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RESUMO

A piscicultura vem se destacando com seu crescimento acelerado. A elevada demanda na
atividade, resultou em danos ambientais e baixa produtividade. Em funcdo desse quadro,
surge a necessidade de melhorar a resisténcia as doencas, as taxas de crescimento e um
melhor aproveitamento da dieta fornecida, assim trouxe o uso de alternativas aos
antimicrobianos em praticas de aquicultura. Com esse principio, a presente pesquisa objetivou
avaliar os efeitos do uso de aditivos naturais, como promotores de crescimento e
imunoestimulantes, em tilapias do Nilo (Oreochomis niloticus), por meio de desafios
sanitarios com Aeromonas hydrophila. Para tanto foram testados o extrato etandlico de
prépolis (EEP), Oleo essencial de orégano (OEO), Saccharomyces cerevisae (probidtico),
Ascophyllum nodosum (prebiotico) e um simbidtico (em conjunto 0 mesmo pre- e probiotico)
em racdes para as tilapias. A pesquisa foi constituida de cinco experimentos “in vivo”. Tais
experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal da
Univasf, assim como o isolado utilizado foi proveniente da bacterioteca deste laboratério.
Foram utilizados alevinos de tilapia do Nilo, alimentados com racdes peletizadas, fabricadas
exclusivamente para os estudos em questdo. As condigdes ambientais para 0s animais foram
mantidas nos limites adequados para a espécie, exceto para o experimento do probidtico
(S. cerevisae), no qual foi usada também como fator de estresse. Apds 30 dias de alimentacao,
foram realizados o desafio com A. hydrophila. Ao final dos experimentos, os alevinos, foram
avaliados quanto aos parametros zootécnicos, sobrevivéncia, imunolédgico e microbiologicos.
No experimento com o EEP, verificou-se que, ndo influenciou nos parametros de
sobrevivéncia, desempenho e rendimento de carcaca dos alevinos, porém contribuiu na
recuperacdo das lesdes provocadas por A. hydrophila, como também foi observado uma maior
diversidade no microbioma intestinal pela PCR-DGGE. Na escolha do dleo essencial, foi
realizado um teste “in vitro”, para avaliar atividade antimicrobiana frente a 100 isolados de
A. hydrophila: orégano (Origanum vulgare), alecrim (Rosmarinus officinalis) e pimenta do
reino (Piper nigrum). O OEO foi o que apresentou melhor atividade e, ao ser testado “in
vivo”, a dose 0,5 e 1% Kg ragdo-1, foram associados aos melhores pardmetros de desempenho.
O OEO também contribuiu para uma maior diversidade de micro-organismos intestinais. Na
experimentacdo com o probidtico, suas doses foram escolhidas a partir de recomendac6es
fornecidas pelo fabricante, tal aditivo provocou mudancgas no microbioma intestinal e, o nivel
de 6x10® UFC kg? S. cerevisiae teve melhor efeito sobre o desempenho, na utilizagdo do
alimento mesmo os peixes sob condigdes de estresse. A A. nodosum, embora seus valores de
desempenho e sobrevivéncia tenham sido superiores ao grupo controle, estes néo
apresentaram diferenca significativas, mas o aditivo contribuiu para uma melhor colonizagéo
de leveduras no intestino dos alevinos em comparagéo ao grupo controle. Quando na unido ao
probidtico (simbidtico), um efeito sinérgico foi observado. Apresentou melhoria no
desempenho, sobrevivéncia e colonizagdo do microbioma intestinal. Atuando como
imunoestimulante e promotor de crescimento. Os alimentos funcionais aqui testados
apresentam-se como potencial alimento funcional para a tilapia do Nilo.

Palavras-chave: extrato, 6leos essenciais, prebiotico, probidtico, simbiotico, aquicultura,
desafio, microbiologia.



ABSTRACT

Fish farming has been outstanding with its accelerated growth. The high demand in activity
resulted in environmental damage and low productivity. Due to this framework, the need
arises to improve disease resistance, growth rates and better use of the diet provided, and
brought the use of alternatives to antimicrobials in aquaculture practices. With this principle,
the present study aimed to evaluate the effects of the use of natural additives such as growth
promoters and immune stimulants in Nile tilapia (Oreochomis niloticus) through health
challenges with Aeromonas hydrophila. Therefore, we tested the ethanol extract of propolis
(EEP), oregano essential oil (OEQO), Saccharomyces cerevisiae (probiotic), Ascophyllum
nodosum (prebiotic) and a symbiotic (together the same pre- and probiotics) in feeds for
tilapia . The research consisted of five experiments "in vivo". Such experiments were carried
out in the Laboratory of Microbiology and Immunology Animal UNIVASF, as well as isolate
used was from the bacterioteca this laboratory. Fingerlings of Nile tilapia fed pelleted feed,
manufactured exclusively for the studies in question. Environmental conditions for the
animals were kept in the appropriate limits for the species, except for the probiotic of the
experiment (S. cerevisiae), which was also used as a stress factor. After 30 days of feeding
were performed the challenge with A. hydrophila. At the end of the experiments, the
fingerlings were evaluated for the zootechnical, survival, immunological and microbiological
parameters. In the experiment with the EEP, it was found that did not influence the survival
parameters, performance and carcass yield of fingerlings, but contributed to the recovery of
the lesions caused by A. hydrophila, it was also observed a greater diversity in the intestinal
microbiome by PCR-DGGE. In the choice of essential oil, a test was performed "in vitro" to
evaluate antimicrobial activity against 100 isolates of A. hydrophila: Oregano (Origanum
vulgare), rosemary (Rosmarinus officinalis) and black pepper (Piper nigrum). The OEO
showed the best activity and, when tested "in vivo", the dose and 0.5% and 1 kg feed™, were
associated with better performance parameters. The OEO also contributed to a greater
diversity of intestinal microorganisms. In experimenting with the probiotic their doses were
chosen from recommendations provided by the manufacturer, this amendment caused changes
in the intestinal microbiome and the level of 6x108 CFU kg S. cerevisiae had better effect on
performance in the same food use fish under stress conditions. A A. nodosum, although their
performance and survival values were higher than the control group, they showed no
significant difference, but the additive contributed to a better colonization of yeast in the
intestines of young fish in the control group. When the union to probiotic (symbiotic), a
synergistic effect was observed. Showed improved performance, survival and colonization of
the intestinal microbiome. Acting as immunostimulant and growth promoter. The here tested
functional foods are presented as a potential functional food for Nile tilapia.

Keywords: extract, essential oils, prebiotic, probiotic, symbiotic, aquaculture, challenge,
microbiology.
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1. INTRODUCAO

Em funcédo do crescimento e das mudancas nos habitos alimentares da populacéo, que
busca por melhorias na qualidade de vida, a producdo de organismos aquaticos tem sido
estimulada. Comprovados pelos dados da FAO (2014), a oferta mundial de pescado per
capita aumentou de uma média de 9,9 kg (equivalente peso vivo) na década de 1960 para 19,2
kg em 2012. Dados preliminares para 2011 indicam que 0 consumo de peixe continuou a
aumentar, atingindo 18,8 kg'. Alguns paises da América do Sul, como Equador, Peru e Brasil,
ja fizeram um rapido progresso para tornarem-se produtores de grande importancia na
aquicultura. Neste cenario, o Brasil ocupa a 12° posicao no ranking mundial, com 479.399 t
em 2010 (MPA, 2012). Em 2011, a regido Nordeste registrou a maior producédo de pescado do
pais, respondendo por 31,7% da producédo nacional (MPA, 2012).

Acompanhando a tendéncia, o Vale do Sdo Francisco possui grande tradicdo na pesca
e producdo de peixes. Atividade esta realizada tanto em criatorios associados a modernas
tecnologias de producdo como por pequenos produtores rurais e familias de pescadores. O
cultivo de espécies exdticas como a tilapia do Nilo vem se destacando e tem representado uma
alternativa importante para a regido, pois apresenta um pacote tecnoldgico de cultivo
avancado, O6tima adaptacdo ao cultivo em cativeiro. Além de seus favoraveis fatores de
criacdo e desempenho, a tilapia apresenta excelente qualidade de carcaca ja bem reconhecida
e aceita pelo mercado consumidor.

A intensificacdo dos criatorios de peixes, hoje é reconhecidamente um sistema de
elevada produtividade, embora estressante, em funcéo de altas densidades de estocagem, alto
fluxo de dgua e manejos decorrentes de classificacdo e transportes (El-Sayed, 2006). Tais
fatores estressantes sdo as principais causas de perdas na piscicultura, pois afetam o
metabolismo, diminuem a atividade do sistema imune e consequentemente, 0 crescimento e a
sobrevivéncia dos peixes (Hussain, 2004). A A. hydrophila é mais frequente do que as outras
especies de Aeromonas no desenvolvimento de doencas nos peixes, sendo que esta também
retne os isolados de maior viruléncia (Pavanelli et al., 2008). Fato este também confirmado
em trabalhos realizados na regido do Submédio Sdo Francisco (Silva, 2011; Santos, 2011).

As doencas bacterianas sdo comumente combatidas pela adicdo de quimioterapicos e
antibidticos nas dietas. A utilizacdo de doses sub-terapéuticas como promotores de
crescimento, sdo uma préatica também aplicada na producdo animal (Dibner e Richards, 2005).
Entretanto, seu uso indiscriminado, tem levado ao desenvolvimento de cepas de organismos

maultiplo resistentes (Kaskhedikar e Chhabra, 2009), o que é muito preocupante, pelo fato de
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serem farmacos utilizados na clinica (Wang e Silva, 1999; Schmidt et al., 2001;
Vivekanandhan et al., 2002). O que pode tornar dificil de curar as doencas causadas por A.
hydrophila (Daskalov, 2006).

O oleo esséncia de orégano (OEO) e o extrato de prépolis destacam-se por serem
produtos naturais, com potencial uso zootécnico, assim como o uso de bactérias consideradas
probidticas. O orégano é bem conhecido em todo o0 mundo pelo seu especial aroma e por suas
propriedades antioxidantes e qualidades antimicrobianas (Gabor et al., 2010). As principais
substancias ativas de orégano sdo timol e carvacrol (Céceres, 1999). O 6leo de orégano vem
sendo utilizado em dietas (Zheng et al., 2009; Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010;
Ahmadifar et al., 2011), com efeitos positivos.

O extrato de propolis é um produto constituido por uma mistura de diversas resinas
vegetais, que é coletado por abelhas em plantas comumente visitadas por estes insetos (Azza
et al., 2009). Seus principais componentes sdo 0s compostos fendlicos (Sforcin, 2007). Tais
propriedades sdo caracterizadas como antibacteriano, antifangico, antiviral, antiprotozoarico,
anti-inflamatorio e imunoestimulante (Bankova, 2000). A propolis tem sido objeto de
crescente interesse, em fungdo da sua notavel atividade biologica (Sforcin, 2007), amplamente
utilizada como um promotor de crescimento (Denli et al., 2005; Meurer et al., 2009), um
adjuvante (Wang et al., 2000; Cai et al., 2001), ou um imunoestimulante para peixes (Cuesta
et al., 2005; Chu, 2006; Abd- EI-Rhman, 2009; Talas e Gulhan, 2009).

A Saccharomyces cerevisiae € um micro-organismo que pode ser utilizado como
probidtico na aquicultura (Abdel-Tawwab, 2012) e tem apresentado efeito positivo contra
problemas intestinais provocados por uma série de micro-organismos patogénicos como
Escherichia coli, Clostridium dificille entre outros, além da estimulacdo do sistema
imunologico (Abu-Elala et al., 2013; Schroeder et al., 2004). Herek et al. (2004) concluiram
que a Saccharomyces boulardii é capaz de proteger o balanco da flora gastrintestinal pela
inibicdo do crescimento de bactérias Gram-negativas, auxiliar o crescimento de bactérias
anaerdbicas e aumentar a resposta imunologica do hospedeiro.

Nessa mesma linha de estudo, os aditivos prebidticos também vem ganhando
destaque, dentre eles a farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum, que é encontrada nas
aguas costeiras do Norte do Oceano Atlantico (Branden et al., 2007). Em sua composic&o,
apresenta carboidratos funcionais (Berteau e Mulloy, 2003), com efeito positivo no uso em
racOes para peixes (Costa et al., 2013; Oliveira et al., 2014). A combinacgdo da S. cerevisiae

com a A. nodosum como proposta de simbidtico € uma pesquisa inédita. Em funcdo de suas
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respostas positivas de forma isolada em animais aquaticos, os resultados dessa unido sao
promissores e estimulantes.

A nutrigdo precisa se adaptar a esses novos desafios, por meio do desenvolvimento de
novos conceitos e de estratégias. Aditivos que promovam a salde, uma nutricdo otimizada,
que afete beneficamente uma ou mais funcdes-alvo no corpo, como o0s denominados
"alimentos funcionais"”, adicionados as dietas dos animais (Roberfroid, 2002). Conceitos
novos e relevantes ndo somente para evitar surtos epizodticos, como para promover melhores

indices zootécnicos e, em consequéncia, econdmicos.

REVISAO DE LITERATURA

2.1 Piscicultura

O Brasil é um pais de grande extensao territorial, possui a maior reserva de agua doce
do globo com cerca de 8 mil km3. Embora 85% do territério esteja localizado em zona de
clima tropical, muito favoravel a produgdo de pescados, o potencial destes recursos ainda é
pouco aproveitado para o incremento da producdo aquicola (BNDES, 2012). Contudo, o
Brasil tem melhorado sua posicao global significativamente nos tltimos anos.

A produgdo de peixes continental esta num patamar constante a mais de dez anos,
enquanto que a producdo da aquicultura aumentou substancialmente. Segundo IBGE (2013) a
producdo aquicola brasileira foi de 477 mil toneladas com uma taxa de crescimento de 56%
nos ultimos 12 anos, movimentando cerca de 3 bilh6es ao ano, sendo a piscicultura
responsavel por 82% da producdo nacional. Através dos indices do consumo, de 1999 a 2011
a média per capita passou de 6,15 kg/habitante/ano para 11,17 kg/habitante/ano, um aumento
de 81% (MPA, 2012). O principal fator relacionado a esse crescimento, se da pelo aumento da
produtividade em cativeiros atrelados ao viés da “alimentacdo sauddvel”, impulsionados pela
oferta de novos produtos e difusdo de culindrias (SEBRAE, 2015). Dessa forma é possivel
prescrever a crescente valorizagao que esta sendo dada atualmente a essa fonte de alimento.

Globalmente, o Brasil encontra-se entre os 15 paises responsaveis pela producao de
92,7% de todo pescado cultivado em 2012 (FAO, 2014). A regido Nordeste do pais, destaca-
se como o maior produtor (29% da producdo nacional) principalmente em virtude da
carcinicultura. Os principais grupos cultivados, sdo os peixes 0sseos (FAO, 2014). As

espécies de peixes redondos e as tilapias representam 83% do cultivo de peixes no pais,
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estando as ultimas contribuindo atualmente com 47% da producdo, com indices de
crescimento de 105% (IBGE, 2013).

A viabilidade da piscicultura depende da disponibilidade de espécies adaptadas ou
adaptaveis aos sistemas de producdo (Ostrensky et al., 2008). Na regido semiarida do
Nordeste, apesar das baixas taxas pluviométricas, a piscicultura tem sua importancia devido a
existéncia de alguns rios e barragens, tornando-se alternativa de atividade econdmica e social
(Meurer et al., 2009). Devido as tecnologias para o cultivo, melhoramento genético e
profissionais capacitados existentes, aliados as condigdes climaticas e boas caracteristicas de
solo da regido, o cultivo de espécies exoticas, como a tilapia do Nilo, tem se destacado,
tornando-se uma alternativa importante para o desenvolvimento de pisciculturas de pequeno e
grande porte (Oliveira, 2011).

Dentre os sistemas de cultivo de peixes, a atividade em tanques-rede se destaca no
pais, pois apresenta baixo custo e facil manejo. Entretanto, este tipo de sistema de producéo
de peixes pode causar consequéncias negativas nos ecossistemas aquaticos modificando a
qualidade da &gua e consequentemente afetando a qualidade do pescado produzido (Américo
et al., 2013). Neste tipo de criacdo a espécie mais utilizada ¢ a tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticus), devido a suas caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas que Ihe confere alta tolerancia
as condicdes adversas além de ser uma espécie com melhor aceitacdo pelo mercado
consumidor (Kubitza, 2000).

As tildpias do Nilo foram introduzidas no Nordeste do pais no inicio dos anos 1970,
desde entdo, essa atividade vem tendo elevada difusdo. Podem ser produzidas em sistemas
extensivos ou semi-intensivos de cultivo, mas a viabilidade da tilapicultura é muito maior
quando a espécie é produzida em sistemas intensivos a partir de alimentos completos,
extrusados e altamente digestiveis (Fracalossi e Cyrino, 2012). No entanto, a intensificacao
das praticas na piscicultura requer um cultivo em altas densidades, nos quais 0s peixes sdo
submetidos a altas condigdes de estresse (Cruz et al., 2012). Uma problematica acerca do
cultivo de peixes estd diretamente relacionada aos efluentes que podem poluir as aguas
naturais, pois podem conter concentracdes de varidveis biologicas e quimicas acima do
permitido, aumento direto dos solidos suspensos e nutrientes oriundos do alimento néo
consumido pelos peixes, excrementos e subprodutos metabélicos (Meirelles, 2010).

O manejo da adubacdo e alimentacdo de peixes em tanques-rede pode afetar
diretamente a qualidade da &gua, causando perda progressiva da biodiversidade e rendimento
dos produtos. O cultivo dos peixes € mantido por fatores fisicos e quimicos complexos e por
interacOes bioldgicas que dependem diretamente da qualidade da agua (Konsowa, 2007).
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Dessa forma, qualquer desequilibrio no ambiente aquatico pode desencadear uma resposta
fisioldgica de estresse nos individuos, que de acordo a duracéo e tipo de manejo pode levar a
uma alteracdo do sistema imunoldgico, diminuindo sua capacidade de reagir a patégenos,
tornando-os mais sensiveis a enfermidades, principalmente as de origem bacteriana, com
consequente aumento nas taxas de mortalidade e prejuizos a producdo (Sado e Matushima,
2007).

Dentre as doencas que afetam o cultivo de peixes, predominam as de origem
bacteriana, entretanto nem todas as bactérias sdo patdgenos primarios, podendo ser
caracterizados como patdgenos oportunistas, que colonizam e causam doencas em
hospedeiros imunossuprimidos (Austin e Austin, 2007). As doencas mais comuns observadas
em cultura de tilapias do Nilo sdo as causadas pelas espécies de bactérias Aeromonas maveis,
Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae (Komar, 2008; Figueiredo e Leal,
2008). Na Regido do Vale do Sdo Francisco, Aeromonas hydroplila é a espécie mais
comumente isolada e identificada de organismos aquaticos (Silva, 2011; Santos, 2011), o que
¢ preocupante, pois dentre as Aeromonas moveis, os isolados de A. hydrophila sdo
considerados 0s mais virulentos (Fang et al., 2004; Costa, 2003). Acredita-se que a sua
patogénese de infeccdo € complexa e multifatorial, possuindo envolvimento de diversos
fatores de viruléncia (Yu et al., 2005; Pablos et al., 2009).

A piscicultura contemporénea é apontada como um mercado estratégico para o
desenvolvimento sustentavel, producdo de alimentos e ampliacdo de fronteiras inexploradas
no Brasil (Figueiredo e Leal, 2008). Fazendo parte desse contexto, o Semiarido nordestino ja
se destaca na atividade, e a tilapia do Nilo é a espécie mais explorada. Para a prevencao de
doencas e consequente diminuicdo de perdas econdmicas além das praticas de manejo como
controle da qualidade da agua, cumprimento de quarentena quando novos lotes forem
introduzidos, alimentacdo balanceada (Tavechio et al., 2009), destacam-se ainda, a
necessidade de encontrar alternativas, que visem estimular do sistema imune e favorecer o
desempenho dos animais, sem com isso, trazer um consequente aumento da resisténcia a
doencga, riscos significativos para a saude publica, promovendo a selecdo, propagacdo e
persisténcia de cepas bacterianas resistentes. A nutricdo otimizada é um dos novos conceitos,
dirigida no sentido de maximizar as fungdes fisiologicas de cada individuo, de maneira a
assegurar tanto o bem-estar quanto a salde, como também o risco minimo de
desenvolvimento de doencas ao longo da vida. As propostas sdo muitas, dentre elas

prebidticos, probioticos, simbidticos, extratos de plantas e éleos essenciais.
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2.2 Antimicrobianos em piscicultura

Visando atender a crescente demanda por alimentos, a prevengdo, o controle de
doencas e a melhoraia na eficiéncia alimentar dos animais tem se utilizado aditivos quimicos
e medicamentos veterinarios, principalmente antibidticos (Allem et al., 2013). Os antibioticos
sdo compostos naturais ou sintéticos utilizados nas diversas areas de producdo animal para
prevencdo e tratamento de enfermidades infecciosas. Em piscicultura, grande parte das
doencgas que prejudicam o cultivo séo causadas por agentes infecciosos, desta forma, o uso de
antimicrobianos é uma pratica de controle rotineiramente utilizada para conter a mortalidade
excessiva dos peixes (Gastalho et al., 2014).

Na aquicultura, os antimicrobianos sdo classificados como terapéuticos, profilaticos e
metafilaticos. O uso terapéutico corresponde ao tratamento de infeccBes ja estabelecidas,
enquanto o uso profilatico envolve a administracdo de agentes antimicrobianos como forma
de prevencdo em individuos ou grupos para impedir o desenvolvimento de infeccBes. A
utilizacdo metafilatica, corresponde ao procedimento que visa tratar os animais doentes e
simultaneamente trata 0s outros animais que se encontram sdos, de forma a evitar a
disseminacédo da doenca. Geralmente os produtos sdo administrados terapeuticamente por via
oral e por tempo reduzido, exceto em unidades reprodutoras, em que se utiliza a via
intraperitoneal (Romero et al., 2012).

