dos hepatócitos; Asterisco: hipertrofia; Seta: capilares sinusóides. Barra 1cm = 69,1 

µm. B: controle sem infecção, glicogênio nos hepatócitos; GC: glicogênio. Barra de 

1cm = 13,8 µm. C: 5,0 mgFFCkg-1, hipertrofia. Barra 1cm = 69,1 µm. e em D: 15,0 

mgFFCkg-1, ausência de glicogênio e desarranjo cordonal dos hepatócitos. Barra de 1 

cm = 34,5 µm. A e C: Coloração HE e B e D: Coloração PAS.  
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As composição celular normal do fígado de pacu (controle sem infecção) estão de acordo 

com as descritas em outros estudos científicos para peixes (Roberts, 1981; Akiyoshi e Inoue, 

2004). 

Nos tratamentos de com OTC e com FFC e no controle com infecção ocorreu hipertrofia 

dos hepatócitos decorrente do aumento no número de organelas responsáveis por metabolizar o 

antibiótico e as toxinas da bactéria. A presença de glicogênio armazenado foi verificada no 

controle sem infecção e no tratamento com 5,0 mgFFCkg-1 e apenas pontos de grânulos de 

glicogênio nos demais tratamentos.  

O acúmulo de glicogênio no controle sem infecção e no tratamento com 5,0 mgFFCkg-1 

indica uma ineficiência do uso desse material de reserva. A pequena presença de grânulos de 

glicogênio nos outros tratamentos indica utilização da glicose, talvez para metabolizar o 

antibiótico e paredes celulares das bactérias ou esse consumo de glicogênio hepático também 

pode ser decorrente do estresse causado pela presença da bactéria. Esse indicativo é 

acompanhado pela hipertrofia dos hepatócitos que indicam aumento da “maquinaria enzimática” 

para um aumento do metabolismo. 

A OTC causa lesões no fígado, como necrose focal, após administração intramuscular por 

sete dias em Tinca tinca (Rijkers et al., 1980; Bruno, 1989; Soler et al., 1996), porém nesse 

estudo, os antibióticos administrados na ração, não causaram lesões no fígado. 

 

5.6.4 Rim 

 O rim de pacu é composto por túbulos proximais e distais e glomérulos. Entre essas 

estruturas estão centros melanomacrófagos, tecido hematopoiético e linfóide. O túbulo proximal 

apresentou epitélio com células cúbicas ciliadas e núcleos mais centrais. O túbulo distal 

apresentou células cúbicas ciliadas com núcleos mais basais. Nos túbulos proximais e distais 

localiza-se o glicocálix formada pela parte apical das células cúbicas ciliadas. O glomérulo é 

composto pela cápsula glomerular de Bowman´s e por capilares fenestrados (Figura 16). 

 O controle com infecção, com 110,0; 140,0 e 170,0 mgOTCkg-1 e com 5,0; 10,0 e 15,0 

mgFFCkg-1 observam-se as características histológicas similares às do tratamento controle sem 

infecção.  
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Figura 16. Fotomicrografia de cortes transversais de rim de pacu . A e B: controle 

sem infecção. TD: túbulo distal; TP: túbulo proximal; G: glomérulo; H: 

tecido hematopoiético; CM: centro melanomacrofágicos. A: Barras de 1cm 

= 69,1 µm e em B: 34,5 µm. Coloração HE. 
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A composição celular normal do rim de pacu está de acordo com a observada por Cruz 

(2005), na mesma espécie e por Grizzle e Rogers (1985) em catfish (I. punctatus). 

A OTC causa necrose nos tecidos hematopoiéticos em Cyprinus carpio após 

administração de 150,0 mg.kg-1 (Svobodová, 2006). Segundo Soler et al., (1996) a OTC causa 

necrose do epitélio tubular e do tecido hematopoiético renal de Tinca tinca após a administração 

intramuscular por sete dias. Neste trabalho foram utilizadas concentrações maiores e menores á 

150,0 mgKg-1, porém não causaram alteração no tecido renal.A ausência de alteração nesses 

tecidos pode ser devido à baixa ingestão da ração pelos peixes, devido ao paladar inadequado 

(Rigos et al, 1999). 

O tratamento com FFC não ocasionou alteração no tecido renal, assim como observado 

por Inglis et al. (1991) em S. salar para tratar infecção causada por A. salmonicida. Porém 

ocorreu diminuição do tecido hematopoiético/linfopoiético de rins de I. punctatus e de S. salar, 

após a administração de 10 mgFFCkg-1 por 20 dias (Gaikowski et al., 2003; Schering-Plough, 

2009). 
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6. CONCLUSÃO 

A CL50;48h estimada de OTC para o pacu é de 7,6 mgL-1 e de FFC > 1.000 mgL-1. A 

OTC reduz a concentração do oxigênio dissolvido e de forma inversamente proporcional à 

concentração diluída na água. A OTC é de baixo risco de intoxicação ambiental para o pacu e o 

FFC é sem risco de intoxicação ambiental para o pacu e não altera as variáveis de qualidade da 

água. 

A OTC, em concentrações de até 170,0 mgkg-1 de ração, não é eficaz para o controle de A. 

hydrophila em pacu e o FFC é eficaz na concentração de 10,0 mgkg-1 de ração para o controle e 

tratamento de infecção por A. hydrophila em pacu.  

A OTC e o FFC administrados na ração não alteram as variáveis de qualidade de água. 

A A. hydrophila causa lesão na epiderme, derme e na camada muscular, edema 

subepitelial, aneurisma, fusão lamelar, hiperplasia e hipertrofia de células mucosas, cloreto e de 

revestimento das brânquias de pacu. 

A A. hydrophila e a administração de OTC e FFC causam hiperplasia dos hepatócitos, 

porém não causam alteração no rim de pacu. 
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