A administracdo de antimicrobianos por meio da racdo e terapia de imersdo, em que o
produto é adicionado diretamente na dgua, pode transferir grande quantidade desses produtos
para 0 ambiente, impactando negativamente o microbioma relevante presente na agua (Heuer
et al., 2009). O problema é que, concomitante ao seu uso em criatorios, foram isoladas
bacterias resistentes. De acordo com Lutzhoft et al. (1999), dos antimicrobianos utilizados nos
cultivos de peixes, por meio da alimentagdo, poucos sdo absorvidos em sua totalidade,
principalmente em grupos de animais enfermos, em que ocorre redugdo da ingestdo do
alimento. Dentre as drogas administradas, 70% a 80% possuem capacidade de atingir o0 meio
ambiente contaminando ecossistemas terrestres e aquaticos. Estudos tem contribuido em
demonstrar tal impacto ambiental proximos a cultivos aquicolas, expondo uma eleva
disseminacdo de genes de resisténcia bacteriana a antibidticos (Shimidt et al., 2000; Sorum,
2000; Sorum, 2006).

A resisténcia aos antibidticos pode ser adquirida por mutacdo cromossémica ou
aquisicdo de plasmideos (Cruz et al., 2012). As bactérias que inevitavelmente desenvolvem

resisténcia aos antibidticos em animais compreendem agentes patogénicos de origem
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alimentar, patdgenos oportunistas e bactérias comensais (Tueber, 2001). Nesse contexto, 0s
micro-organismos do género Aeromonas compreendem 0s patdgenos de maior importancia
em piscicultura, sendo a etiologia da maioria das infecgdes, apesar de serem consideradas
bactérias patogénicas facultativas e oportunistas, se manifestando em individuos
enfraquecidos por concomitantes infecgdes bacterianas, virais, parasitarias ou em detrimento
de desequilibrios nutricionais (Pavanelli et al., 2008). Sdo encontradas em diversos habitats,
no intestino dos peixes, agua e sedimentos de lagos ricos em matéria organica (Trombetta et
al., 2005) e distribuidas nas espécies patogénicas para peixes: A. hydrophila, A. veronii, A.
sobri, A. cavie, A. allosaccharophila e A. salmonicida (Austin e Austin, 1987). A A.
hydrophila € um bastonete mdvel Gram-negativo, que se destaca por causar septicemia
hemorréagica em peixes, caracterizada por lesdes superficiais e hemorragias focais, exoftalmia
e lesBes internas como ascite, lesdes necroticas hepéticas e renais (Austin e Austin, 1987,
Chandran et al., 2002). Em seres humanos a A. hydrophila é considerada importante agente
etioldgico de gastroenterites oriundas do consumo de alimentos contaminados (Kozinska e
Pekala, 2010).

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), a regulamentacéo para o
uso de antibidtico em cultivos de peixes € definida por cada pais, ou por acordos
diplomaticos, a exemplo da comunidade europeia. No Brasil, 0 uso de antimicrobianos em
aquicultura é restrito, compreendendo poucos principios ativos, entre eles o florfenicol e
oxitetraciclina, contudo, devido a fiscalizacdo ineficiente outros produtos sdo utilizados
indiscriminadamente (Carrashi et al., 2011).

As enfermidades bacterianas sdo responsaveis pela diminuicdo da produtividade,
sendo um fator limitante de crescimento principalmente em sistemas de cultivo intensivo. O
uso de antimicrobianos de forma indiscriminada na piscicultura para a prevengéo e controle
de doengas infecciosas ou como promotores de crescimento amplia a presséo da selecéo sobre
0S micro-organismos, com consequente elevacdo da resisténcia bacteriana. O
desenvolvimento e propagacao da resisténcia antimicrobiana tornou-se uma problematica de
saude publica mundial (FAO / OIE / OMS, 2006), pois a mesma nao respeita fronteiras
geograficas e ecologicas, por exemplo, 0 uso de drogas em aquicultura, pode causar impacto
sobre outra area, como na medicina humana, pois bactérias de ambientes aquaticos podem
infectar seres humanos, caracterizando uma dispersdo direta da resisténcia entre espécies
(Cabello, 2004).

A preocupacdo com a presenca de residuos de drogas antimicrobianas nos alimentos

oriundos da aquicultura € destacada pelas regulamentacfes existentes sobre o uso das
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mesmas, com o estabelecimento de limites maximos de residuos (LMR). O Brasil adota os
LMR para produtos veterinarios recomendados pelo Mercosul, Codex Alimentarius, Unido
Européia ou Estados Unidos (Pacheco-Silva et al., 2014).

Os micro-organismos associados a doencas caracteristicas de peixes geralmente sdo as
variantes mais resistentes, demonstrando a importancia do uso ponderado e responsavel de
antibidticos na rotina da atividade produtiva, pois o contrario causara um impacto direto em
futuros tratamentos a serem instituidos (Smith, 2008). Por isso da necessidade de estudos no
sentido de encontrar substitutos que possam trazer beneficios a salde dos peixes, sem deixar

residuos no alimento e no ambiente.

2.3 Alternativas ao uso de antibiéticos em piscicultura

A piscicultura intensiva estd em constante crescimento, entretanto aliado a isso ocorre
0 aumento da incidéncia de enfermidades. A antibioticoterapia, principal forma de prevencéo
e tratamento, tem se tornado uma medida limitante, visto que seu uso massivo possibilita a
selecdo de micro-organismos resistentes (Andrade et al., 2012). Hirsch et al. (2006) estudando
a resisténcia a antimicrobianos de espécies de Aeromonas spp. isoladas de peixes
demonstraram que é grande a diversidade de espécies da bactéria em ambientes de
piscicultura e que diversos isolados se apresentam resistentes as drogas antimicrobianas,
mesmo sem 0 uso de tais substancias para o controle de enfermidades infecciosas.

Diante desta problematica, a busca por alternativas ao uso de drogas antimicrobianas
vem sendo primordial, uma vez que esse uso representa um risco potencial para a saude
publica, pois geram residuos na carne (Barani e Fallah, 2014) e transmitem bactérias
resistentes ao meio ambiente, animais e homem (Schmidt et al., 2000). A pratica da nutricdo
otimizada vem ganhando espaco e forga no sentido de estimular o sistema imunoldgico dos
peixes, garantindo ndo somente os critérios nutricionais, mas também levando em conta a
saude (Kiron, 2012). Dentre as estratégias nutricionais utilizadas estdo os alimentos
funcionais, considerados como alimento ou constituinte alimentar, com capacidade de
maximizar funcdes fisioldgicas, tendo efeito relevante sobre o bem-estar e saude (Day et al.,
2009). Como alimento funcional podemos citar os imunoestimulantes, considerados aditivos
zootécnicos, 0s quais sustentam a hipotese de que modulam varias funcdes como o sistema
imune, amenizando fatores de estresse de producdo e aumentando a resisténcia dos animais

contra infeccGes por patdgenos (Brickinell e Dalmo, 2005).



23

Como alternativas para as drogas convencionais, diversos estudos tém demonstrado
papel significativo para aquicultura, como o uso de plantas medicinais (extratos, 6leos
essenciais), prebioticos, probidticos e simbiontes, que atuam como profilaticos e terapéuticos
contra agentes patogénicos de peixe, apresentando potencial antiviral, antibacteriano,
antiflngico e antiparasitario, minimizando as perdas econémicas resultantes dessas infeccdes
(Citarasu, 2010; Park et al., 2011). Sabe-se que o controle das infec¢bGes causadas por
A. hydrophila esta ligado ao controle de fatores que facilitam a invasdo do hospedeiro.

Oleos essenciais e extratos de plantas contém uma rica mistura de moléculas altamente
funcionais, algumas das quais sdo benéficas e outras toxicas. No entanto, no ambiente, esta
toxicidade € muito baixa em comparacdo com aquelas de pesticidas sintéticos ou drogas (Park
et al., 2011). Sutili et al. (2015), constataram atividade “in vitro” e “in vivo” do 6leo essencial
de erva cidreira (Lippia alba) contra Aeromonas spp. No ensaio “in vivo ”, a sobrevivéncia foi
de 90% em juvenis de jundid (Rhamdia quelen) tratados apds desafio, apresentando lesdes
tipicas associadas a infec¢do por Aeromonas spp.

Produtos de origem vegetal bastante estudado é o extrato da propolis, elaborado de
forma natural pelas abelhas (Apis mellifera) para vedar aberturas e controlar micro-
organismos em suas coldnias (Cueto, 1989). Estas coletam resinas das plantas, que contém
elevada qualidade antimicrobiana e imunolo6gica, tem sido indicado aos peixes (Meurer et al.,
2009; Talas e Gulahn, 2009), pelas suas inUmeras propriedades benéficas e ainda por ser de
facil obtencédo (Soares et al., 2006; Tavares et al., 2006).

Estudos tem sido realizado com finalidade de esclarecer o efeito dos extratos de
prépolis contra Aeromonas spp., afim de utilizd-la como alternativa antimicrobiana na
producdo aquéatica. Andrade et al. (2012) avaliaram “in vitro” a sensibilidade de Aeromonas
hydrophila frente a extratos etanolicos de propolis e observaram que a curva de sobrevivéncia
dos isolados testados demonstrou uma inibicdo parcial com até trés horas de incubacéo,
resultado compativel com o efeito bacteriostatico da propolis, podendo ser alternativa as
poucas drogas antimicrobianas disponiveis para a terapia em aquicultura. Em estudo “in vivo”
com a truta arco-iris, a partir da administracdo do extrato de prépolis em dietas contendo 0,0;
0,5; 1,5; 4,5 e 9,0 g de propolis/kg racdo, Kashkooli et al. (2011) puderam concluir que os
peixes ndo apresentaram sinais de toxidez a longo prazo. Deng et al., (2011) também
trabalhando com a mesma espécie, observaram que o extrato etandlico de prépolis atuou
como promotor de crescimento, agente hepatoprotetor e imunoestimulante. Nessas condicdes,

0s estudos com esse aditivo sdo validos e promissores.
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O Oleo essencial de orégano (OEO) apresenta efeitos benéficos, possuindo
principalmente caracteristicas antimicrobianas. Essas caracteristicas sdo confirmadas por
Starliper et al., (2014) em um procedimento “in vitro” em que concluiram uma excelente
atividade antimicrobiana frente Aeromonas spp.. Estudos tem mostrado que o principal
componente do OEO ¢ o carvacrol (Ekren et al., 2013) e que pode estar ligado ao efeito
antimicrobiano e antioxidante, sendo este, observado a nivel celular por Bakkali et al. (2008).

Na alimentagdo de peixes, o OEO também vem sendo testado e apresentando
resultados positivos no crescimento, conversdo alimentar e parametros imunolégicos (Zheng
et al., 2009; Ahmadifar et al., 2011), como também na sobrevivéncia conta infec¢bes por
bactétrias (Zheng et al., 2009; Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010)

Ainda como alternativa ao uso de antibioticos, aumentou o nimero de pesquisas com
alimentos funcionais e de substancias que promovam o aumento da eficiéncia alimentar e da
taxa de crescimento dos peixes (Oliveira et al., 2002). Nesse contexto, os probidticos,
prebidticos e simbiontes sdo promotores de vida no sentido que melhoram de maneira geral o
estado de saude do organismo receptor (Brito et al., 2013).

Probidticos sdo organismos vivos que quando administrados em doses adequadas,
podem melhorar a vida animal (Fuller, 1989) e quando utilizados para organismos aquéaticos
apresentam efeitos benéficos, ndo s6 nos animais, mas também no ambiente de criacdo (Cruz
et al., 2012), por meio da melhoria da qualidade da &gua. Sabe-se, portanto, que 0s micro-
organismos na agua influenciam no microbioma do intestino dos animais e vice-vera, contudo
a interacdo entre ambiente e hospedeiro no ecossistema aquatico ainda € complexa
(Verschuere et al., 2000).

Vale salientar que os probidticos ndo apresentam efeitos bactericidas diretamente, mas
sim de competicdo com as bactérias, inibindo seu desenvolvimento e contribuindo para o
equilibrio bioldgico (Balcéazar, 2002). Estudos tém apontado que os probidticos na dieta de
peixe e agua de criagdo melhoraram a resisténcia & colonizacdo por bactérias patogénicas
(Irianto e Austin, 2002, Capkin e Altinok, 2009; Gaggia et al., 2010), o crescimento e a
utilizacdo de nutrientes (Merrifield et al., 2010). As Saccharomyces cerevisiae sdo leveduras,
e seu uso como imunoestimulante vem sendo bastante promissor (Lara-Flores et al., 2003,
Abdel-Tawwab et al., 2008; He et al., 2009; Reque et al., 2010; EI-Boshy et al., 2010).

Os prebidticos sdo ingredientes alimentares ndo digeriveis que de forma seletiva,
afetam beneficamente o hospedeiro por estimular/alterar o microbioma do célon, aumentando
0 numero de bactérias especificas (Gibson e Roberfroid, 1995; Amlashi et al., 2011). Estes

sdo hidratos de carbono que podem ser classificados de acordo com o tamanho molecular ou
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grau de polimerizacdo, tais como monossacaridos, polissacaridos ou oligossacaridos
(Roberfroid, 2001). Utilizado na racao de peixes, Ascophyllum nodosum pode ser considerado
um prebiodtico, j& que apresenta elevado teor de polissacarideos ndo amilaceos,
oligossacarideos e outros ndo carboidratos, principalmente os &cidos alginicos, manitol e
lamarina (Berteau e Mulloy, 2003), com efeito positivo no sistema imunologico (Costa et al.,
2013; Oliveira et al., 2014).

Por fim, a combinac&o de probidticos e prebidticos, em uma mesma racao, € chamada
de simbidtica (Collins e Gibson, 1999), que sdo combinados no intuito de melhorar os seus
efeitos benéficos, em consequéncia podem ter a capacidade de melhorar as atividades em um
mecanismo especifico de defesa, aumentando a resisténcia a doencas infecciosas, e
indiretamente causando aumento na producdo aquatica (Amlashi et al., 2011). O uso de
simbidticos em piscicultura tem sido pouco investigado e os dados disponiveis ainda sdo
escassos. Varios sdo os fatores a serem levados em conta a despeito das propriedades dos
simbioticos para seu real potencial na aplicacdo em piscicultura; tais como, a espécie de
peixe, 0 tempo de fornecimento na alimentacdo e quantidade suplementar, bem como o tipo
de prebidticos e probidticos utilizados. Esse conjunto de fatores, pode compor
significativamente a atividade dos simbiéticos (Cerezuela et al., 2011).

Em termos de crescimento, muito dos estudos relatam um efeito positivo do uso de
simbidticos em aquicultura, com padrfes de sinergismo ou potenciacdo (Rodriguez-Estrada et
al., 2009; Zhang et al. 2010; Ai et al., 2011; Geng et al., 2011; Mehrabi et al., 2012; Ye et al.,
2011). Em contrapartida Cerezuela et al. (2012) verificaram que, a administracdo combinada
inulina (prebidtico) + Bacillus subtilis (probidtico) aumenta a susceptibilidade a infeccdo por
Photobacterium damselae subsp. Piscicida.

Séo de extrema importancia pesquisas voltadas na busca de alternativas ao uso de
quimioterapicos. Além de garantir seguranca alimentar e ambiental, os efeitos positivos no
desempenho dos peixes, sobrevivéncia, parametros imunes garantem uma maior
sustentabilidade de producéo. Aplicar a melhor estrategia de alimentagdo pode ter um impacto
significativo para otimizar lucros de producdo, que é o principal objetivo da aquicultura
comercial. Além disso, quanto menor é o indice de mortalidade desde as fases iniciais até o
abate, os custos subsequentes de produgdo seriam reduzidos drasticamente (Cerezuela et al.,
2011). Uma das propostas relevantes, é que essas substancias sejam suplementadas nas dietas
em momentos criticos para 0s peixes, como nas praticas de manejo e na fase inicial de

crescimento (Kiron, 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do uso de alimentos funcionais, como promotores de crescimento e
imunoestimulantes, em tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus), por meio de desafios

sanitarios com Aeromonas hydrophila.

3.2 Objetivos especificos

e Auvaliar avaliar o efeito da inclusdo do extrato de prépolis, como alimento funcional a
racao, sob o desafio com A. hydrophila;

e Investigar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos 06leos essenciais de orégano (O.
vulgare), alecrim (R. officinalis) e da pimenta negra (P. nigrum);

e Avaliar a adicdo de niveis de 6leo essencial de orégano, sob o desempenho, a resposta
imune e a resisténcia contra A. hydrophila em tilapias do Nilo;

e Auvaliar as respostas quanto ao desempenho e imunoldgicas de alevinos de tilapia do
Nilo alimentados com doses crescentes do probidtico S. cereviseai desafiados com
A. hydrophila.

e Investigar o uso de Gleo essencial de orégano e extrato etandlico de propolis como
alimento funcional frente a A. hydrophila, na alimentacdo de alevinos de tilapia do
Nilo.

e Auvaliar o efeito potencial da administracdo dietética da alga marinha A. nodosum e da
levedura S. cerevisiae, separadamente e combinados, para alevinos de tilapia do Nilo,
sobre os parametros de desempenho e carcaca, microbiota intestinal e resisténcia a

desafio com A. hydrophila.
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RESUMO

O extrato alcodlico de prépolis (EEP) é uma alternativa aos antimicrobianos, que vem sendo
largamente estudado na alimentacdo animal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito da alimentagdo com o extrato de propolis em tilapias do Nilo sob desafio sanitario
decorrente da inoculacdo com Aeromonas hydrophila. O experimento teve duracdo de 35 dias,
em que 120 alevinos de tilapia do Nilo com 30 dias e 1,08 + 0,01g de peso médio foram
distribuidos em 20 aquéarios. Cada unidade experimental foi constituida por um aquéario de
60L com seis alevinos. Racdo com inclusdo do extrato de propolis (24,4 mL kg ragdo™) e uma
racdo testemunha (sem o extrato) foram utilizadas na primeira etapa experimental. Apds 30
dias de experimento, foi realizada a inoculacdo de A. hydrophila, na concentracdo de
108 UFC/mL, formando entdo os tratamentos da segunda etapa que consistiu dos grupos
alimentados com racdo testemunha desafiados ou ndo com A. hydrophila, assim como para o
EEP, formando quatro tratamentos e cinco repeti¢cdes. Nessas condicdes, foi possivel verificar
gue o extrato de propolis ndo influenciou nos parametros de desempenho dos alevinos de
tilapia. Apds a inoculagdo, foi verificado uma grande mortalidade, mas ndo significativa entre
os tratamento inoculados com A. hydrophila, entretanto a recuperacgao das lesdes nos animais
inoculados com A. hydrophila e alimentados com extrato de prépolis foi mais rapida que no
grupo controle. Foi possivel concluir que o extrato de propolis, ndo influencia nos parametros
de sobrevivéncia, desempenho e rendimento de carcaca de alevinos de tilapia do Nilo.
Contudo o0 mesmo contribuiu para recuperacdo das lesdes provocadas por A. hydrophila nos
animais incoulados.

Palavras chave: Aditivo alimentar, piscicultura, microbiologia, desafio bacteriano

ABSTRACT
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The alcoholic extract of propolis (EEP) is an alternative to antibiotics, which has been widely
studied in animal feed. The objective of this study was to evaluate the effect of food with the
propolis extract of Nile tilapia under health challenge resulting from inoculation with
Aeromonas hydrophila. The experiment lasted 35 days, in which 120 fingerlings of Nile
tilapia 30 days and 1.08 = 0.01 g average weight were distributed in 20 aquariums. Each
experimental unit was constituted by a 60L tank six fingerlings. Feed with inclusion of
propolis extract (24.4 mL kg feed) and a control diet (without extract) were used in the first
experimental stage. After 30 days of the experiment, inoculation of A. hydrophila was
performed at a concentration of 108 CFU / mL™, thus forming the second treatment step
consisting of the groups fed with control diet or not challenged with A. hydrophila, and for
EEP, forming four treatments and five replications. Under these conditions, we found that
propolis extracted did not influence the performance parameters of tilapia. After inoculation, a
great mortality was observed, but no significant between inoculated treatment with A.
hydrophila, however the recovery of lesions in animals inoculated with A. hydrophila and fed
propolis extract was more rapid than in the control group. It was concluded that propolis
extract, does not influence survival parameters, performance and carcass yield of fingerlings
of Nile tilapia. Yet the same contributed to the recovery of injuries caused by A. hydrophila in
incoulados animals.

Keywords: Additive alimentario, pisciculture, microbiology, bacterial challenge

INTRODUCAO

A piscicultura nacional € um ramo da zootecnia que estd em evidéncia. Fato este relacionado
a grande aptiddo do pais para este tipo de atividade, como o clima adequado e grande
disponibilidade de &gua, além do que o peixe é reconhecidamente um alimento de 6tima
qualidade nutricional. Dentro das espécies mais comumente cultivadas estdo as de origem
exotica, como o0 caso da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). Frente aos animais
domesticos explorados comercialmente, como suinos, aves e bovinos, a disponibilidade de
informacdes sobre os aspectos de manejo e nutri¢do para a piscicultura, mesmo em espécies
mais difundidas, € menor . Fato que dificulta o cultivo racional de espécies podendo levar a
uma inviabilidade econémica da atividade.

Essa atividade estd embasada em trés pilares: a producdo lucrativa, a preservacdo do meio
ambiente e o desenvolvimento social ®. A tilapia do Nilo é uma espécie de peixe de clima
tropical, que se adaptou muito bem ao Brasil. Constituindo-se 0 segundo grupo de peixes de
maior importancia na aquicultura mundial . Caracteristicas como a adaptacdo tanto a
alimentacdo natural quanto a artificial ou seu consoércio, desde o periodo larval, o alto
desempenho, a resisténcia a baixos niveis de oxigénio dissolvido na agua e o seu filé de 6tima

qualidade organoléptica, contribuiram para o sucesso desta espécie “.
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Os problemas advindos de enfermidades levam a significativas perdas em piscicultura,
afetando o desenvolvimento econdmico do setor®. Com o crescimento da piscicultura
intensiva no Brasil, observa-se o aumento da ocorréncia de patologias nos sistemas de
producio, em que as A. hydrophila, apresentam maior viruléncia © e estdo evolvidos em
consideraveis perdas na piscicultura @

Drogas antimicrobianas utilizadas para o controle de doencas tem tido um sucesso limitado na
prevencdo em piscicultura. O uso indiscriminado, tanto para o controle de doengas como
promotores de crescimento, aumenta a pressao da selecdo sobre os micro-organismos levando
a resisténcia bacteriana. Além da proliferacdo das bactérias resistentes apds a morte das nédo
resistentes ao antibiotico, ha também a possibilidade da transferéncia dos genes de resisténcia
a outras que nunca foram expostas a tal antibiotico®9. Além do mais, a antimicrobianoterapia
pode matar ou inibir a microflora normal, que é benéfica aos peixes. Em qualquer situacdo o
sucesso da terapia antimicrobiana estd em funcdo da escolha do agente apropriado, mas
existem poucos farmacos antimicrobianos de escolha para aquicultura®®.

A propolis € um produto constituido por uma mistura de diversas resinas vegetais, o qual é
coletado por abelhas em plantas comumente visitadas por estes insetos. As investigacGes
sobre as propriedades antibidticas da propolis tém sido conduzidas, sobretudo, na area médica
e veterinaria, onde o produto tem demonstrado uma eficiente atividade bacteriostatica e
bactericida em relacéo a diversos géneros de bactérias Gram positivas e Gram negativas®?.
Desta forma, a execucéo de trabalhos com desafios sanitarios e uso de aditivos naturais, pode
contribuir para o desenvolvimento de estudos e novas tecnologias para o controle de doencas
sem exposicdo do meio ambiente e mercado consumidor. Por essas condicBes, 0 presente
trabalho objetiva avaliar o efeito da inclusdo do extrato de prdpolis como aditivo natural a
ragdo, sob desafio com A. hydrophila.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal,
vinculado ao Curso de Zootecnia, no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Vale do Séo Francisco (UNIVASF) de Petrolina, PE.

A pesquisa foi conduzida conforme protocolo n° 0006/160812, aprovado pela Comicdo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do S3o Francisco — CEUA,
UNIVASF, de janeiro de 2013.Foram selecionados 120 alevinos de tilapia do Nilo

sexualmente revertidos, com 30 dias de idade, com peso medio de 1,08 + 0,01g, distribuidos
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em 20 aquarios com 60L de volume util. Os alevinos foram provenientes do Centro Integrado
de Recursos Pesqueiro e Aquicultura (CIRPA) de Petrolina-PE. Cada unidade experimental
constou de um aquério contendo seis peixes.

Avaliou-se o fornecimento do extrato de propolis por um periodo de 30 dias, em um
delineamento experimental inteiramente casualizado, com dois tratamentos e dez repetigdes.
Os tratamentos testados foram o fornecimento de 24,4 g kg racdo™, e uma ragdo testemunha.
Transcorrido esse periodo, foi feita a inoculacdo de A. hydrophila e solucdo salina (como
controle) nos alevinos. Os tratamentos consistiram de quatro grupos: sendo em dois fornecida
racdo testemunha, um inoculado com solucdo salina (Tratamentol) e outro inoculado com A.
hydrophila. (Tratameto 3) e, dois grupos que foram alimentados com racdo contendo extrato
de prdpolis, sendo um deles inoculado com solugdo salina (Tratamento 2) e outro inoculado
com de A. hydrophila (Tratamento 4), formando quatro tratamentos e cinco repeticdes, em um
delineamento inteiramente casualisado.

Foi utilizado no experimento um extrato de propolis comercial, composto de propolis diluida
em alcool neutro grau alimenticio e &gua purificada, proveniente do estado de Sdo Paulo. O
extrato foi submetido a caracterizacdo fitoquimica, a fim de garantir os teores dos compostos
fenolicos totais e flavonoides totais na amostra, constando de 126,22 mg (12,62%),
equivalente de &cido galico por grama de extrato de prépolis, e de 51,06 mg (5,10%)
equivalente de quercetina por grama de extrato de propolis®?. O extrato foi adicionado a
racdo teste na quantidade de 7,32 g kg™

A qualidade da agua dos aquarios foi controlada por aeracdo constante, por meio de pedras
microporosas, ligadas a minicompressores de ar e sua troca diaria. A sifonagem era realizada
pela manha (7h00) e tarde (16h30min), com a remocdo de cerca de 40% da éagua, na qual
ocorria a retiradas as fezes e eventuais restos de racdo. A limpeza interna das paredes dos
tanques foi feita semanalmente para evitar o aparecimento de perifiton.

Foram formuladas duas ra¢Bes contendo 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal de energia
digestivel (Tabela 1), composicdo e percentual das dietas foram adaptadas de Costa et al®.
Para a fabricacéo das ra¢Ges os alimentos foram moidos em peneira de 1 mm, posteriormente
foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes peletes secos em estufa
de ventilacdo forgcada por 24h a 55°C. Quando secos, foram quebrados e assim, adequado o
tamanho do pelete a boca dos alevinos.

O arracoamento foi feito trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 17h00, em um nivel de 10% do
peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a

adequacdo da quantidade de racdo fornecida.
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Tabela 1. Composicgéo das racbes experimentais

Ingredientes? g Kg racéo?
Tratamentos 1 e 3 Tratamentos 2 e 4

Farelo de soja 71,39 70,79
Milho 13,00 16,70
Oleo de soja 6,10 5,00
Fosfato bicalcico 2,80 2,80
Calcario calcitico 0,20 0,20
Extrato de propolis mL Kg ragdo™ 0,00 24,4
Suplemento mineral e vitaminico? 4,00 4,00
Sal 0,50 0,50
Butil hidroxi tolueno (BHT) 0,01 0,01
Total 100,00 100,00

! De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit.
A,1.200.000 UlI; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg; Vit. B2,
4.800 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Félico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit.
C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg;
Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000 mg; I, 20 mg; Co, 2 mg; Se, 20 mg.

A inoculacdo das A. hydrophila nos alevinos de tilapia do Nilo foi realizada apds 30 dias
experiementais com fornecimento do extrato de prépolis na racdo. Por um preparado de
indculo bacteriano com diluicdo em solucéo salina estéril a concentragdo de 108 UFC mL™,
padronizado em espectofotometria, injetada via intramuscular, latero-dorsal direita, em cada
peixe experimental, assim como a solugédo salina pura foi aplicada na propor¢éo de 0,5 mL
animal™.

Tal isolado pertencia a bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da
UNIVASF. Esse isolado foi obtido a partir do peixe pacamds (Lophiosilurus alexandri),
proveniente do CIRPA de Bebedouro/PE. Foi previamente identificado por meio de suas
caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas, conforme Quinn et al.*® e, por meio de
PCR para confirmacdo de género e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et
al.1%. Seus fatores de viruléncia também foram caracterizado, confirmando presenca dos
genes elastase e lipase segundo Sen*®),

Diariamente, antes das sifonagens, foram aferidas a concentragdo de oxigénio, temperatura,
condutividade elétrica e pH da agua dos aquarios experimentais (medidor multiparametros
modelo HI 9828, HANNA Instruments).

Para controle da higidade da agua de cultivo, a 4gua dos aquarios foi semeada em meio Agar

Sangue, antes do procedimento de inoculacdo de A. hydrophila nos peixes experimentais. Os
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peixes de cada unidade experimental, com 30 dias experimentais foram pesados e medidos
para determinacdo dos parametros de desempenho.

A partir da inoculagdo, os animais foram avaliados quanto a eventuais manifestaces de
infeccdo por A. hydrophila e mortalidade. Dos peixes mortos pelo tratamento, foi feito cultivo
bacteriano do rim em meio Agar Triptona de Soja (TSA), assim como no final do
experimento.

Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de desempenho,
sobrevivéncia, bem como os parametros fisico-quimicos da &gua, estes foram submetidos a
analise de variancia (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi verificado
pelo teste Levene. Quando verificando efeito significativo (p<0,05) realizou-se o teste Tukey

caso pelo software Statistica 5.0.

RESULTADOS

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica,
matutina e vespertina foram 27,62 + 0,08° C e 28,38 + 0,08° C; 7,47 + 0,11 e 8,04 £ 0,03;
6,58 + 0,06 € 6,26 + 0,04 mg L; 52,0 + 0,02 e 78,8 + 0,58 uSm cm, respectivamente. N&o
houve variacdo dos referidos parametros entre os tratamentos (P>0,05).

A partir da 4gua dos aquérios ndo houve crescimento de A. hydrophila. Do cultivo bacteriano
do rim e lesGes ulcerativas, em meio TSA, a partir dos peixes mortos em funcao do desafio,
houve crescimento de coldnias bacterianas de género Aeromonas, apenas nos tratamentos com
inoculacdo. No entanto, um comportamento diferente foi verificado no cultivo a partir do rim
dos alevinos na finalizagdo do experimento, em que no tratamento com o fornecimento de
extrato de propolis e desafiados com A. hydrophila (Tratamento 4) o crescimento foi inferior
ao tratamento controle com fornecimento de ragdo sem prépolis desafiados com A. hydrophila
(Tratamento 3), (1,6 UFC mL? e 117 UFC mL™ respectivamente) ndo havendo crescimento
nos demais tratamentos (Tratamentos 1 e 2).

Os valores médios de crescimento e caracteristicas de carcaca, apos 30 dias experimentais,
dos alevinos de tilapia do Nilo submetidos a racdo contendo 24,4 mL Kg ragdo™ de extrato de
propolis, estdo apresentados na Tabela 2. O peso inicial dos alevinos utilizados no
experimento foi semelhante (P>0,05) entre os tratamentos.

As médias de peso final, comprimento total, comprimento padrdo, altura, ganho de peso,

conversao alimentar aparente e fator de condigcdo corporal ndo apresentaram diferencas
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significativas (P>0,05) entre os tratamentos em funcdo do fornecimento de 24,4 mL kg ragdo™

de extrato de propolis na racdo. A sobrevivéncia foi de 100 % em todas as unidades durante

este periodo experimental.

Tabela 2. Valores médios de crescimento dos alevinos de tilapia do Nilo alimentados com

racio testemunha (1) e 24,4 mL kg racio™ de extrato de propolis (2)

Variaveis Grupos p*
1 2
Peso médio inicial () 1,08 + 0,012 1,08 £ 0,01 0,50
Peso médio final (g) 5,83 +0,97 6,01 £ 0,75 0,32
Comprimeto total (cm) 7,11+£0,24 7,24 £0,14 0,08
Comprimeto padréo (cm) 5,82 £ 0,62 592+0,12 0,13
Largura (cm) 1,06 + 0,06 1,07 £ 0,04 0,02
Altura (cm) 1,98+0,11 2,05+0,10 0,06
Ganho de peso (g) 4,86 + 2,49 4,82+231 0,11
Converséo alimentar 136 + 0,15 1374007 0.86
aparente
Fator de condicéo 0,029 + 0,001 0,029 + 0,0006 0,11
*P = P-valor
120
100 100a
100 -
% 80 -
£
% 60
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g 40+
[+}
@ 20b
20 - 133b
0
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Figura 1. Sobrevivéncia dos alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), submetidos a desafio com

inoculacdo de A. hydrophila. - (1) grupo de alevinos de tilapia do Nilo recebendo ragdo testemunha inoculados

com solugdo salina; (2) racdo contendo 24,4 mL kg de extrato de propolis, inoculados com solucdo salina; (3)

grupo de alevinos de tilapia do Nilo recebendo ragdo testemunha inoculados com A. hydrophila; (4) ragdo

contendo 24,4 m kg de extrato de prdpolis, inoculados com A. hydrophila.
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A sobrevivéncia dos alevinos de tilapias do Nilo apds desafio com A. hydrophila encontram-
se na Figura 1. Ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos inoculados com solucéo
salina (controles) e os tratamentos desafiados com A. hydrophila (P<0,05). Em contrapartida
ndo houve diferenca entre os tratamentos desafiados com A. hydrophila recebendo ou ndo o
aditivo alimentar.

Nos peixes do tratamento controle (inoculados com 0,5% de solucéo salina estéril), ndo houve
mortalidade, sinais clinicos ou qualquer anormalidade comportamental. Nos grupos
desafiados com A. hydrophila, foi possivel verificar perda de equilibrio e movimentos
respiratorios lentos e ascite, sinais clinicos também encontrados corresponderam a erosao de
nadadeiras e perdas de escamas, lesdes ulcerativas, principalmente nas proximidades do local
de inoculagdo e musculo caudal, além de exoftalmia. Analisando a ocorréncia de lesdes nos
animais inoculados com A. hydrophila alimentados ou ndo com extrato de prépolis, foi
possivel observar uma maior regressdo no tamanho das lesdes no grupo alimentado com

extrato de propolis Figura 2.
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Figura 2. Acompanhamento das lesdes ocasionadas pela infeccdo por A. hydrophila nos alevinos de tilapia do

Nilo alimentados (T4) ou ndo (T3) com extrato de prépolis.

DISCUSSAO
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Os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios, pH, oxigénio
dissolvido, condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro
dos limites adequados para a espécie(®),

O in6culo na concentragdo de 108 UFC mL? utilizado no experimento com extrato de
prépolis, apresentou elevada viruléncia. Apds a inoculacdo os peixes exibiram apatia e
reducdo dos movimentos voluntarios. Em menos de 12 horas cerca de 80% dos animais
experimentais submetidos ao desafio morreram. O cultivo do rim em meio TSA permitiu a
confirmacéo da relacdo da morte dos peixes em funcdo da presenca das bactérias inoculadas.
Estes resultados se assemelham aos encontrados por Boijink e Branddao®” , que usando
concentracdes bacterianas de A. hydrophila semelhantes (1,3 x 10° e 3,5 x 108 UFC mL™ de
solugdo salina), observaram 100% de mortalidade em 24 horas ap0s a inoculagdo em alevinos
de jundia (Rhamdia quelen). Contudo, dos animais sobreviventes, os sinais de infeccdo
causados pela bactéria foram mais atenuados em funcao da alimentacdo com o EEP. Novas
analises devem ser conduzidas afins de verificar o efeito da propolis apds o desafio sanitario.
Para isso, seria necessario o0 uso de uma menor concentracdo do inéculo, como observado no
experimento em que foi testado o aditivo alimentar farinha da alga marinha Ascophyllum
nodosum, no qual, os alevinos foram desafiados com concentracdo do indculo bacteriano de
108 UFC mL™ de solucdo salina®.

Embora a capacidade da bactéria em ocasionar enfermidade esteja relacionada ao estresse do
hospedeiro, pesquisadores tem relatado A. hydrophila como patégeno emergente primario,
possuindo mecanismos altamente especificos para promocdo de doenca!®?%?122)  Nijeto et
al.®® sugerem que estas manifestacdes sdo resultado dos produtos extracelulares que
apresentam efeito narcotico atuando no sistema nervoso central. Aeromonas spp. S0
importantes agentes infecciosos em peixes®?, sua patogenicidade vem sendo foco de estudos
e tem sido relacionada a diversos fatores de viruléncia(®>26:27.28152930) Qg jsolados, utilizados
neste experimento, apresentaram elevada viruléncia, que pode ser comprovada pela alta
mortalidade observada.

Os parametros zootécnicos apés o desafio ndo foram analisados, em funcdo da elevada
mortalidade ocasionada pela A. hydrophila. Isto se deve a concentragéo utilizada no desafio.
Antecedendo a inoculacgdo, tais parametros foram avaliados e ndo foi observada diferenca
significativa apos a utilizacdo do extrato de propolis. Esse fato ndo estd de acordo com os
achados por Azza e Abd-EI-Rhman®Y, que obtiveram melhores respostas quanto as
caracteristicas de crescimento nos alevinos de tilapia desafiados com A. hydrophila e
alimentados com extrato de propolis na ragdo. Do mesmo modo, Deng et al.®?, forneceram 2
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a4 g kg de extrato etandlico de propolis na dieta para truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss),
descreveram uma melhora no desempenho e eficiéncia alimentar. Meurer et al.®® quando no
fornecimento de 2,22 g kg de extrato de propolis para a tilapia do Nilo, também obtiveram
respostas superiores ao tratamento testemunha. Contudo, tais pesquisadores trabalharam com
animais maiores e encontraram respostas positivas em doses inferiores de extrato.

As respostas aos estudos com propolis sdo bastante diversificadas; Cuesta et al.®¥ nio
encontraram resultados satisfatdorios, sobre a resposta imune inata, trabalhando com gilthead
sea brean (Sparus aurata L.) alimentados com extrato de propolis na ragdo. Os resultados
atuais concordam com os encontrados por Franco et al.®® e Acqikgoz et al.®® que ndo
relataram diferenca entre as dietas de frangos de corte suplementados com extrato de propolis
em comparacdo a dieta controle e, Meurer et al.®® em sua maior dose (4 g kg*) nio
verificaram diferenca em relacdo ao tratamento testemunha. Isto nos leva a supor que a dose
utilizada no presente experimento pode ser elevada para a espécie em questdo. Perez et al.®”) e
Garcia et al.®® estudando a influéncia da dose parenteral da propolis sobre a resposta imune
em coelhos, verificaram que doses mais altas sugerem uma influéncia inibitéria e doses mais
baixas mostraram melhores resultados, refletindo-se em niveis mais elevados de
imunoglobulinas e anticorpos, e alteracdes no metabolismo. Sforcin®® verificou que a
atividade das células natural killer foi elevada nos grupos tratados com propolis, revelando
sua acdo imunomoduladora.

Apesar de sua acdo antimicrobiana reconhecida, diante dos achados neste estudo, é possivel
relatar que a alimentacdo suplementada com extrato de propolis ndo surtiu efeito satisfatorio
na resisténcia das tilapias frente a infeccdo ocasionada por A. hydrophila, verificado com a
elevada mortalidade. Contudo, em uma parcela da populagdo (grupo alimentado com o
extrato), houve uma reducéo no tamanho das lesdes. Esse € um fato que deve ser considerado
uma vez que, as escamas, a pele e o muco dos peixes auxiliam na reducgéo de perdas de sais
para 0 ambiente externo, além do muco possuir substancias neutralizantes, que somados,
agem como barreira contra organismos patogénicos®?. Injurias fisicas sdo porta de entrada
para novas infeccdes, 0 que leva o peixe a um grau elevado de estresse. A propolis
provavelmente atuou no processo de reepiteliacdo das lesdes causadas por A. hydrophila.
Segundo relatos da literatura, a propolis é ativa principalmente contra bactérias Gram
positivas e tem atividade limitada contra bactérias Gram negativas®424%) | A fagocitose tem
sido reconhecida como uma importante atividade celular do sistema imune inato dos
peixes*Y. Peixes tratados com imunoestimulantes mostram aumento na fagocitose, bem como

na atividade de explosdo respiratoria®®). Trabalhos tem demonstrado que a propolis melhora
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essas atividades®?. Efeitos sinérgicos também tém sido observados quando a propolos é
trabalhada em conjunto com outro refor¢o imunolégico, como vacinas®® e ervas®?.

Pesquisas tém demonstrado que algumas substancias presentes na prépolis podem combinar-
se com proteinas do organismo e tornarem-se imunogénicas, resultando em um quadro de
hipersensibilidade®® e intoxicacdo em organismos sensiveis. Respostas de hipersensibilidade
induzidas, podem estar especialmente relacionadas aos derivados dos acidos cinadmicos,
mencionado por Ramos e Miranda®®. Outro fator limitante ao uso do extrato de propolis é a
sua grande variabilidade nas amostras, suas atividades farmacologicas e composi¢do quimica.
Em testes de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foram encontradas atividades
bacterianas nas concentragdes de 80 pg mL™* descrita por Azza e Abd-EI-Rhman®? com
propolis do Egito frente a um isolado de Aeromonas spp.. Andrade et al.®% encontraram uma
CBM média de 16.935,50 pg mL para propolis verde da regido nordeste brasileira frente a A.
hydrophila. Amarante®? avaliando a mesma propolis comercial utilizada no presente estudo,
encontrou CBM de 68,7 pg mL™* para um maior nimero de isolados de Staphylococcus spp., e
confirmou sua padronizacdo nos padrdes quimicos estabelecidos.

A propolis tem demonstrado efeitos satisfatorios principalmente em resposta a experimentos
“in vitro”. Para respostas “in vivo”, nd0 existe um consenso, bem como caréncia de trabalhos
desta natureza em peixes, que quando encontrados, em sua maioria tratam de aspectos das
respostas do sistema imune relacionada a sua inclusdo®**). A utilizacdo de prépolis como
aditivo necessita de validacdo com outros estudos, com a utilizacdo de diferentes doses e até

outras espécies de peixes.

CONCLUSAO

O extrato de propolis como aditivo alimentar, na dose testada, ndo influenciou os parametros
de desempenho e carcaga de alevinos de tildpia do Nilo. Embora sem efeito sobre a
mortalidade de alevinos de tilapia do Nilo inoculadas com A. hydrophila, o extrato de propolis
foi eficaz na reducdo do cultivo bacteriano do rim dos peixes sobreviventes, alem de

contribuir para reepiteliacdo das lesoes.
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Oleos essenciais: sensibilidade frente 2 Aeromonas hydrophila e sua inclusio na alimentacio de
tilapia?
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ABSTRACT.- Oliveira, S.T.L1.,, Souza, R.C.,, Costa, M.M., Veneroni-Gouveia, G. 2017. [Essential oils:
sensitivity profile Aeromonas hydrophila front and their inclusion in the feed tilapia and its effect
after desafio] Oleos essenciais: perfil de sensibilidade frente & Aeromonas hydrophila e sua inclusio na
alimentacgao de tilapia e seu efeito apds desafio. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de
Microbiologia e Imunologia Animal, Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco, Campus Ciéncias
Agrarias, Rodovia Km 12, Lote 543, Projeto de Irrigacdo Nilo Coelho s/n, C1, Petrolina, PE, 56300-000,
Brasil. E-mail: mateus.costa@univasf.edu.br

The essential oils include natural substances by being, in turn, secure the point of view of
environmental health and pubis. Its use as an alternative to antibiotics and food additives has become a
tool of major interest for the therapy and animal husbandry. This study evaluated the “in vitro”
antimicrobial activity of oregano essential oils, rosemary and black pepper, isolated against Aeromonas
hydrophila (n = 100). To determine the antimicrobial activity, we used the broth microdilution technique
with determination of minimum bactericidal concentration. The oregano essential oil (OEO) showed the
best activity, inhibiting 66.0% of the isolates tested. The results indicate that it is promising to use the OEO
in combating A. hydrophila. Thus, also evaluated in the effect of increasing doses of the OEO as functional
food added to the feed to the Nile tilapia, challenged with A. hydrophila. The fingerlings (3.29 + 0.01g)
were distributed in aquariums, and subjected to increasing levels of OEO 0.5, 1.0 and 1.5% kg feed-1, being
prepared also a control diet. After 30 days of feeding, the challenge was performed with A. hydrophila, in a
concentration of 106 CFU / ml. clinical signs of infection were observed (erosion fins loss of scales,
ulcerative lesions, exophthalmos and ascites) beyond mortality. The bacterial inoculum had no activity
against virulent challenge with the fish, so that survival was increased. The values of the parameters
studied were submitted to analysis of variance and regression. The average final weight, weight gain,
presented a quadratic behavior due to the increased levels of OEO (p <0.05), with respective maximum
points at 0.58% kg-1. In the mean test showed no significant difference (p> 0.05) with the control group.
The feed conversion and feed efficiency showed significant differences (p <0.05) for the lowest dose. The
other parameters tested were not affected by treatments. The OEO the inclusion level associated with the
best performance parameters were between 0.5% and 1 kg chow. Thus, the oregano essential oil stands
out with potential use for fish nutrition.

INDEX TERMS: oregano essential oil, rosemary essential oil, black pepper essential oil, Aeromonas
hydrophila, Oreochromis niloticus.
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RESUMO. - Os dleos essenciais destacam-se por serem substdncias naturais, por sua vez, seguras do ponto
de vista da saude pubica e ambiental. Seu uso como alternativa aos antimicrobianos e aditivos
alimentares tornou-se uma ferramenta de grande interesse para a terapéutica e producdo animal. O
presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana “in vitro” dos dleos essenciais de orégano, alecrim e
da pimenta negra, frente a isolados de Aeromonas hydrophila (n=100). Para determinagio da atividade
antimicrobiana, utilizou-se a técnica de microdiluicio em caldo, com determina¢do da concentragio
bactericida minima. O 6leo essencial de orégano (OEQ) apresentou a melhor atividade, inibindo 66,0% dos
isolados testados. Os resultados obtidos indicam ser promissora a utilizacdo do OEO no combate a A.
hydrophila. Desta forma, avaliou-se também o efeito de doses crescentes do OEO como alimento funcional
adicionado a ragdo, para a tilapia do Nilo, desafiadas com A. hydrophila. Os alevinos (3,29+0,01g) foram
distribuidos em aquarios, e submetidos a niveis crescentes do OEO 0,5, 1,0 e 1,5% kg ragdol, sendo
preparada também uma rac¢do testemunha. Apds 30 dias de alimentacdo, foi realizado o desafio com A.
hydrophila, na concentragdo de 10® UFC/mL. Foram observados sinais clinicos da infec¢do (erosdo de
nadadeiras perdas de escamas, lesdes ulcerativas, exoftalmia e ascite) além da mortalidade. O inoculo
bacteriano ndo apresentou atividade virulenta diante do desafio com os peixes, de forma que a
sobrevivéncia foi elevada. Os valores dos parametros estudados foram submetidos a analise de varidncia e
de regressdo. As médias de peso final, ganho de peso, apresentaram um comportamento quadratico em
fun¢do do aumento dos niveis de OEO (p<0,05), com respectivos pontos de maxima em 0,58% kg1. No
teste de médias ndo houve diferenca significativa (p>0,05) com o grupo controle. A conversio alimentar e
a eficiéncia alimentar, apresentaram diferenca significativa (p<0,05) para a menor dose. Os outros
parametros testados nao foram afetados pelos tratamentos. O nivel de inclusdo do OEO associados aos
melhores parametros de desempenho estiveram entre 0,5 e 1% Kg racao-l. Desta forma, o 6leo essencial
de orégano destaca-se com potencial uso para a nutricdo de peixes.

TERMOS DE INDEXAGAO: Oleos essenciais, orégano, alecrim, pimenta negra, Aeromonas hydrophila,
Oreochromis niloticus

INTRODUCAO

Na producgido intensiva de peixes, é comum a utilizacdo de antibiéticos e quimioterapicos para
prevencgao ou tratamento das bacterioses. Entretanto, o uso indiscriminado dessas substancias tem gerado
uma preocupacio crescente com a emergéncia de bactérias resistentes a tais compostos, o que pode afetar
diretamente a saude dos animais e humanos (Agnew & Barnes, 2007, Citarasu, 2010).

A atividade antimicrobiana de alguns 6leos essenciais vem apresentando resultados satisfatoérios,
dentre estes, a pimenta negra (Piper nigrum), o orégano (Origanum vulgare) e o alecrim (Rosmarinus
officinalis) (Stoyanova et al. 2006, Busatta et al. 2007, Derwich et al. 2011), fato este que encorajam seu
uso como possivel alternativa para substituir ou diminuir o uso de antimicrobianos em peixes, e protegé-
los de possiveis infecgdes bacterianas como as provocadas por Aeromonas hydrophila.

Como aditivo alimentar, estudos demonstraram que o 6leo essencial de orégano apresentou
efeitos positivos sobre o ganho de peso e conversdo alimentar em truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss)
(Ahmadifar et al. 2011), aumenta a atividade antioxidante, reduz a mortalidade provocadas por
A. hydrophila em bagre do canal (Ictalurus puntactus) (Zheng et al. 2009) sendo, portanto, considerado um
potencial promotor de crescimento, imunoestimulante e antimicrobiano para peixes.

A tilapia, é mundialmente, a espécie de maior sucesso nos cultivos, mesmo assim, esta sujeita a
bacterioses oportunistas (Acar et al. 2015), o que pode provocar prejuizos aos produtores. Nesse sentido,
objetivou-se no presente estudo, investigar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos 6leos essenciais de
orégano (0. vulgare), alecrim (R. officinalis) e da pimenta negra (P. nigrum) e se a adi¢do de niveis de 6leo
essencial de orégano, melhora o desempenho, a resposta imune e a resisténcia contra A. hydrophila em
tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Local de execuc¢do. Os experimentos foram realizados no Laboratdério de Microbiologia e
Imunologia Animal do Campus Ciéncias Agrarias, localizado na Fazenda experimental da Universidade
Federal do Vale do Sdo Francisco-UNIVASF, Petrolina, PE.

A pesquisa foi conduzida conforme protocolo n2 0006/160812, aprovado pela Comigio de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - CEUA, UNIVASF, de janeiro de 2013.
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Isolados bacterianos. Os isolados de A. hydrophila, foram obtidos a partir de rim, tegumento,
intestino e lesdes de pacamas (Lophiosilurus alexandri), estes animais foram provenientes da Barragem de
Sobradinho/BA e do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro
Petrolina, PE. Tais isolados foram previamente identificados por meio de suas caracteristicas
morfolégicas, tintoriais e bioquimicas, conforme Quinn et al. (1994) e através de PCR para confirmagio de
género e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). Fatores de viruléncia também
foram caracterizados, sendo positivos para os genes Lipase (Sem, 2005), Elastase (Cascon et al. 2000) e o
gene Fla (Santos et al. 2010).

Teste de sensibilidade aos dleos essenciais. A sensibilidade de A. hydrophila (n=100 isolados)
frente aos 6leos esseciais foi realizada por concentracdo bactericida minima (CBM). Do qual, o inéculo
bacteriano foi cultivado em Muller Hinton Agar, confeccionando uma suspensio com turvagio equivalente
ao tubo 0,5 da Escala de McFarland (1x106) = 9,9 mL caldo Muller Hinton (MH) + 0,1mL da suspensao, em
seguida, foi inoculando 10 pL em cada poco (o indculo se dilui a 1:20), a concentracdo final do pogo foi de
5x10# células/pocgo.

Foram testados trés 6leos essenciais: 6leo essencial de orégano (0. vulgare), alecrim (R. officinalis) e
pimenta do reino (P. nigrum). Os 6leos essenciais utilizados eram comerciais (QUINARI), extraidos pelo
método de destilagdo por arraste a vapor da erva florida da planta ou da semente, como o 6leo de pimenta
do reino.

Para cada dleo, a diluicdo foi realizada pela pesagem de 1g do produto, sendo este diluido em
metanol até atingir a concentragdo de 640mg mL! em seguida, diluiu-se 1:100 em caldo MH a fim de
eliminar ao maximo o metanol (maior concentracio) e fazer sucessivas dilui¢des 1:2 em caldo MH.

A atividade antimicrobiana dos isolados foi feita através da técnica de diluicdo padrdo em caldo
(microdilui¢ao) e da técnica de diluicdo em agar para bactérias aerdbicas (CLSI, 2014). Foram adicionados
200pL do o6leo diluido em caldo Muller Hinton (MH) em diferentes concentragdes nos pogos. As
concentragdes finais foram de 3.200, 1.600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 pLmL-1. Em seguida, colocou-se
10pL de in6culo sobre cada pogo. Incubadas as microplacas a 28°C por 24 horas e foi feita a leitura da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) visualmente considerando CIM50 (50% de inibi¢do do crescimento
bacteriano) e CIM100 (100% de inibicdo do crescimento bacteriano) baseando-se no crescimento do
controle positivo. A CIM foi a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano.

A partir dos po¢os onde nido houve crescimento bacteriano visivel fez-se o repique deste pogo para
placas de Petri contendo agar MH, incubou-se por 48 horas e realizou-se a leitura. A CBM foi determinada
onde nao ocorreu crescimento no agar MH. Como o indculo é <10% do volume, a diluicdo nao é
considerada.

0 6leo que apresentou o maior potencial de atividade inibitdria contra os isolados de A. hydrophila,
foi entdo escolhido para o teste “in vivo”, como aditivo alimentar para alevinos de tilapia do Nilo.

Oleo essencial de orégano na alimentacdo de tilapia (O. niloticus) e seu efeito apés a
inoculacao de A. hydrophila - Condi¢des experimentais. Afins de avaliar o dleo essencial que obteve o
melhor resultado no teste “in vitro”, escolheu-se o dleo essencial de orégano para inclusdo em ra¢des para
alevinos de tildpia. Foram utilizados 120 animais de mesma idade, com peso médio de 3,29+0,01g.
Provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiro e Aquicultura (CIRPA) de Petrolina, PE. Os
animais foram estocados em 20 quarios de vidro de 60 L de volume util. Cada aquario contendo seis
peixes constituiu uma unidade experimental.

Diariamente eram realizadas sifonagens uma vez pela manha (7h00) e outra a tarde (16h00), com a
remocdo de cerca de 40% da agua. Além da troca de dgua, eram também retirados materiais fecais e
eventuais restos de racdo. Limpeza interna das paredes dos aquarios eram realizadas semanalmente para
o controle de crescimento de perifitons. Os aquarios possuiam aeragdo constante, por meio de pedras
micro-porosas ligadas a mini-compressores de ar.

Os tratamentos utilizados no presente trabalho foram quatro ragdes, uma testemunha (sem adigio
do 6leo) e outras trés com niveis crescentes do 6leo essencial de orégano (0,5, 1,0 e 1,5% kg ragdo1), e
desafiados com A. hydrophila. Ainda foi mantido um grupo, alimentados com racdo testemunha e
inoculados com solugdo salina como controle do desafio. O experimento teve a duracio de 45 dias.

Racgdes. Foram formuladas ragdes contendo 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal de energia
digestivel kg de racdo! (Quadro 1). Para a fabricagdo das ra¢des os alimentos foram moidos em peneira
de 1mm, posteriormente foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e os peletes secos
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em estufa de ventilagio forcada por 24 horas a 35° C. Quando secos, foram quebrados e assim, adequado
ao tamanho do pelete a boca dos alevinos, entdo armazenadas em freezer a -20°C.

O arragoamento foi feito trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 17h00, em um nivel de 10% do peso
vivo dos peixes. Semanalmente, os peixes eram pesados para a adequacdo da quantidade de ragdo
fornecida.

Oleo essencial de orégano. Foi utilizado o OEO, de coloracdo marrom-avermelhada, extraido pelo
método de destilacdo por arraste a vapor da erva florida da planta. Apresenta como componente
majoritario o carvacrol (65% no minimo), de acordo com os achados por Viana, 2013 em anélise em CG-
EM do mesmo 6leo, entre os constituintes, o carvacrol apresentou-se como majoritario do 6leo essencial
com 67,97% do total de constituintes presentes, seguido por p-cimeno (11,67%), y-terpineno (7,92%),
timol (7,84%) e linalol (3,44 %). Os valores do 6leo utilizado nas rac¢des testes foram de 0,5, 1,0 e 1,5 mL
kg racdol. No preparo da ragdo, o 6leo foi previamente misturado ao 6leo de soja e entdo misturado aos
demais ingredientes.

Teste de desafio. Apds quatro semanas de alimentagdo, os peixes foram desafiados por meio de
um preparado de indculo bacteriano (A. hydrophila) com diluicdo em solugio salina estéril a concentragio
de 10¢ UFC/mL, padronizada em espectrofotometria. Essa solucao foi injetada via intramuscular, latero-
dorsal direita, em cada peixe experimental, assim como a solu¢ao salina pura foi aplicada na proporg¢ao de
0,2mL animal?, no tratamento testemunha. Apés a inoculagio, os animais foram mantidos em observacgio
por 15 dias. Os peixes mortos foram utilizado para re-isolamento bacteriano, a aprtir do cultivo do rim em
meio TSA.

Mensuracdes e analises experimentais. Os parametros fisico quimicos da agua, foram aferidos
diariamente, quanto a concentracdo de oxigénio, temperatura, condutividade elétrica e pH da agua dos
aquarios experimentais (medidor multiparametros modelo HI 9828, HANNA Instruments).

No dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da 4gua dos aquarios em meio TSA, a fim de
verificar a qualidade microbiolégica quanto a presenga de A. hydrophila no ambiente.

Ao final do periodo experimental, depois de anestesiados com benzocaina (100mg/L) e
eutanasiados por sec¢do medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e medidos para
a determina¢do dos parametros de desempenho e carcaga. Dois peixes de cada unidade experimental
tiveram o seu figado extraido para a determinagdo do indice hepatossomatico (IHS) [(peso do figado/
peso corporal) x100] e, de um deles, foi feito cultivo bacteriano do rim em meio agar Triptona de Soja
(TSA).

Atividade da lisozima. A andlise do parametro imune ndo especifico da atividade da lisozima dos
animais sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et al.
(1993), com pequenas modificagdes. O sangue foi centrifugado (2.000G/15 min) e o soro obtido foi
mantido a -20°C. O nivel de lisozima foi medida por ensaio turbidimétrico, utilizando lisozima liofilizada
(2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como padrao. Para determinacdo da curva
de calibracdo foram adicionadas diferentes concentra¢des de solugcdo de lisozima diluida 1.000X até a
obtencdo das concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ng e o volume completado para 150ul com
tampao fosfato de sédio (0,05 M, pH 6,2), sendo também adicionado 150pul da suspensdo de Micrococus
lysodeikticus (0,2mg/mL), em tampao fosfato de s6dio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de
300ul. Como controle foi utilizado o tampao fosfato (300ul). A redugdo da densidade 6ptica (OD) em
620nm foi avaliada entre o tempo zero e 6 minutos a 26°C e a curva de calibracdo para lisozima foi obtida
considerando os valores da reduc¢do da OD para cada concentragido versus a concentragio de lisozima em
um volume final de 300pl.

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56°C por 30 minutos) para
inativar as proteinas do sistema complemento e para certificar que a lise do M. lysodeikticus foi ocasionada
exclusivamente por agdo da lisozima. Em microplacas de ELISA, foram adicionados 10uL de soro, 140uL
de tampao fosfato de sédio e 150 ul de suspensdo M. lysodeikticus (0,2mg/mL) para completar 300uL de
volume final. Logo apo6s, a absorbancia foi medida em leitora de placa de Elisa Easys® e mensurada em
filtro de 620 nm no tempo zero, e entdo foram incubadas durante seis minutos em estufa a 26°C. Uma
amostra em branco foi preparada utilizando tampao de fosfato de s6dio (300uL). Diferen¢a entre a
turbidez inicial e final (densidade 6ptica (OD) de reducdo) foi medida entre o tempo zero e seis minutos, a
620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de reducdo de OD para cada volume da amostra
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(300ul). A equacdo de regressao linear da curva de calibracio de lisozima foi utilizada para determinar os
niveis de lisozima no soro (pg/mL) dos peixes.

Anadlise estatistica. Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de
desempenho, sobrevivéncia, bem como os parametros fisico-quimicos da agua, estes foram submetidos
analise de varidncia (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi verificado pelo teste Levene.
Caso verificado diferencga significativa (p<0,05), realizou-se o teste Tukey para variancias homogéneas e
foram propostos modelos de regressdo para avaliar o desempenho dos alevinos de tilapias do Nilo,
submetidos as ra¢des contendo niveis crescentes de 6leo essencial de orégano. Utilizou-se o software
Statistica 5.0 para todas as analises.

RESULTADOS

Teste de sensibilidade aos 6leos essenciais. As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais de
plantas diluidas em metanol estdo descritas no Quadro 2. Todos os Oleos essenciais testados
apresentaram atividade inibitéria frente A. hydrophila. Por sua vez, o 6leo essencial de orégano se
destacou com a melhor atividade (66%).

Oleo essencial de orégano (Origanum vulgare) na alimentacio de tilapia (0. niloticus) e seu
efeito apés a inoculagiio de A. hydrophila - Agua dos aquarios e cultivo bacteriano.

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica, matutina e
vespertina foram 26,54+0,01°C e 27,46+0,11°C, 7,27+0,03 e 8,14+0,08, 6,44+0,16 e 6,76+0,04 mg/L, 78,25
+0,02 e 84,24+0,02 puScm!, respectivamente. Nao houve variacdo dos referidos parametros entre os
tratamentos.

No cultivo da 4gua dos aquérios, confirmou-se a higidez da dgua, uma vez que ndo houve crescimento
de Aeromonas spp.. Houve crescimento de coldnias bacterianas de género Aeromonas, a partir do cultivo
feito em meio TSA do rim e de lesdes ulcerativas dos peixes mortos em fun¢ao do desafio. Apds quinze
dias da inoculacao, o cultivo do rim foi realizado e nao foi observado crescimento de col6nias.

Foi observado apés o desafio com A. hydrophila erosdo de nadadeiras, perdas de escamas, lesdes
ulcerativas, principalmente nas proximidades do local de inocula¢do e musculo caudal, além de exoftalmia.
Os sinais clinicos que também precederam a morte de animais infectados foram perda de equilibrio,
movimentos respiratérios lentos e ascite. Nos peixes dos tratamentos controle inoculados com soluc¢io
salina, ndo houve mortalidade ou qualquer anormalidade de comportamento.

Caracteristicas e rendimento de carcaca.

Os valores médios de peso inicial, comprimento total, comprimento padrao, altura, largura, fator de
condicdo corporal, rendimento de carcaca com e sem cabeca, dos alevinos de tilapia do Nilo, submetidos a
ragdes contendo niveis crescentes de 6leo essencial de orégano desafiados com A. hydrophila encontram-
se no Quadro 3. O peso inicial dos alevinos utilizados no experimento foi estatisticamente semelhante
(p>0,05) entre os tratamentos. Os demais parametros ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos em funcdo do aumento dos niveis de OEO (p>0,05) nas racdes.

Crescimento, conversao alimentar, eficiéncia alimentar e consumo.

Os valores médios dos parametros de crescimento, conversdo alimentar, eficiéncia alimentar e
consumo total de ragio dos alevinos de tilapia do Nilo submetidas a ra¢des contendo niveis crescentes de
OEO, desafiados com A. hydrophila estdo apresentados no Quadro 4 e, suas respectivas equagdes na Figura
1. Para esses parametros houve diferenca significativa (p<0,05).

As médias de peso final e ganho de peso apresentaram um comportamento quadratico em fun¢do do
aumento dos niveis de OEO (p<0,05) nas rag¢des, apresentando pontos de maxima em 0,58% kg ra¢do! no
teste de médias foi possivel verificar que, embora os tratamentos 3 e 4 possuam médias superiores, diferiu
estatisticamente (p<0,05) apenas do tratamento 5.

A conversdo alimentar aparente (CAA) e a eficiéncia alimentar (EA) ndo apresentaram modelo
significativo (p>0,05) na regressdo. Todavia, a partir da equagao foi possivel identificar o ponto de minima
para a CAA e maxima para a EA, ambas 0,63% kg racdo-l. No teste de médias, o tratamento 3 demonstrou
ser estatisticamente superior (p<0,05) ao controle na EA, assim como houve uma melhor significativa na
CAA, nao diferindo dos demais tratamentos.
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Sobrevivéncia, indice hepatossomatico e lisozima

A sobrevivéncia foi de 100% em todas as unidades experimentais durante o periodo antecedente ao
desafio sanitario. Os valores médios de {dice hepatossomatico, lisozima sérica do sangue e percentagem de
sobrevivéncia ap6s o desafio com A. hydrophila (Quadro 5), ndo apresentaram diferencas significativas
entre os tratamentos (P>0,05) em fun¢do do OEO e da inoculacdo de A. hydrophila. Os alevinos inoculados
com solugdo salina, para o controle (T1), apresentaram 100% de sobrevivéncia até o final do periodo
experimental.

A curva de calibracdo de lisozima apresentou alta correlagdo linear (r2=0,978) entre 50 e 300 ng de

lisozima por microlitro.

DISCUSSAO

Em funcio da elevada resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, existe uma necessidade de
descoberta de novas substincias a partir de fontes naturais, incluindo plantas com fitoconstituintes
potenciais. Sartoratto et al. (2004) propuseram uma classificagdo para a atividade antimicrobiana de 6leos
essenciais com base nos resultados de CBM (Concentracdo Bactericida Minima) considerando como
elevada atividade os que apresentam valores entre 50-500 pg/mL; moderada atividade entre 600-1500
pg/mL e fraca atividade acima de 1.500 pg/mL. Na atual pesquisa os o6leos essenciais testados
apresentaram atividade inibitdria frente A. hydrophila, todavia, de acordo com a classificacdo citada a
cima, o dleo essencial de alecrim teria baixa atividade e os dleos essenciais de pimenta do reino e de
orégano, atividade moderada. Entretanto, esta classificacdo constitui um método subjetivo, ndo levando
em considera¢do uma série de fatores que podem interferir nos resultados da CBM. O fato é que, ainda ndo
existe um consenso sobre o nivel de inibi¢do aceitdvel para produtos naturais, quando comparados com
antibidticos padronizados (Duarte, 2007).

De acordo com os resultados obtidos, o dleo essencial de orégano foi o que apresentou melhor
atividade contra os isolados de A. hydrophila, inibindo 66,0% dos isolados testados. Um dos mecanismos
da acdo bactericida dos O6leos essenciais de orégano se ddo pela alteragio da permeabilidade da
membrana celular e mitocondriais, desestruturando tais membranas, o que pode resultar em morte
celular (Lambert et al. 2001). Suas propriedades sdo atribuidas principalmente a presenca dos fenodis
carvacrol e timol e os monoterpenos y-terpineno e p-cimeno (Bampidis, 2005, Zheng et al. 2009, Brenes &
Roura, 2010), tais constituintes estdo presentes no O6leo experimental. Em contrapartida, os 6leos
essenciais de pimenta negra e alecrim apresentaram um baixo espectro de agdo quanto ao micro-
organismo testado, corroborando com Indu et al. (2006), ao testarem o extrato de pimenta para 20
sorotipos de Escherichia coli, 8 sorotipos de Salmonella, Listeria monocytogenes e A. hydrophila; e Trajano
et al. (2009) contra bactérias contaminantes de alimentos. Apesar do 6leo de alecrim apresentar alguns
resultados satisfatdrios (Fadili et al. 2014, Hussain et al. 2010), outros autores observaram efeito inferior
em comparac¢io a demais 6leos (Sienkuwicz et al. 2013, Santoyo et al. 2005).

Os valores médios dos parametros fisico-quimicos da 4gua dos aquarios, pH, oxigénio dissolvido,
condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro dos limites
adequados para a espécie (Kubitza, 2003).

Em funcdo da considerada atividade “in vitro” do OEO, o mesmo foi testado “in vivo”. Foram
observados resultados positivos em relagio ao peso final, ganho de peso, conversao alimentar e eficiéncia
alimentar, com melhores resultados associados aos niveis de inclusdo do OEO de 0,5% (5g/kg racdo1) e
1,0% (10g/ kg racdo1). Efeitos satisfatdrios da inclusdo do 6leo de orégano também foram observados em
lambaris-do-rabo-amarelo (Astyanax altiparanae) (Ferreira et al. 2014) e Ictalurus punctatus (Bedford,
UK) alimentados com produto comercial contendo 6éleo natural de Origanum heracleoticum L. (Zheng et al.
2009). A utilizacdo de timol e carvacrol, substancias encontradas no 6leo de orégano, também
melhoraram o desempenho e o crescimento da truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss) (Ahmadifar et al.
2011, Giannenas et al. 2012). Essa melhora no desempenho pode estar associada as propriedades
antioxidantes de prote¢do do orégano, o qual estimula a digestdo organica e microbiana, inibindo micro-
organismos patogénicos intestinais (Giannenas et al. 2012, Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn,
2010), o microbioma intestinal saudavel, conserva e promove o bem-estar e a auséncia de doencas,
especialmente do trato gastrintestinal (Saad, 2006). O orégano e seus compostos isolados também podem
ser capazes de estimular o crescimento das vilosidades intestinais (Fukayama, 2005, Giannenas et al.
2012), o que favorece um melhor aproveitamento do alimento, garantindo assim melhores indices, como
os encontrados no presente experimento. Tal fato contribui para evitar a descarga de residuos organicos
concentrados, principalmente em criagdes intensivas, que empobrecem a qualidade da agua e, somados as
condi¢cdes de estresse gerados pelo sistema de criacdo, propicia ao aumento da incidéncia de doencas,
causando uma diminui¢do na produtividade (Cruz et al. 2012).
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Na maior dose do OEO testada na presente pesquisa (15 g/kg racdo-1), foi evidenciada uma queda
no consumo da racgdo, levando a piores indices de crescimento. Bampidis et al. (2005) sugerem que o
orégano pode afetar a palatabilidade da ragdo, provocando rejeicdo pelos animais, o que corrobora com o
fato de 1,5% do aditivo ter levado a um menor consumo de ragdo pelos alevinos. O 6leo de orégano e seus
compostos vém sendo estudados em dietas como aditivos alimentares em diversas espécies animais, como
para frangos (Botsoglou et al. 2002; Demir et al. 2003, Lewis et al. 2003, Lee et al. 2003, Fukayama et al.
2005), codornas (Cetingul et al. 2007), suinos (Henn et al. 2010), tilapia do Nilo (Rattanachaikunsopon &
Phumkhachorn, 2010) e robalo europeu (Dicentrarchus labrax) (Volpatti et al. 2012). Nesses trabalhos
nao foram observados efeito sobre o desempenho produtivo em fun¢do do uso do aditivo nas dietas, o que
demonstra a importancia de estudos avaliando dose e fases de crescimento distintas a fins de determinar
melhor dose resposta.

No presente estudo também ndo foi observado efeito sobre a atividade de lisozima sérica nas
tilapias, o difere dos resultados obtidos por Zheng et al. (2009), e Ahmadifar et al. (2011), quanto aos
parametros imunolégicos. Melhorias na sobrevivéncia também foram relatados em tilapias do Nilo frente
a desafio com Edwardsiella tarda (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010) e lambaris-do-rabo-
amarelo infectados com A. hydrophila (Zheng et al. 2009). O modo de a¢do dos fendis contra as bactérias
assemelha-se ao dos antibidticos sintéticos (alteracdes na permeabilidade da membrana celular
bacteriana), fato este que pode elucidar o efeito sobre a sobrevivéncia dos alevinos (Walsh et al,, 2003). A
mortalidade no presente trabalho foi baixa, todavia esse efeito foi atribuido ao inoculo bacteriano, que nao
demonstrou elevada atividade virulenta diante do desafio sanitario proposto.

O uso de ingredientes em racdes de peixes que proporcionem uma maior resisténcia as
enfermidades, sem com isso deixar residuos na carne, minimizando o impacto ambiental dos promotores
de crescimento, melhorando o desempenho, resultam numa melhor sustentabilidade do sistema. Na linha
de pesquisa dos 6leos essenciais, os componentes fendlicos sdo mais ativos (Burt, 2004). Neste sentido,
trazem perspectivas positivas ao seu uso, embora mais pesquisas devem ser realizadas para melhor
elucida-lo, tanto em fases, quanto em espécies de peixes diferentes, como perfil sensoril do produto final.

CONCLUSOES

Os 0leos essenciais de pimenta preta, alecrim e orégano apresentaram baixa, moderada e elevada
atividade antimicrobiana contra A. hydrophila quando avaliados “in vivo”, respectivamente. Desta forma,
sugerem-se estudos adicionais com outros micro-organismos, ou a avaliagio do efeito sinérgico entre os
6leos essenciais.

O nivel dos melhores parametros de desempenho foi de 0,58% kg racdo-1.

A adicdo de 0,5% do 6leo essencial de orégano pode ser utilizada na dieta para a tilapia do Nilo sem
prejuizos ao desempenho produtivo, e pode ser considerado um potencial promotor de crescimento
natural para peixes.
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Legenda das Figuras

Fig.1. Parametros de desempenho dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos as ra¢des contendo niveis
crescentes de o6leo essencial de orégano: a) peso final; b) ganho de peso; c) consumo de ragdo; d)
conversdo alimentar aparente eficiéncia alimentar; e) eficiéncia alimentar: (1) grupo recebendo ragdo
testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo 0,5% de OEO inoculados
com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 1,0% de OEO inoculados com A. hydrophila; (4)
grupo recebendo ragdo contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila



TABELAS E FIGURAS

Quadro 1. Composicdo das racdes experimentais.

Ingredientes %
Farelo de soja 70,79
Milho 16,70
Oleo de soja 5,00
Fosfato bicalcico 2,80
Calcario calcitico 0,20
Suplemento mineral e vitaminico? 4,00
Sal 0,50
Butil hidroxi tolueno (BHT) 0,01
Total 100,00

1 De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit.
A,1.200.000 UI; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg; Vit. B2, 4.800
mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Félico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C,
48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn,

4.000 mg; Zn, 6.000 mg; [, 20 mg; Co, 2 mg; Se, 20 mg.
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Quadro 2. Concentracao Bactericida Minima (CBM) dos 6leos essenciais diluidos em metanol frente
A. hydrophila obtidas de peixes do Vale do Sao Francisco.

Atividade Concentracio Bactericida Minima
Espécie observada (%)
Faixa Média (ng/mL)
Origanum vulgare 66,0 (66/100) 50-3200 672
Rosmarinus officinallis 3,0 (3/100) 1600 - 3200 1.867
Piper nigrum 1,0 (1/100) - 933

Quadro 3. Valores médios de caracteristicas e rendimento de carcaga dos alevinos de tildpia do Nilo

alimentados com 6leo essencial de orégano.

. Tratamentos* «
Parametros 1 > 3 2 5 P
Peso inicial (g)  3,28+0,01  3,29%0,01 3,29+0,01 3,30+0,003  3,29+0,004 0,15
Comprimento 05,095 1053+044  10,54+0,47 10,96+0,48  10,3120,26 0,28
total (cm)

Comprimento g5, 093 g73.040 9,05+0,60 9,21+0,50 8,62+0,18 0,28
padrdo (cm)

Altura (cm) 3,44+0,10  3,35+0,18 3,55+0,33 3,62+0,11 3,34+0,14 0,20
Largura (cm) 1,66+0,05  1,69+0,07 1,67+0,03 1,77+0,07 1,66+0,04 0,06
FCC1 1,85+0,07 1,85+0,0 1,94+0,26 1,82+0,15 1,79€0,04 0,05
RCC? 23,09+42,13  23,5242,56  23,53+2,05 22,94+1,15  19,85+3,85 0,24
RC3 16,99+2,18 16,83+2,36  17,77+2,17 17,18+0,60  14,54+2,60 0,29

1Fator de condigdo corporal; 2Rendimento de carcaca com cabeca; 3Rendimento de carcaca sem cabega; *P
= P-valor; 4 (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com solucdo salina; (2) grupo recebendo
racdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 0,5% de OEO
inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo 1,0% de OEO inoculados com A.
hydrophila; (5) grupo recebendo ragdo contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila
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Quadro 4. Valores médios dos parametros de desempenho, conversio alimentar aparente (CAA),
eficiéncia alimentar (EA) e consumo de ragio dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a
racdo contendo 6leo essencial de orégano.

Tratamentos?
Parametros p*
1 2 3 4 5
Peso final (g) 22,17+1,39  21,70+2,182>  24,40+1,822 23,87+1,492 19,64+1,45> 0,01
Ganho de peso (g) 18,88+1,39 18,41+2,18>  21,11+1,822 20,57+1,492  16,35+1,45> 0,01
CAA 1,65+0,13 1,74+0,10b 1,42+0,202 1,52+0,123b 1,68+0,10> 0,03
EA 0,61+0,05 0,58+0,03b 0,710,112 0,66+0,052 0,59+0,032> 0,04
Consumo (g) 31,00+1,66 31,84+2,076 29,87+2,90a> 31,10+1,35a» 27,30+1,092 0,03

*P = P-valor; ! (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com solucdo salina; (2) grupo
recebendo racdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo racdo contendo 0,5%
de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragido contendo 1,0% de OEO inoculados com
A. hydrophila; (5) grupo recebendo ra¢ao contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila

Tabela 5. Valores médios de sobrevivéncia, indice hepatossomatico (IHS) e lisozima dos alevinos de
tilapias do Nilo submetidos a racdo contendo 6leo essencial de orégano.

ParAmetros Tratamentos! p*
1 2 3 4 5
Sobrevivéncia
(%) 100£0,00 91,66+16,67  83,33+33,33 91,67+16,67 83,33+£19,25 0,75
IHS 2,16%0,31 2,57+0,24 2,51+0,31 3,08+0,64 2,84+0,30 0,04
Lisozima
(ng/mL) 0,81+0,61 1,31+1,16 1,15+0,90 0,70+0,98 0,81+0,42 0,84

*P = P-valor; ! (1) grupo recebendo ra¢do testemunha e inoculados com solugdo salina; (2) grupo
recebendo ragdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 0,5%
de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo 1,0% de OEO inoculados com
A. hydrophila; (5) grupo recebendo ra¢do contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila
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Fig.1. Parametros de desempenho dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos as ra¢des contendo niveis
crescentes de 6leo essencial de orégano: a) peso final; b) ganho de peso; c) consumo de racdo; d)
conversdo alimentar aparente eficiéncia alimentar; e) eficiéncia alimentar: (1) grupo recebendo ragdo
testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo 0,5% de OEO inoculados
com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 1,0% de OEO inoculados com A. hydrophila; (4)
grupo recebendo ragdo contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila
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RESUMO

O estudo avaliou o efeito de doses dietéticas de Saccharomyces cerevisiae sobre o desempenho,
imunidade e resisténcia de juvenis de tilapia do Nilo, contra infecgdo por Aeromonas hydrophila. Os
alevinos (n=200) foram adaptados e selecionados para montar as unidades experimentais. Os peixes
com peso médio inicial de 5,16 + 0,04 g, foram distribuidos em tanques de 100 L, mantidos a aera¢do
constante e alimentados com dieta contendo O (controle), 4x10%, 6x108 e 8x10® UFC Kg ragdo™ S.
cerevisiae por 45 dias. Como fator de estresse, houve a baixa temperatura da agua dos alevinos com
média de 21,25 + 0,12° C matutina e 23,77 + 0,32° C vespertina. Trinta dias apds a alimentacdo, 0s
peixes foram desafiados com A. hydrophila, e as mortalidades foram registadas durante 15 dias p6s-
infeccdo. Os animais foram avaliados quanto ao crescimento e carcaca, além do microbioma intestinal
por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo (DGGE). Os resultados mostraram que
a administracdo de S. cerevisiae teve efeitos significativos (P<0,05) sobre o comprimento padrdo, a
conversdo alimentar aparente e a eficiéncia alimentar nos alevinos de tilapia do Nilo. Para essas
variaveis, ndo foi encontrado modelo de regresséo significativo, mas pela equacdo gerada foi possivel
encontrar os pontos criticos em 5,66x10%, 6,07x10% e 6,06x10® UFC kg™ racdo respectivamente.
Quanto ao microbioma intestinal, observou-se que os animais tratados apresentaram a maior
diversidade bacteriana comparados ao controle. Estes resultados sugerem coletivamente, que a
suplementacdo dietética de S. cerevisiae na quantidade de 6x108 UFC kg™ racédo para tilapia do Nilo
traz efeitos positivos ao desempenho dos peixes e para a adesdo e colonizagdo do probiotico até o
nivel de 6x108 UFC kg racéo.

Palavras chave: aquicultura, aditivo alimentar, microbioma, nutri¢do de peixe, piscicultura
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ABSTRACT

The study evaluated the effect of dietary doses of Saccharomyces cerevisiae on performance,
immunity and resistance of juvenile Nile tilapia, against infection by Aeromonas hydrophila. The fry
(n = 200) were selected and adapted to mount the experimental units. Fish with average weight of 5.16
+ 0.04 g, were distributed in tanks of 100 L, kept constant aeration and fed diets containing 0 (control),
4X108, 6x108 and 8x10® CFU kg feed™ S. cerevisiae for 45 days. As stress factor was the low water
temperature of fingerlings averaging 21.25 + 0.12 ° C morning and 23.77 + 0.32 °C evening. Thirty
days after feeding, the fish were challenged with A. hydrophila, and mortalities were recorded during
15 days post-infection. The animals were evaluated for growth and carcass, besides the intestinal
microbiome by gel electrophoresis in denaturation gradient (DGGE). The results showed that
administration of S. cerevisiae had significant effects (P <0.05) over the standard length, feed
conversion and feed efficiency in the Nile tilapia. For these variables, it not found significant
regression model, but the generated equation was possible to find the critical points in 5,66x108,
6,07x108 and 6,06x108 CFU kg feed respectively. As for the intestinal microbiome, it was observed
that the treated animals had the highest bacterial diversity compared to the control. These results
suggest collectively that dietary supplementation of S. cerevisiae in the amount of 6x108 CFU kg*
feed for Nile tilapia bring positive effects to the performance of the fish and the adhesion and
colonization of the probiotic.

Keywords: aquaculture, food additive, microbiome, fish nutrition, pisciculture

Introducéo

A aquicultura é responsavel por suprir uma das principais fontes de proteina de elevada qualidade
e valor nutricional para populagdo mundial. Esta vem apresentando um acelerado crescimento (CRUZ
et al.,, 2012). Um imenso desafio serd alimentar toda a humanidade, de forma saudavel e acessivel,
além das preocupacdes em proteger o planeta, quanto aos seus recursos naturais para as geracGes
futuras. O peixe é um dos produtos mais negociados em todo 0 mundo, importante especialmente para
paises em desenvolvimento. Nesse contexto, o Brasil vem mostrando grande potencial aquicola.
Regionalizando o pais, o Nordeste destaca-se como o segundo maior produtor, responsavel por 19,5%
da producdo nacional (IBGE, 2013), em virtude principalmente, de suas fontes aquiferas e clima
favoravel a criacdo de espécies tropicais. Com destaque para a tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
espécie extremamente adaptada e explorada na regido.

Como em todos os segmentos da agropecuéria, a piscicultura tem como objetivo alcancar elevados
indices de produtividade. Até a década de 90 era uma atividade apenas de baixa produtividade e
subsisténcia, atualmente, é uma excelente industria lucrativa (TIMMONS et al., 2002; CRESSEY,

2009). A lucratividade é crescente com a intensificacdo da producao, no entanto, a intensificacdo das
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praticas em aquicultura requer o cultivo em altas densidades. Muitas vezes 0s criatérios ocorrem em
aguas da unido, que pode resultar em danos significativos ao meio ambiente devido a descargas de
residuos organicos e neles a presenca de antimicrobianos, do uso indiscriminado como promotores de
crescimento ou no controle de enfermidades (WANG; XU, 2004), que geram riscos significativos para
a saude publica, promovendo a selecdo, propagacdo e persisténcia de cepas bacterianas resistentes
(FAO/OIE/WHO, 2006).

A necessidade de aumento da resisténcia a doencas, o crescimento favoravel de organismos
aquaticos, a eficiéncia alimentar, trouxe um novo conceito de nutricdo otimizada, como 0 uso de
aditivos probidticos em aquicultura. A pratica da aquicultura ecoldgica também impulsionou as
pesquisas sobre o uso de probi6ticos para animais aquaticos (GATESOUPE, 1999). Os probidticos sdo
devidamente conceituados, como um ou mais micro-organismos com efeitos benéficos para o
hospedeiro, capazes de persistir no trato digestivo, apos seu consumo, em fun¢do da sua tolerancia a
sais de &cidos biliares (IRIANTO; AUSTIN, 2002), o que favorece a sua a¢ao no trato dos animais,
beneficiando a satde e aumento da produtividade.

A Saccharomyces cerevisiae € uma levedura, reconhecida como tendo efeitos importantes sobre as
fungdes imuno-estimulantes (CHIU et al., 2010; REQUE et al., 2010; ABDEL-TAWWAB et al.,
2008). Nessas condicBes o presente trabalho foi realizado para avaliar as respostas quanto ao
desempenho e respostas imunoldgicas dos alevinos de tildpia do Nilo, alimentados com doses

crescentes dessa levedura desafiados com A. hydrophila.

Material e Métodos

Local de execucéo

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal do Campus
Ciéncias Agrarias, localizado na Fazenda experimental da Universidade Federal do Vale do S&o
Francisco — UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 — Lote 543 — Projeto de Irrigacdo Senador
Nilo Coelho, s/n° “C1”, Petrolina-PE.

O experimento foi conduzido conforme protocolo n° 0006/160812, aprovado pela Comicéo de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco - CEUA/UNIVASF.

Isolados bacterianos

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacamé& (Lophiosilurus alexandri),
provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro/PE.
Este isolado foi previamente identificados por meio de suas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e

bioguimicas, conforme Quinn et al. (1994) e, por meio da PCR para confirmacao de género e espécie,
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segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). Fatores de viruléncia também foi
caracterizado, sendo positivo para os genes Lipase (SEN, 2005), Elastase (CASCON et al., 2000) e o
gene Fla (SANTOS et al., 2010).

Condic¢0es experimentais

Duzentos alevinos de tildpia do Nilo, aparentemente saudaveis, com peso médio de 5,16 +
0,04 g, provenientes do CIRPA de Petrolina-PE; foram estocados em 20 caixas d’agua de polietileno
de 100 L de volume util. Uma unidade experimentalconsistiu de uma caixa contendo dez alevinos de
tilapia. O experimento teve a duragdo de 45 dias.

Os peixes foram adaptados e mantidos em agua tratada desclorada. Material fecal e eventuais
restos de ragdo foram removidos diariamente com a troca da agua, 50% na primeira semana e 70% até
o final do periodo experimental. Em dias alternados, fez-se a limpeza interna das paredes das caixas, a
fim de controlar o crescimento de perifitons. As caixas possuiam aeracdo constante, por meio de
soprador de ar, interligadas por mangueiras e pedras micro-porosas. Objetivando manter sua boa
qualidade.

Foi testado o probidtico Saccharomyces cerevisiae, no qual os tratamentos consistiram de trés
concentracOes distintas (4x108, 6x108 e 8x10® UFC kg?) e um grupo controle. Desafiados com A.
hydrophila.

A 4gua dos tangues permaneceu a uma temperatura abaixo do conforto térmico para a espécie,

usado como fator de estresse para 0S peixes.

Racoes

Foram formuladas racdes contendo 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal de energia
digestivel Kg de racdo® (Tabela 1), composicédo e percentual das dietas de acordo com Costa et al.
(2013) . Para a fabricacdo das ragdes os alimentos foram moidos em peneira de 1 mm, posteriormente,
foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes peletes secos em estufa de
ventilacdo forgada por 24 horas a 35° C. Quando secas, foram quebrados e assim, adequados ao
tamanho do pelete a boca dos alevinos. As racdes foram armazenadas em freezer a -20° C.

O arragoamento foi feito trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 16h00, em um nivel de 6% do
peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a adequacdo da

guantidade de racdo fornecida.

Saccharomyces cerevisiae

Um aditivo probidtico YEA-SACC™ 1026 (Alltech), de uso exclusivo para a alimentagdo

animal foi utilizado no presente experimento. Um pé de coloragdo marrom de odor agradavel, de
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constituicdo basica S. cerevisiae cepa 1026 (min.) 1x10® UFC g?. Os valores do aditivo nas racoes
testes foram de 4, 6 e 8 g Kg racdo™. No preparo da racdo, a S. cerevisiae foi previamente diluido em
agua, posteriormente misturado a fracdo do milho e entdo incorporado aos demais ingredientes.

Precedendo a fabricacdo das racGes, foi feito um teste de resisténcia a temperatura pelo
probiético. Foi pesado 1 g do aditivo e diluido em 10 mL de solucdo salina estéril (0,5%). Os tubos
foram reservados em estufa com diferentes condi¢bes de temperaturas por um periodo de 24 horas,
exceto o controle. As temperaturas das estufas foram 30° C, 40° C e 55° C. Apds esse periodo de
incubagdo, foram feitas diluices seriadas em microtubos estéreis até 10°. Cultivado em meio
Sabouraud em triplicata, incubados por 24 horas a 38° C. Assim feita a contagem e determinado a
melhor temperatura para secagem da ragdo que nao trouxesse danos a integridade do probidtico, que
foi de 40° C.

Cultivo da racdo

A partir das racfes devidamente fabricadas, foram feitos cultivos para confirmacéo de células
probiodticas viaveis. Um grama de cada ragdo triturada foi diluido em 10 mL de solucéo salina estéril
(0,5%). Em triplicata, usando o meio YGC (yeast growth cloramphenicol), foi cultivado o inoculo de
cada concentragdo, entdo incubados por 48 horas em estufa a 38°C. Apds o cultivo efetuou-se a

contagem, juntamente com sua identificacdo morfoldgica e tintoriais, conforme Quinn et al. (1994).

Teste de desafio

Os peixes foram desafiados apds quatro semanas experimentais, por via intramuscular latero-
dorsal direita, um preparado de in6culo bacteriano, A. hydrophila com diluicdo em solugdo salina
estéril na concentracéo de 10’ UFC mL™* (0,2 mL animal™), padronizada em espectrofotometria. Apés
a inoculacdo, os animais foram mantidos em observacdo por 15 dias. Os peixes mortos foram
utilizados para re-isolamento bacteriano, por meio do cultivo do rim em meio TSA (Trypticase soy

Agar).

Mensuragdes e analises experimentais

Os parametros fisico quimicos da agua foram aferidos diariamente, quanto a temperatura,
condutividade elétrica e pH da agua dos aquarios experimentais (medidor multipar@metros modelo HI
9828, HANNA Instruments).

No dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da &gua dos aquérios em meio TSA, a fim

de verificar a qualidade microbiol6gica quanto a presenca de A. hydrophila no ambiente.
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Ao final do periodo experimental, depois de anestesiados com benzocaina (100 mg L?) e
eutanasiados por seccdo medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e medidos
para a determinacdo dos pardmetros de desempenho e carcaca. Dois peixes de cada unidade
experimental tiveram o seu figado extraido para a determinacdo do indice hepatossomético (IHS),
[(peso do figado/ peso corporal)x100]. Além disso, fragmentos de tecido hepético e intestinal foram
enviados para processamento e andlise histoldgica, conforme descrito abaixo.

Foram avaliadas as mudangas induzidas pelo tipo de aditivo alimentar sobre a microbioma
intestinal, por meio de técnicas de biologia molecular DGGE e alguns pardmetros imunes nao
especificos, como a atividade da lisozima seguindo metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et
al. (1993).

Andalises PCR-DGGE

O DNA das bactérias presentes no intestino dos peixes antes e ap6s o desafio sanitario,
submetidos a dietas contendo ou nédo S. cerevisiae foi extraido seguindo a metodologia de Purohit e
Singh (2009) com algumas modifica¢Ges; com protocolo baseado na utilizagdo de cloroférmio e alcool
isoamilico e utilizado em Reagdes em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 10 pl de TopTaq
Master Mix (Qiagen®), 0,5 uM de cada primer universal para bactérias com grampo GC e 80 ng de
DNA em um volume final de 50 pL. Os ciclos de amplificacdo constaram de uma desnaturagéo inicial
de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo a 92°C por 60 segundos, anelamento a
55°C por 60 segundos e extensdo a 72° C por 60 segundos. Ao final ocorreu uma extensdo final de
72°C por 10 minutos. Esses produtos de PCR foram avaliados pela técnica de DGGE (denaturing
gradient gel electrophoresis) com gradiente de 40-75% em gel de acrilamida a 8% para analise de

diversidade de bactérias.

Atividade da lisozima

A analise do parametro imune ndo especifico da atividade da lisozima dos animais
sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et al. (1993),
com pequenas modificagdes. O sangue foi centrifugado (2.000 g por 15 minutos) e o soro obtido foi
mantido a -20°C. O nivel de lisozima foi medido por ensaio turbidimétrico, utilizando lisozima
liofilizada (2mg mL™?) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como padrdo. Para
determinagdo da curva de calibragdo foram adicionadas diferentes concentragcbes de solucdo de
lisozima diluida 1.000X até a obtengdo das concentragdes de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ng e o
volume completado para 150ul com tampdo fosfato de sédio (0,05 M; pH 6,2), sendo também
adicionado 150pl da suspensdo de Micrococus lysodeikticus (0,2mg ml?), em tampéo fosfato de sodio

(0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 300pl. Como controle foi utilizado o tampé&o fosfato
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(300ul). A reducdo da densidade 6ptica (OD) em 620nm foi avaliada entre o tempo zero € 6 minutos a
26°C e a curva de calibragdo para lisozima foi obtida considerando os valores da reducdo da OD para
cada concentracdo versus a concentracao de lisozima em um volume final de 300pl.

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56°C por 30 minutos)
para inativar as proteinas do sistema complemento e para certificar que a lise do M. lysodeikticus foi
ocasionada exclusivamente por acgdo da lisozima. Em microplacas de ELISA, foram adicionados 10
UL de soro, 140 pL de tampéo fosfato de sédio e 150 ul de suspensdo M. lysodeikticus (0,2 mg mL™)
para completar 300 pL de volume final. Logo apds, a absorbancia foi medida em leitora de placa de
ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620 nm no tempo zero, e entdo foram incubadas durante seis
minutos em estufa a 26°C. Uma amostra em branco foi preparada utilizando tampéao de fosfato de
sodio (300 pL). Diferenca entre a turbidez inicial e final (densidade 6ptica (OD) de reducdo) foi
medida entre o tempo zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores
de reducdo de OD para cada volume da amostra (300ul). A equacgéo de regressdo linear da curva de

calibragdo de lisozima foi utilizada para determinar os niveis de lisozima no soro (ug mL™) dos peixes.

Analise estatistica

Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de desempenho,
lisozima, IHS, sobrevivéncia, bem como os pardmetros fisico-quimicos da agua, estes foram
submetidos analise de variancia (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi verificado
pelo teste Levene. Caso verificado diferenga significativa (p<0,05) realizou-se o teste Tukey para
variancias homogéneas e foram propostos modelos de regressdo para avaliar o desempenho dos
alevinos de tilapias do Nilo, submetidos as ragdes contendo niveis crescentes da levedura S.

cerevisiae. Utilizou-se o software Statistica 5.0 para todas as analises.

Resultados

Agua dos aquérios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade elétrica,
matutina e vespertina foram 21,25 £ 0,12° C e 23,77 £ 0,32° C; 7,70 £ 0,04 e 7,76 = 0,08; 6,44 £ 0,16
e 6,76 + 0,04 mg L%; 74,3 £ 0,003 e 78,5 + 0,004 uSm cm-L, respectivamente. Ndo houve variagdo dos
referidos parametros entre os tratamentos.

Foi confirmado a higidez da agua dos aquarios, em seu cultivo, ndo houve crescimento
significativo de bactérias e nem a presenca de Aeromonas spp. A partir do cultivo feito em meio TSA

(Trypticase soy Agar) do rim e lesBes ulcerativas dos peixes mortos em fun¢do do desafio, houve
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crescimento de colbnias bacterianas de género Aeromonas. Passados duas semanas do desafio, o
cultivo do rim foi realizado e ndo foi observado crescimento significativo de coldnias.

Apos o desafio com A. hydrophila, os peixes apresentaram perda de equilibrio, movimentos
respiratorios lentos e ascite, além da ocorreréncia de mortalidade. Sinais clinicos também encontrados
corresponderam a erosdo de nadadeiras e perdas de escamas, lesbes ulcerativas, principalmente nas

proximidades do local de inoculagdo e musculo caudal, além de exoftalmia.

Crescimento, conversao alimentar, eficiéncia alimentar e fator de condigcdo corporal

Os efeitos de tratamentos de dieta sobre o desempenho de crescimento da tilapia do Nilo estdo
apresentados na Tabela 2. As médias de peso inicial, peso final, ganho de peso e fator de condigdo
corporal (FCC) ndo apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos em funcéo do aumento
dos niveis de S. cerevisiae (P>0,05) nas ragdes.

A conversdo alimentar aparente (CAA) e a eficiéncia alimentar (EA) ndo apresentaram
modelo significativo (p>0,05) na regressdo (Figura 1 e 2). Todavia, a partir da equacao foi possivel
identificar o ponto de minima para a CAA de 6,07x10® UFC kg™ e maxima para a EA de 6,06x10°
UFC kg™

No teste de médias (Tabela 2), a EA no grupo alimentados com 6x108 UFC kg* S. cerevisiae
apresentaram um aumentado significativo (p<0,05) em comparacéo ao controle e o tratamento 2, ndo
diferindo do tratamento 4. A CAA também apresentou uma melhora significativa (p<0,05) comparado

ao controle e tratamento 2.

Caracteristicas e rendimento de carcaca

Os valores médios de caracteristicas e rendimento de carcaca dos alevinos de tilapia do Nilo
submetidos as racBes contendo niveis crescentes de S. cerevisiae desafiados com A. hydrophila
encontram-se na Tabela 3. O comprimento total, largura, altura, rendimento de carcaca com e sem
cabeca e o consumo total de racdo ndo apresentaram diferencas significativas (P>0,05) em funcdo dos
tratamentos.

O comprimento padrdo apresentou uma melhora significativa (P<0,05) no tratamento 3 em
comparacdo ao grupo controle (Tabela 4). Para esse parametro também ndo foi encontrado modelo
significativo (p>0,05) na regressao (Figura 3), embora, foi possivel identificar o ponto maxima pela
equacdo de 5,66x108 UFC kg™.
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Sobrevivéncia, indice hepatossomatico, lisozima e PCR-DGGE

Todas as unidades experimentais durante o periodo antecedente ao desafio sanitério
permaneceram com 100% de sobrevivéncia. Apds o desafio com A. hydrophila, a percentagem de
sobrevivéncia (Tabela 4) foi maior no tratamento 3, mas ndo apresentou diferenca significatica
(P>0,05). Os valores médios de indice hepatossomético e lisozima sérica do sangue também ndo
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05) em funcéo da S. cerevisiae.

A curva de calibracdo de lisozima apresentou alta correlacdo linear (r2 = 0,978) entre 50 e
300 ng de lisozima por microlitro.

A Figura 4 refere-se ao perfil da microbiota intestinal das tilapias, alimentadas ou ndo com
dietas probidticas antes e apds o desafio com A. hydrophila. A partir da analise do PCR-DGGE foi
possivel observar que antes do desafio (Figura 4a), os tratamentos submetidos as dietas contendo S.
cerevisiae apresentaram uma maior diversidade microbiana em comparagdo ao grupo controle; apds o
desafio com A. hydrophila (Figura 4b), observou-se que o grupo submetido a dieta contendo
8x108 UFC kg?! S. cerevisiae se destacou com a maior diversidade, enquanto que os demais

tratamentos se apresentaram semelhantes (Figura 4b).

Discussao

O desempenho dos peixes foi avaliado apos 30 dias de alimentagdo com dietas contendo doses
crescentes do probidtico S. cerevisiae. Foram observadas diferencas significativas favoraveis entre os
tratamentos testes e 0 grupo controle para a conversao alimentar, eficiéncia alimentar e comprimento
padrdo. Pelo teste de médias, o tratamento 3 (6x108 UFC kg?) se destacou com os melhores valores
em comparacdo ao controle. Verificados por meio da equacdo de regressdo que determinou a dose
6x108 UFC kg S. cerevisiae melhor resposta em funcdo dos tratamentos. Abdel-Tawwab (2012), a
partir do fornecimento de doses crescentes (0-5 g kg racdo™) de S. cerevisiae demonstraram que o
melhor tratamento para o crescimento da tilapia do Nilo foi de 2,0 g kg de racdo™. Efeitos positivos no
crescimento podem ser atribuidos a assimilacdo de nutrientes na dieta, como exemplo, um aumento na
disponibilidade de substratos metabélicos como vitaminas (LEBLANC et al., 2011) ou enzimas
digestivas (BAIRAGI et al., 2002), produzido pelo microbioma dos hospedeiros. Os resultados aqui
descritos também corroboram com Lara-Flores et al. (2003) e Abu-Elala et al. (2013), que ao estudar a
alimentacdo probidtica para til&pias, obtiveram uma melhora no crescimento e eficiéncia alimentar,
sugerindo que S. cerevisiae promove o0 crescimento adequado na criacdo de tildpias. Waché et al.
(2006) em trutas encontraram uma melhor digestibilidade dos nutrientes e De Schrijver e Ollevier

(2000) relataram um efeito positivo sobre digestdo de proteinas.
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O experimento foi realizado em uma temperatura inferior ao considerado como de conforto
térmico para a tilapia do Nilo (KUBITZA, 2003), sendo esta um fator de estresse. Prejuizos no
crescimento e eficiéncia alimentar podem ocorrer com baixas temperaturas da agua (EL-SAYED,
2006). Esse efeito foi observado na presente pesquisa, relativos aos valores elevados da conversdo
alimentar e reduzido crescimento dos peixes experimentais. Fora da sua homeostase, 0s animais
tornam-se ainda mais vulneraveis as enfermidades (SUN et al., 1992; JUSTI et al., 2005). Sdo nessas
oportunidades que bactérias como A. hydrophila apresentam maior atividade (JANDA; ABBOTT,
2010). Notoriamente, na atual pesquisa, a mortalidade apds a inoculacdo de A. hydrophila foi elevada
(77%). Numericamente, a sobrevivéncia no tratamento controle foi menor, embora ndo houvesse
protecdo contra a bactéria em funcdo do alimento funcional fornecido, fato este confirmado também
pela auséncia de significancia estatistica para a lisozima sérica entre os tratamentos. Os achados de
Abdel-Tawwab et al. (2008) e Abdel-Tawwab (2012) ap6s desafiar os peixes com A. hydrophila com
uma dose considerada sub-letal, demonstraram que a mortalidade foi reduzida de forma significativa
de acordo com o aumento dos niveis de levedura na ragéo. Lara-Flores et al. (2003) propondo uma
elevada densidade de cultivo como fator de estresse experimental, também verificaram reducéo
significativa na sobrevivéncia no grupo controle em comparagao aos grupos que recebiam probiotico
na ragdo, o que difere do observado no presente estudo. Por outro lado, no presente experimento, foi
verificada atenuacéo dos efeitos do estresse térmico apds a alimentacdo com S. cerevisiae (6x102 UFC
kg?) indicada pelos pardametros de desenvolvimento superiores em relagédo ao grupo controle, sendo
essa mesma dose 0 ponto de superioridade encontrado nas equacdes de regressao.

Também ndo foram observadas diferencas significativas no peso final e ganho de peso entre os
tratamentos no presente experimento, embora as médias dos peixes tratados tenham sido superiores ao
controle. Especula-se que seja necessério um maior tempo experimental para avaliagdo destes
parametros. Ramos et al. (2013) verificaram em seu trabalho com truta arco-iris (Oncorhynchus
mykiss), que dietas probidticas produziram efeito positivo apenas ap6s 56 dias de alimentacao.

Na presente pesquisa foi possivel observar ainda pelo PCR-DGGR, mudangas induzidas pelo
aditivo alimentar sobre o microbioma intestinal. Os peixes que consumiram na dieta o probi6tico S.
cerevisiae, tiveram uma maior diversidade microbiana em comparacdo ao grupo controle, visto pelo
maior numero de bandas no gel. Os probi6ticos podem contribuir para um maior equilibrio do
microbioma intestinal dos peixes, garantindo assim, uma maior diversidade taxondmica e funcional
(CRUZ et al., 2012), auxiliando positivamente para a melhora do desempenho.

O tratamento 4 (8x108 UFC kg* S. cerevisiae), referente a maior dose do probiético utilizado,
por meio da regresséo foi possivel observar uma tendéncia para uma queda de desempenho. Fato este
que foi curiosamente observado por Ramos et al. (2013) quando os peixes foram alimentados com
3 g kg comparados a 1,5 g kg™* de uma multimistura de probidticos. Os mesmos autores apontaram
ainda uma menor diversidade no microbioma dos peixes experimentais. Hipoteses tém sido levantadas

que doses elevadas podem anular os efeitos preventivos, por perturbar o ecossistema microbiano
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estabelecido, podendo interferir com as respostas imunes (LI et al., 2012), o que possivelmente pode
ter ocorrido na presente pesquisa. Por meio da PCR-DGGE, foi possivel verificar ainda que o
tratamento 4, ap6s o desafio com A. hydrophila, diferente dos demais grupos, apresentou uma maior
diversidade microbiana, o que nos leva a crer, em funcdo da queda no seu desempenho, que o trato
gastrointestinal estaria colonizado por bactérias consideradas ndo benéficas. O fato em evidéncia a
necessidade de encontrar o limite do aditivo probiotico a ser fornecido sem trazer prejuizos no
metabolismo e/ou resisténcia ao estresse e enfermidades, uma vez que doses muito baixas também néo
séo suficientes a fim de melhorar o desempenho dos animais (MEURER et al., 2007; MEURER et al.,
2008). As respostas observadas no desempenho com dietas suplementadas com probi6ticos, sugerem
que a adicdo da S. cerevisiae melhorou a utilizagdo do alimento, mesmo sob condicdes de estresse.

Conclusoes

O probidtico (S. cerevisiae) testado provoca mudangas no microbioma intestinal da tilapia do
Nilo, contribuindo para uma melhor diversidade até o nivel de 6x108 UFC kg™ S. cerevisiae, assim
como provoca efeitos positivos sobre o desempenho dos mesmos, indicando seu potencial uso na

alimentac&o de peixes.
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Tabelas e figuras

Tabela 1. Composicéo das ragdes experimentais?

Ingredientes? Saccharomyces cerevisiae UFC. Kg ragéo®

0 4x108 6x108 8x108
Farelo de soja 70,79 70,79 70,79 70,79
Milho 16,70 16,70 16,70 16,70
Oleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato bicalcico 2,80 2,80 2,80 2,80
Calcario calcitico 0,20 0,20 0,20 0,20
Saccharomyces 0,00 4,0 6,0 8,0
cerevisiae g.kg?
Suplemento mineral e 4,00 4,00 4,00 4,00
vitaminico?
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Butil hidroxi tolueno 0,01 0,01 0,01 0,01
(BHT)
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

! De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A,1.200.000 Ul;
Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg; Vit. B2, 4.800 mg; Vit. B6, 4.000
mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Félico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg;
Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000 mg; I, 20 mg;
Co, 2 mg; Se, 20 mg. Costa et al. (2013).
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Tabela 2. Valores médios dos parametros de desempenho, conversdo alimentar aparente (CAA),
eficiéncia alimentar (EA) e fator de condicdo corporal (FCC) dos alevinos de tilapias do Nilo

submetidos a racdo contendo niveis crescentes do probiotico S. cerevisiae.

Pardmetros Tratamentos? p*
1 2 3 4

Peso inicial () 5,17+0,03 5,16+0,04 5,16+0,03 5,15+0,06 0,88
Peso final (g) 13,23+1,01 13,14+0,93 14,17+0,39 13,44+0,22 0,14
Ganho de peso (g) 8,06+1,02 7,98+0,91 9,01+0,41 8,29+0,24 0,14
CAA 2,33+0,23° 2,26 +0,19° 1,95+0,11° 2,18+0,03% 0,01
EA 0,43+0,04° 0,44+0,04° 0,51+0,03? 0,46+0,012 0,01
FCC 1,82+0,14 1,69+0,05 1,69+0,10 1,72+0,03 0,09

*P = P-valor; ! (1) grupo recebendo ragdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo
racdo contendo 4x108 UFC kg S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragio contendo
6x108 UFC kg S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo 8x108 UFC kg

1'S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila

Figura 1. Conversao alimentar aparente dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a ragdes contendo
niveis crescentes do probidtico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo ragdo testemunha e inoculados com
A. hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo 4x108 UFC kg* S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 6x108 UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo 8x10® UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.

hydrophila
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Figura 2. Eficiéncia alimentar dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos a ra¢6es contendo niveis
crescentes do probidtico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo 4x10®8 UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo 6x108 UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (4) grupo recebendo racdo contendo 8x10® UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.

hydrophila
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Tabela 3. Valores médios de caracteristicas e rendimento de carcaca dos alevinos de tilapia do Nilo

alimentados S. cerevisiae.

Parametros Tratamentos® p*
1 2 3 4

Comprimento total (cm) 8,99+0,37 9,19+0,14 9,44+0,25 9,21+0,08 0,06
Comprimento padrdo (cm)  7,54+0,19° 7,65+0,14®®  7,93+0,24* 7,66 +0,08°® 0,01
Altura (cm) 2,53+0,19 2,50+0,09 2,62+0,09 2,59+0,04 0,35
Largura (cm) 1,33+0,08 1,28+0,03 1,34+0,03 1,30+0,02 0,20
RCC! 13,88+0,75 13,68+1,48 14,10+2,23  13,51+161 0,94
RC? 10,22+0,79 10,231,145 1047+1,75 10,19+1,32 0,99
Consumo de ragéo (g) 8,99+0,37 9,19+0,14 9,44+0,25 9,21+0,08 0,06

'Rendimento de carcaca com cabeca; 2Rendimento de carcaga sem cabeca; ®indice hepatosomatico; *P = P-valor;
1 (1) grupo recebendo ragdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo
4x108 UFC kg* S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo racéo contendo 6x108 UFC kg
1S, cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo racdo contendo 8x108 UFC kg™ S. cerevisiae

inoculados com A. hydrophila.
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Tabela 4. Valores médios de sobrevivéncia, indice hepatossomatico (IHS) e lisozima dos alevinos de

tilapias do Nilo submetidos a ragdo contendo S. cerevisiae desafiados com A. hydrophila

Parametros Tratamentos® p*
1 2 3 4
Sobrevivéncia (%) 30,00+13,94 40,00+19,00 43,33+19,00 40,00+36,51 0,83
IHS 2,37+0,25 2,40+0,31 2,12+0,47 2,01+0,38 0,29
Lisozima (pg/mL) 1,76+0,75 1,6740,68  2,00+0,31  164+052 0,77

*P = P-valor; * (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo
racdo contendo 4x108 UFC kg™ S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo
6x108 UFC kg S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo 8x108 UFC kg

1'S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila.

Figura 3. Comprimento padréo dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a ra¢cdes contendo niveis
crescentes do probiotico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo ragdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo racdo contendo 4x10® UFC kg! S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (3) grupo recebendo racdo contendo 6x10® UFC kg* S. cerevisiae inoculados com A.
hydrophila; (4) grupo recebendo racdo contendo 8x10® UFC kg® S. cerevisiae inoculados com A.

hydrophila
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Figura 4. Analise de PCR-DGGE do intestino dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a racGes
contendo niveis crescentes do probidtico S. cerevisiae (a) antes do desafio, (b) apds o desafio: (M)
marcador molecular; (T1.1) grupo recebendo ragdo testemunha; (T1.2) grupo recebendo ragdo
testemunha e inoculados com A. hydrophila; (T2) grupo recebendo racéo contendo 4x10® UFC kg S.
cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (T3) grupo recebendo racdo contendo 6x108 UFC kg? S.
cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (T4) grupo recebendo racdo contendo 8x108 UFC kg™ S.

cerevisiae inoculados com A. hydrophila

() (b)
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Produtos naturais como alimentos funcionais para a tilapia do Nilo desafiadas com
Aeromonas hydrophila
Natural products as functional foods for Nile tilapia challenged with

Aeromonas hydrophila (em inglés)

Samira Teixeira Leal de Oliveira!, Silia Maria de Negreiros Sousa', Valdenice Félix da

Silva™, Gisele Veneroni-Gouveia'V, Mateus Matiuzzi da Costa'v

RESUMO

Alimentos funcionais empregam ingredientes cuja finalidade ndo é necessariamente
suprir uma eventual caréncia nutricional, mas sim oferecer beneficios a salde dos seres
humanos e animais. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou investigar o uso de 6leo
essencial de orégano (OEQ) e extrato etandlico de propolis (EEP) como alimentos funcionais
para tilapias do Nilo desafiadas com Aeromonas hydrophila. Foram utilizados alevinos
(7,67+0,86 g de peso médio inicial), aparentemente saudaveis, selecionados e distribuidos em
aquarios contendo 60 L, com boa qualidade de dgua. Os tratamentos propostos constituiram
do uso dos ingredientes nas ragdes: EEP na quantidade de 2.22 g kg ragdo™ (tratamento 2),
OEO 0,5 % Kg ragdo™? (tratamento 3) e uma racdo testemunha (tratamento 1), com sete
repeticbes. Apos 30 dias de alimentacdo, os animais foram submetidos ao desafio e
observados por 15 dias. Os animais foram avaliados quanto aos parametros de desempenho,
além do microbioma intestinal por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturacao
(DGGE). No crescimento, a altura, largura e rendimento de carcaca o OEO foi superior ao
grupo controle (p<0,05). O mesmo comportamento ocorreu para a conversdo alimentar

aparente e a eficiéncia alimentar (p<0,05). No peso final, ganho de peso e fator de condicao
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corporal, os grupos com alimento funcional foram iguais e superiores ao controle. Ndo houve
influéncia do OEO e EEP nos niveis séricos de lisozima e na sobrevivéncia apds desafio,
enquanto que na anélise do PCR-DGGE, observou-se que 0s animais tratados apresentaram a
maior diversidade microbiana quando comparados ao controle. Os dois aditivos naturais néo
mostraram efeito na imunidade, contudo, causaram efeito como promotores de crescimento e
sobre o microbioma intestinal.

Palavras chave: aditivos alimentares, prépolis, orégano, piscicultura, desafio bacteriano,

microbioma

ABSTRACT

Functional foods employ ingredients whose purpose is not necessarily meet any
nutritional deficiency, but to provide benefits to the health of humans and animals. In this
context, this study aimed to investigate the use of oregano essential oil (OEO) and ethanol
extract of propolis (EEP) as functional food for Nile tilapia challenged with Aeromonas
hydrophila. Fingerlings were used (7.67 £ 0.86 g initial weight), apparently healthy, selected
and distributed in aquariums containing 60 L, with good water quality. The treatments were
proposed the use of ingredients in the feed: EEP in the amount 2.22 g kg™ diet (treatment 2),
0.5% OEO kg feed? (treatment 3) and a control diet (Treatment 1) with seven repetitions.
After 30 days feeding, animals were subjected to challenge and were observed for 15 days.
The animals were evaluated for performance parameters, and intestinal microbiome by gel
electrophoresis in denaturation gradient (DGGE). Growth, height, width and carcass yield
OEO was higher than the control group (p <0.05). The same behavior occurred for feed
conversion and feed efficiency (p <0.05). In the final weight, weight gain and body condition
factor, the functional food groups were equal and higher than the control. No influence of

OEO EEP and lysozyme in serum and survival after challenge, whereas the PCR-DGGE
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analysis, it was observed that the treated animals showed the highest microbial diversity when
compared to control. Both natural additives showed no effect on immunity, however, had an

effect as growth promoters and the intestinal microbiome.

Keywords: food additives, propolis, oregano, fish farming, bacterial challenge, microbiota

INTRODUCAO

A producéo piscicola nacional apresentou um crescimento total de 15,7%, nos ultimos
anos, alcancando 1.240.813 toneladas em 2009, das quais 39% (132 mil toneladas/ano) foi
proveniente da tilapicultura (MPA, 2010). O pais apresenta este crescimento na producao de
tilapias (Oreochromis niloticus), devido ao clima propicio, disponibilidade de agua
continental e por apresentar demanda de comércio nas diferentes regides. Apesar disso, ainda
ha necessidade de maior exploracdo cientifica da espécie quando comparamos aos avangos
tecnoldgicos para producdo de ruminantes, suinos e aves (FRACALOSSI & CYRINO 2012).

Para atender os indices de crescimento e expansdo da tilapicultura brasileira, torna-se
necessaro o emprego de praticas produtivas que venham suprir a demanda por proles em
quantidade e com qualidade (TSADIK & BART, 2007). Sendo assim, o sistema de producgéo
intensiva € 0 mais comum. Junto a este sistema, surgem os problemas de enfermidades
principalmente ocasionados por Aeromonas spp. que afetam significativamente a producao
(COSTA, 2003).

O uso de antibidticos para prevencdo e tratamento das bacterioses € uma pratica
existente, pois tambem, atuam como promotores de crescimento. Porém tem gerado uma
preocupacdo devido ao aparecimento de bactérias resistentes a tais compostos, pois a

possibilidade da transferéncia dos genes de resisténcia a outras que nunca foram expostas a tal
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antibiotico (FAO, 2010). Este fato pode afetar diretamente a salde dos animais e seres
humanos (CITARASU, 2010). Com isso é limitado o uso de antibactericida no tratamento de
peixes, além de existir poucos farmacos antimicrobianos de escolha para aquicultura
(GUARDABASSI, 2010).

Buscando alternativas para substituir o uso de antibioticos na producdo animal, alguns
autores estdo usando produtos naturais, dentre eles a prépolis e os dleos essenciais. A prépolis
é um produto apicola e dele retirado o extrato etandlico da propolis, ambos conhecidos pelos
seus efeitos benéficos garantidos pela presenca de flavonoides, compostos fendlicos
provenientes de plantas, que agem em diferentes processos fisiologicos, e exercem funcdo
antimicrobiana (BARBOSA et al., 2009). A atividade antimicrobiana também é encontrada
em alguns Gleos essenciais, dentre estes, o orégano (Origanum vulgare) (BUSATTA et al.,
2007; EKREN et al., 2013).

Alguns autores mostram que o uso da prépolis é recomendado como antioxidante
(TALAS E GULHAN, 2009), anti-inflamatorio, antiviral (VIUDA-MARTOS, 2008),
antibacteriano (AZZA E ABD-EL-RHMAN, 2009) além de ser imunoestimulante (CHU,
2006; DENG et al., 2011; YONAR et al., 2011). Néo diferente, o 6leo essencial de orégano
age também como promotor de crescimento em lambaris (FERREIRA et al., 2014), em bagres
(ZHENG et al., 2012) e em aves (HONG et al., 2012).

Nesse sentido, objetivou-se no presente estudo, investigar o uso de 6leo essencial de
orégano e extrato etanolico de propolis como alimento funcional frente a infecgdo por A.

hydrophila, na alimentacéo de alevinos de tilapia do Nilo.

MATERIAL E METODOS

Local de execucao
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Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Imunologia
Animal do Campus Ciéncias Agrarias, localizado na Fazenda experimental da Universidade
Federal do Vale do S&o Francisco — UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 — Lote
543 — Projeto de Irrigagdo Senador Nilo Coelho, s/n® “C1”, Petrolina-PE.

O presente experimento foi conduzido conforme protocolo n°® 0006/160812, aprovado
pela Comicdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco
- CEUA/UNIVASEF, de janeiro de 2013.

Isolados bacterianos

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacama (Lophiosilurus
alexandri), provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA)
de Bebedouro/PE. Este isolado foi previamente identificado por meio de suas caracteristicas
morfoldgicas, tintoriais e bioquimicas, conforme Quinn et al. (1994) e, por meio da PCR para
confirmacdo de género e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007).
Fatores de viruléncia também foi caracterizado, sendo positivo para os genes Lipase (SEN,
2005), Elastase (CASCON et al., 2000) e o gene Fla (SANTOS et al., 2010).

CondicGes experimentais

Alevinos de tilapia do Nilo revertidos foram obtidos do CIRPA de Petrolina —PE. Os
peixes foram aclimatados em tanque de 1000 L com aeragdo constante e, alimentados com
uma dieta controle (sem aditivo), por uma semana antes do experimento. Para montar as
unidades experimentais foram selecionados 126 alevinos e distribuidos em 21 aquérios
contendo 60 L de volume util com peso medio inicial de 7,68 + 0,08g. A unidade
experimental, foi considerada um aquario contendo 6 alevinos.

Os tratamentos, visando testar os aditivos naturais, foram constituidos de grupos que
receberam o extrato etandlico de propolis (EEP) na quantidade de 2,22 g kg racéo™

(MEURER et al., 2009), o 6leo essencial de orégano (OEQ) 0,5 % Kg ragdo™ (5 g Kg ragio™)
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e uma racdo testemunha, com sete repeticOes. Desafiados com A. hydrophila. O regime
alimentar proposto foi mantido até o final do periodo experimental, com duragéo de 45 dias.

A 4gua dos aquéarios foi diariamente sifonada, uma vez pela manha (7h00) e outra a
tarde (16h00), com a remocdo de cerca de 40%. Também foram retirados materiais fecais e
eventuais restos de racdo, controlando assim a qualidade. Semanalmente foi realizada uma
limpeza interna das paredes dos aquarios, para o controle de crescimento de perifitons. Os
aquarios possuiam aeracdo constante, por meio de pedras microporosas ligadas a
minicompressores de ar.

Rac0Oes

Trés dietas foram confeccionadas, contendo 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal de
energia digestivel. Kg de ragdo™ (Tabela 1), composicdo e percentual das dietas de acordo
com COSTA et al. (2013). Para a sua fabricacdo os alimentos foram moidos em peneira de
1 mm, posteriormente foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e 0s
peletes secos em estufa de ventilagdo forcada por 24 horas a 45° C. Os alimentos funcionais
foram previamente misturados ao 6leo de soja e entdo misturado aos demais ingredientes.
Quando secos, foram quebrados e assim, adequado o tamanho do pelete a boca dos alevinos,
entdo armazenadas em freezer a -20° C.

O manejo alimentar preconizado foi de um arracoamento feito trés vezes ao dia as
8h00, 12h00 e 17h00, em um nivel de 8% do peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as
unidades experimentais foram pesadas para a adequacéo da quantidade de racdo fornecida.

Oleo essencial de orégano

Foi utilizado o 6leo essencial de orégano (OEA) comercial (QUINARI), de coloracio
marrom-avermelhada, extraido pelo método de destilacdo por arraste a vapor da erva florida
da planta. Apresenta como componente majoritario o carvacrol (65% no minimo) segundo o

fabricante e, de acordo com os achados por VIANA, 2013 em analise em CG-EM do mesmo
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6leo, entre os fitoconstituintes, o carvacrol apresentou-se como majoritario do 6leo essencial
com 67,97 % do total de constituintes presentes, seguido por p-cimeno (11, 67 %), y-
terpineno (7,92 %), timol (7,84 %) e linalol (3,44 %), para 0 mesmo fabricante.

Extrato de propolis

Foi utilizado no experimento um extrato etandlico de prépolis comercial, composto de
propolis diluida em alcool neutro grau alimenticio e agua purificada, proveniente do Estado
de Séo Paulo. O extrato foi submetido a caracterizagdo fitoquimica, a fim de garantir os teores
dos compostos fendlicos totais e flavonoides totais na amostra, constando de 126,22 mg
(12,62%), equivalente de &cido galico por grama de extrato de prépolis, e de 51,06 mg
(5,10%) equivalente de quercetina por grama de extrato de propolis (AMARANTE, 2011).

Teste de desafio

Ap06s quatro semanas de alimentacdo, os peixes foram desafiados por meio de um
preparado de indculo bacteriano (A. hydrophila.) com diluicdo em solucdo salina estéril a
concentracgdo de 10” UFC/mL, padronizada em espectrofotometria. Essa solugdo foi injetada
via intramuscular, latero-dorsal direita, em cada peixe experimental, foi aplicada na proporgéo
de 0,2 mL animal™, no tratamento testemunha. Ap6s a inoculacdo os animais foram mantidos
em observacao por 15 dias. Os peixes mortos foram utilizado para re-isolamento bacteriano.

Mensuraces e analises experimentais

Os parametros fisico quimicos da agua, foram aferidos diariamente, quanto a
concentracdo de oxigénio, temperatura, condutividade elétrica e pH da agua dos aquérios
experimentais (medidor multipardmetros modelo HI 9828, HANNA Instruments).

Dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da 4gua dos aquarios em meio TSA, a
fim de verificar a qualidade microbiologica quanto a presenca de Aeromonas spp. Nno

ambiente.
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Ao final do periodo experimental, depois de anestesiados com benzocaina (100mg/L)
e eutanasiados por sec¢do medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e
medidos para a determinagdo dos parametros de desempenho e carcaca. Dois peixes de cada
unidade experimental tiveram o seu figado extraido para a determinacdo do indice
hepatossomatico (IHS), [(peso do figado/ peso corporal)x100] e de um deles foi feito cultivo
bacteriano do rim em meio &gar Triptona de Soja (TSA).

Foram avaliadas as mudancas induzidas pelo tipo de aditivo alimentar sobre a
microbiota intestinal, por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturacdo
(DGGE); e alguns parametros imunes ndo especificos, como a atividade da lisozima seguindo
metodologia descrita por ELLIS (1990) e OBACH et al. (1993).

Analises PCR-DGGE

O DNA das bactérias presentes no intestino dos peixes submetidos as essas dietas foi
extraido seguindo a metodologia de PUROHIT e SINGH (2009) com algumas modificacdes;
com protocolo baseado na utilizagdo de cloroférmio e alcool isoamilico e utilizado em
Reacdes em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 10 pul de TopTaq Master Mix
(Qiagen®), 0,5 uM de cada primer universal para bactérias com grampo GC e 80 ng de DNA
em um volume final de 50 pL. Os ciclos de amplificagdao constaram de uma desnaturagdo
inicial de 95° C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo a 92° C por 60
segundos, anelamento a 55° C por 60 segundos e extensdo a 72° C por 60 segundos. Ao final
ocorreu uma extensdo final de 72° C por 10 minutos. Esses produtos de PCR foram avaliados
pela técnica de DGGE (denaturing gradient gel electrophoresis) com gradiente de 40-75%
em gel de acrilamida a 8% para analise de diversidade de bactérias.

Atividade da lisozima

A analise do parametro imune nédo especifico da atividade da lisozima dos animais

sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por ELLIS (1990) e OBACH
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et al. (1993), com pequenas modificagcdes. O sangue foi centrifugado (2.000 g/15 min) e o
soro obtido foi mantido a -20°C. O nivel de lisozima foi medida por ensaio turbidimétrico,
utilizando lisozima liofilizada (2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631)
como padrdo. Para determinacdo da curva de calibracdo foram adicionadas diferentes
concentragdes de solucdo de lisozima diluida 1.000X até a obtengdo das concentragdes de 50,
100, 150, 200, 250 e 300 ng e o volume completado para 150ul com tampao fosfato de sodio
(0,05 M; pH 6,2), sendo também adicionado 150ul da suspenséo de Micrococus lysodeikticus
(0,2mg/ml), em tampdo fosfato de sodio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de
300ul. Como controle foi utilizado o tampéo fosfato (300ul). A reducdo da densidade Gptica
(OD) em 620nm foi avaliada entre o tempo zero e Seis minutos a 26°C e a curva de calibragéo
para lisozima foi obtida considerando os valores da reducdo da OD para cada concentracdo
versus a concentragdo de lisozima em um volume final de 300pl.

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56°C por 30
minutos) para inativar as proteinas do sistema complemento e para certificar que a lise do
M. lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por acdo da lisozima. Em microplacas de
ELISA, foram adicionados 10 uL de soro, 140 pL de tampéo fosfato de sodio e 150 ul de
suspensdo M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) para completar 300 uL de volume final. Logo apés,
a absorbancia foi medida em leitora de placa de ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620
nm no tempo zero, e entdo foram incubadas durante seis minutos em estufa a 26° C. Uma
amostra em branco foi preparada utilizando tampéo de fosfato de sédio (300 pL). Diferenca
entre a turbidez inicial e final (densidade dptica (OD) de reducdo) foi medida entre o tempo
zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de reducdo de
OD para cada volume da amostra (300ul). A equacdo de regressdo linear da curva de
calibracao de lisozima foi utilizada para determinar os niveis de lisozima no soro (pug/mL) dos

peixes.



90

Analise estatistica

Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de
desempenho, sobrevivéncia, bem como os parametros fisico-quimicos da &gua, estes foram
submetidos andlise de variancia (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi
verificado pelo teste Levene. Quando verificando efeito significativo (p<0,05), realizou-se o

teste Tukey caso pelo software Statistica 5.0.

RESULTADOS

Agua dos aquarios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, matutina e vespertina foram 27,50 + 0,04° C e 28,11 + 0,07° C; 6,87 + 0,03 € 6,64 +
0,05; 6,68 + 0,06 e 6,25 £ 0,06 mg/L; 67,68 + 0,03 e 86,10 + 0,07 uSm/cm, respectivamente.
N&o houve variacao dos referidos parametros entre os tratamentos. Confirmou-se a higienidez
da 4gua, ndo havendo crescimento de Aeromonas spp. no seu cultivo. Transcorridos 15 dias
de inoculacdo, também ndo foram observados crescimento de col6nias do cultivo do rim dos
peixes sobreviventes ao desafio. Houve crescimento de colOnias bacterianas de género
Aeromonas, a partir do cultivo feito do rim e lesGes ulcerativas dos peixes mortos em fungéo
do desafio.

Diversos sinais clinicos também foram observados em funcdo do desafio com
A. hydrophila, sendo eles eroséo de nadadeiras e perdas de escamas, lesdes ulcerativas,
principalmente nas proximidades do local de inoculagdo e mausculo caudal, além de
exoftalmia. Os sinais clinicos que também precederam a morte de animais infectados foram
perda de equilibrio, movimentos respiratorios lentos e ascite.

Caracteristicas e rendimento de carcaca
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O peso médio inicial dos alevinos utilizados no experimento foi estatisticamente
semelhante (P>0,05) entre os tratamentos. Nas caracteristicas corporais e rendimento de
carcaca, 0s peixes alimentados com a dieta controle apresentaram menores meédias em
comparacdo aos demais tratamentos. O comprimento total, o comprimento padrdo e o
rendimento de carcagca com cabeca e consumo de ragao (Tabela 2) ndo apresentaram diferenca
significativa (P>0,05).

Em contrapartida, a altura, largura e rendimento de carcaga sem cabeca, apresentados
na Figura 1, o tratamento referente ao 6leo essencial de orégano foi estatisticamente superior
(P<0,05) ao controle. O grupo que recebeu extrato etandlico de propolis ndo apresentou
diferenca significativa para estes parametros. A suplementacdo independente do aditivo
melhorou significativamente (P<0,05) o fator de condig&o corporal (Figura 1), diferenciando
apenas do controle.

Crescimento, conversao alimentar e eficiéncia alimentar

A suplementacdo com os aditivos afetou estatisticamente o0s parametros de
desempenho dos alevinos de tildpia do Nilo submetidos a ragdo contendo alimentos
funcionais, desafiados com A. hydrophila apresentados na Figura 2. Uma melhora
significativa (P<0,05) foi observada no peso final e no ganho de peso, nos tratamentos que
recebeu o alimento funcional (T2 e T3), em comparacdo ao controle, ndo havendo diferenca
entre os tratados.

Diferenca significativa (P<0,05) também foi observada na conversdo alimentar
aparente e na eficiéncia alimentar (Figura 2), entre o0 grupo que recebeu o OEO na racdo e 0
grupo controle, apresentando o T3 melhores indices, 0 mesmo ndo ocorreu com o T2.

Sobrevivéncia, indice hepatossomatico, lisozima e PCR-DGGE

A sobrevivéncia, o indice hepatossomatico e lisozima sérica do sangue dos alevinos de

tilapias do Nilo antes e ap6s o desafio, submetidos a racdo contendo aditivos naturais e
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inoculagdo de A. hydrophila estdo representados na Tabela 3. Para essas variaveis ndo foi
encontrado diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05).

A curva de calibragdo de lisozima apresentou alta correlacdo linear (r2 = 0,978) entre
50 e 300 ng de lisozima por microlitro.

A Figura 3 refere-se ao perfil da microbiota intestinal das tilapias, alimentadas ou ndo
com dietas contendo alimentos funcionais. A partir da anélise de DGGE foi possivel observar
que o perfil do intestino dos animais tratados, apresentaram uma maior diversidade
microbiana comparadas ao controle. Entre os grupos tratados o EEP foi o tratamento que

demonstrou maior diversidade.

DISCUSSAO

De acordo com as analises de qualidade fisico-quimica da &gua dos aquéarios, 0s
valores médios dos parametros de pH, oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e
temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro dos limites adequados para a
espécie (KUBITZA, 2003).

Mediante aos resultados encontrados € possivel constatar que, 0s grupos de alevinos
que receberam os alimentos funcionais apresentaram respostas de desempenho superiores ao
do grupo controle. Os animais quando suplementados com o EEP e OEO, obtiveram melhoras
significativas do peso final, ganho de peso e fator de condi¢do corporal comparados aos
animais que nao receberam o aditivo na dieta. Esse fato prova a vantagem do uso de alimentos
funcionais inteiramente naturais, promovendo melhoras da utilizagdo da ragdo, com respostas
positivas ao desempenho, sem o risco de gerar problemas de contaminacdo ambiental e do
produto final, além dos riscos de resisténcia bacteriana.

Algumas caracteristicas e o rendimento de carcacga apresentaram melhores indices para

0 OEO (5 g/kg racdo™) sendo este resultado corroborado pelas melhores taxas de crescimento,
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conversdao alimentar e eficiéncia alimentar comparados a dieta controle. Estudos tem
demonstrado efeitos positivos do uso de OEO como aditivo alimentar, como Ferreira et al.,
(2014), mostraram em seu estudo que o OEO promove o crescimento de yellowtail tera (A.
altipaanae), quando fornecidos em um nivel de 0,5 g/kg, o0 que pode ter sido causado pelo
aumento da digestibilidade e facilidade de absor¢do dos nutrientes. Zheng et al., (2009)
verificaram que a adicdo de 0,05% do 6leo de orégano em dietas fornecidas por oito semanas
para catfish de 50g podem controlar a microflora intestinal melhorando assim o desempenho
do animal.

Oleos essenciais como aditivos na alimentagdo animal, pouco foram estudados,
principalmente para peixes. Em um estudo realizado com frangos de corte, foi possivel
verificar propriedades deste aditivo semelhantes aos encontrados na presente pesquisa
relativos a promogdo de crescimento (HONG et al., 2012). J& em ruminantes, ndo foi
observado ganho peso quando alimentados com orégano seco (BAMPIDIS et al., 2005) ou
com o proprio 6leo, utilizado na alimentacdo de cordeiros (CANBOLAT E KARABULUT,
2010). Os autores indicam que mesmos sem efeitos visiveis do orégano este pode ser utilizado
em racdes, ja que possui efeitos benéficos em nivel celular (BAKKALI et al., 2008).

Acompanhado aos efeitos do OEO, o uso de 2,22 g de Extrato Etanolico de
Propdlis/kg de racdo na presente pesquisa, mostrou-se eficiente para as taxas de desempenho
das tilapias, o que corrobora com as taxas de crescimento observados por MEURER et al.,
(2009) para a mesma dose. Os valores de ganho de peso e conversdo alimentar mostraram
significativos, assim como no estudo de AZZA e ABD-EL-RHMAN (2009) quando usou
propolis em seu experimento. Outros estudos mostraram que o uso entre 0,1 — 0,4 g de
EEP/kg de racdo na alimentacéo de truta atuam com promotores de crescimento (DENG et al.,
2011), o fornecimento de 1% de EEP na racdo para duas especies de trutas por 50 semanas

aumentou a velocidade de crescimento (VELOTTO et al., 2010). Em contrapartida
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KASHKOOLI et al., (2011) ndo observaram variagdo no desempenho da truta arco-iris
alimentadas com niveis crescentes de 0,5 a 9,0 g propolis/kg de ra¢do durante nove semanas.
Em codornas, DENLI et al., (2005) encontraram melhor ganho de peso com o fornecimento
de propolis entre 0,5 a 1,5 g/kg a partir dos 15 dias de vida. A propolis contém certas
vitaminas do complexo B e minerais essenciais que melhoram os cofatores digestivos e
atividade enzimética. Estas propriedades podem contribuir para melhorar a digestdo e
absorcéo de nutrientes com um consequente aumento no peso dos peixes (AZZA e ABD-EL-
RHMAN, 2009).

A mortalidade provocada por Aeromonas spp. em peixes sdo relacionadas
principalmente com fatores predisponentes ambientais, tais como, lesbes a pele, ma qualidade
de 4gua, estresse térmico entre outros. Porém, quando as mesmas sdo isoladas a partir de
peixes doentes, geralmente sdo mais virulentas, do que quando isolado a partir de &gua
(PLUMB e HANSON, 2011), ocasionando os sinais clinicos severos como os observados
neste experimento e reduzindo a taxa de sobrevivéncia. N&do foram verificadas diferengas
significativas relativas & sobrevivéncia, IHS e quanto aos valores de lisozima sérica em
funcdo do aditivo alimentar. Embora valores superiores destes parametros sdo vistos nos
grupos tratados, assim como mudancas induzidas pelo aditivo alimentar sobre o microbioma
intestinal, com destaques para o EEP, que também apresentaram uma maior diversidade
microbiana na analise do PCR-DGGE. A composi¢do de micro-organismos do intestino dos
peixes, com uma maior diversidade taxondmica, pode influenciar na absorcdo de nutrientes
pelo animal, afetando o crescimento e ganho de peso (BALCAZAR et al., 2006 e
MERRIFIELD et al., 2010), atuando positivamente para uma melhor imunidade, promovendo
0 bem-estar. Talvez um periodo de alimentacdo maior do que o ocorrido na referida pesquisa,

esses efeitos imunologicos pudessem ser melhor evidenciados.
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Segundo VIUDA-MARTOS (2008), a prépolis é utilizada pela medicina desde os
tempos antigos, devido as muitas propriedades biologicas que possui, como antitumoral,
antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatdrios e entre outros. Para comparar o efeito de um
antibiotico de largo espectro (ocitetraciclina) com o da prépolis, YONAR et al. (2011)
concluiram que a propolis é indicada como imunoestimulante para trutas. O EEP derivado da
propolis bruta possui as mesmas fungdes, sendo utilizado em pesquisas com desafios. Além
de melhorar o desempenho em peixes, 0 uso de EEP ativa o sistema imune de tilapias e
protege contra infeccdo como mostraram AZZA E ABD-EL-RHMAN, (2009) quando
desafiaram os peixes contra A. hydrophila. Outros autores, realizando um experimento com
carpas, verificaram que a elevada taxa de sobrevivéncia foi devido a resposta imunitéria da
prépolis contra a A. hydrophila (CHU, 2006). Foi observado por ZHANG et al. (2009), que
em Myxocyprinus asiaticus a combinacdo entre a prdpolis e extrato de Herba epimedii
aumentou a resposta imune contra Aeromonas spp.. Apesar de ter afetado negativamente na
dieta de aves ACIKGOZ E ALTAN (2005) indicaram a realizacdo de mais pesquisas com
desafios sanitarios utilizando a propolis, corroborando com DENLI et al. (2005) que
mostraram que é uma alternativa importante para a producdo de as codornas. Usar EEP na
alimentacdo de peixes necessita de mais estudos sobre a especificidade de cada tipo de
prépolis (RAMOS e MIRANDA, 2007), porém TALAS e GULHAN (2009) informam que o
uso de EEP prolonga as funcdes fisioldgicas dos peixes devido a presenca dos flavonoides
nele existentes.

Alguns autores mostram que o OEO tem potencial e € uma alternativa para uso, como
aditivo natural, em substituicdo aos antibidticos utilizados em aves (HONG et al., 2012). Em
organismos aquaticos, ARDO et al. (2008) encontraram resisténcia bactericida para tilapia do
Nilo alimentadas com extrato de ervas chinesas. ZHENG et al. (2009), verificaram que a

alimentacdo de bagres do canal feita com OEO, submetidos a um desafio com A.
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hydrophila, aumentaram significativamente a atividade da lisozima e que as taxas de

sobrevivéncia foram reforgadas.

CONCLUSOES
Os dois aditivos naturais utilizados (extrato etandlico de propoli e 6leo essencial de
orégano) ndo se mostraram imunoestimulantes frente a Aeromonas hydrophila porém,

causaram efeito como promotores de crescimento e sobre a diversidade microbiana intestinal.
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Tabela 1. Composicgéo das races experimentais

Ingredientes? Alimentos funcionais Kg racdo
Controle 2.22 g EEP 0,5 % OEO

Farelo de soja 70,79 70,79 70,79
Milho 16,70 16,70 16,70
Oleo de soja 5,00 5,00 5,00
Fosfato bicalcico 2,80 2,80 2,80
Calcério calcitico 0,20 0,20 0,20
Extrato etandlico de propolis 0.00 2,22 0,00

(g kg racdo™)

Oleo essencial de orégano (%) 0,00 0,00 0,5
Suplemento mineral e 4,00 4,00 4,00
vitaminico?

Sal 0,50 0,50 0,50
Butilhidroxitolueno (BHT) 0,01 0,01 0,01
Total 100,00 100,00 100,00

! De acordo com ROSTAGNO et al. (2000); 2 Niveis de garantia por quilograma do produto:
Vit. A,1.200.000 Ul; Vit. D3, 200.000 Ul; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1,
4.800 mg; Vit. B2, 4.800 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Folico, 1.200 mg;
Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina,
24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000 mg; I, 20 mg; Co, 2 mg;

Se, 20 mg.
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Tabela 2. Valores médios de caracteristicas e rendimento de carcaca dos alevinos de tilapia

do Nilo submetidos as ra¢fes contendo aditivos naturais.

Parametros Tratamentos® p*
1 2 3

Peso inicial (g) 7,72+0,09 7,65+0,09 7,65+0,07 0,22

Comprimento total (cm) 10,68+0,32 10,87+0,34 11,03+0,38 0,19

Comprimento padréo (cm) 8,53+0,27 8,71+0,27 8,81+0,24 0,16

RCC! 13,81+1,26 15,19+1,70 16,04+1,79 0,05

Consumo de ragéo (g) 22,50+2,22 24,38+0,89 23,23+2,43 0,22

'Rendimento de carcaga com cabeca; *P = P-valor; ! (1) grupo recebendo racio testemunha e
inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo racédo contendo 2,22 g de EEP kg ragédo-1
inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo racdo contendo 0,5% de OEO inoculados

com A. hydrophila

Tabela 3. Valores médios de sobrevivéncia, indice hepatossomatico (IHS) e lisozima dos

alevinos de tilapias do Nilo submetidos a racdo contendo aditivos naturais.

Parametros Tratamentos® p*
1 2 3

Sobrevivéncia (%) 35,71+19,67 53,57+30,37 46,43+22,50 0,41

IHS 1,86+0,48 1,75+0,24 1,84+0,23 0,82

Lisozima antes (ug/mL) 1,02+0,34 1,55+0,62 1,29+0,63 0,22

Lisozima pds (ng/mL) 0,83+0,56 1,45+0,59 1,10+0,58 0,16

*P = P-valor; * (1) grupo recebendo ragéo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2)
grupo recebendo ragdo contendo 2,22 g de EEP kg ragdo™ inoculados com A. hydrophila; (3)

grupo recebendo ragéo contendo 0,5% de OEOQ inoculados com A. hydrophila.
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Figura 1. Caracteristicas e rendimento de carcaca das tilapias do Nilo, submetidos a racdes
contendo aditivos naturais: (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo ragéo contendo 2,22 g de EEP kg ragdo™ inoculados com A.
hydrophila; (3) grupo recebendo ragao contendo 0,5% de OEOQ inoculados com A. hydrophila
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Figura 2. Parametros de desempenho dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos as racdes
contendo aditivos naturais: (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo ragdo contendo 2,22 g de EEP kg ragdo-1 inoculados com A.
hydrophila; (3) grupo recebendo racao contendo 0,5% de OEQ inoculados com A. hydrophila

Figura 3. Analise de PCR-DGGE do intestino dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos as
racOes contendo aditivos naturais: (T1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com
A. hydrophila; (T2) grupo recebendo racdo contendo 2,22 g de EEP kg racdo™ inoculados
com A. hydrophila; (T3) grupo recebendo racdo contendo 0,5% de OEO inoculados com A.
hydrophila
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Artigo a ser Traduzido e Submetido para Aquaculture Research

Dieta com Ascophyllum nodosum e Saccharomyces cerevisiae na alimentagéo de tilapia
(Oreochomis niloticus) e seu efeito apds a inoculagdo de Aeromonas hydrophila

RESUMO

Este estudo investigou os efeitos individuais e combinados do suplemento pré e probidticos
sobre o crescimento, carcaca e sobrevivéncia de juvenis de tilapia do Nilo, contra infeccao por
Aeromonas hydrophila. Durante o tempo experimental, que antecedeu o desafio, 0s peixes
estavam saudaveis e ndo ocorreu mortalidade. Iniciaram com peso médio de 6,54 + 1,16 g,
foram distribuidos em aquérios contendo 60 L de volume util, mantidos a aeracéo constante.
Quatro dietas foram confeccionadas, para compor os tratamentos: dieta contendo O (controle),
20 g. kg racdo™ da farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum (prebi6tico) (FAM); 6x108
UFC. Kg racdo™ da S. cerevisiae (probidtico); 20 g. Kg racdo™ da farinha da alga marinha A.
nodosum + 6x10® UFC. Kg racdo™ do probidtico Saccharomyces cerevisiae (simbidtico). Os
alevinos foram alimentados por um periodo de 45 dias. Apo6s trinta dias experimentais, 0s
peixes foram desafiados com A. hydrophila, e as mortalidades foram registadas durante 15
dias pos-infeccdo. Os resultados mostraram que a administracdo dos aditivos de forma
isolada, ndo apresentaram efeito significativo, em contrapartida, a dieta simbidtica apresentou
melhora significativa (P<0,05) sobre a conversdo alimentar aparente; a sobrevivéncia foi
superior apo6s o desafio com A. hydrophila, em comparacdo a dieta controle. Apresentaram
também um crescimento de levedura a partir do cultivo do intestino, superior aos demais
tratamentos. Estes resultados mostraram que a suplementacdo dietética de 6x10® UFC. Kg
racdo S. cerevisiae em conjunto com 20 g. Kg racdo™? da FAM, apresentou melhoria no
crescimento, vantagens na salde e coloniza¢do do microbioma intestinal. A forma simbiotica
testada, demonstrou efeito imunoestimulante e de promotor de crescimento para a tilapia do
Nilo.

Palavras chave: piscicultura, prebiético, probiético, simbiético, microbiologia de peixe

ABSTRACT
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This study investigated the individual and combined effects of pre- and probiotics supplement
on growth, carcass and survival of juvenile Nile tilapia, against infection by
Aeromonas hydrophila. During the experimental period, leading up to the challenge, the fish
were healthy and there was no mortality. They started with an average weight of 6.54 +
1.16 g, were distributed in aguariums containing 60 L working volume, kept constant
aeration. Four diets were made to compose treatments: diet containing 0 (control),
20 g. kg feed™ flour of seaweed Ascophyllum nodosum (prebiotic) (FAM); 6x108 UFC. Kg
feed? of Saccharomyces cerevisiae (a probiotic); 20 g. Kg feed* of kelp meal A. nodosum +
6x108 UFC. Kg feed™* probiotic Saccharomyces cerevisiae (symbiotic). The fry were fed for a
period of 45 days. After thirty days of experimental period, the fish were challenged with
A. hydrophila, and mortalities were recorded for 15 days post-infection. The results showed
that the administration of isolation additives, no significant effect, however, the symbiotic diet
showed significant improvement (P <0.05) on feed conversion; survival was higher after the
challenge with A. hydrophila, compared to the control diet. They also presented a yeast
growth from the gut cultivation, higher than the other treatments. These results show that
dietary supplementation of 6x108 CFU. Kg* feed S. cerevisiae together with 20 g. Kg feed™
FAM, showed improvement in growth, benefits in health and colonization of the intestinal
microbiome. The tested symbiotically demonstrated immunostimulatory effect and growth

promoter for Nile tilapia.

Keywords: fish, prebiotic, probiotic, symbiotic, fish microbiology

1. Introducéo

O Vale do Sé&o Francisco possui uma grande tradigdo na pesca e na producdo de peixes.
Esta atividade é realizada tanto em criatdrios associados a modernas tecnologias de producao,
como por pequenos produtores rurais e familias de pescadores. A otimizagdo dos lucros e,
consequentemente, o sucesso desta atividade econdémica depende da adequada utilizacdo dos
recursos disponiveis e do controle de fatores que afetam negativamente o desenvolvimento
dos animais.

As tilapias sdo importantes contribuintes, como espécie utilizada na producao piscicola na
regido. Os esforcos de investigagdes em peixes tém se concentrado em otimizar a producdo

com alternativas ecoldgicas em substituicdo ao uso terapéutico de antimicrobianos. Espécies
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de Aeromonas spp. que sdo patdgenos de grande importancia na piscicultura, foram isoladas
de peixes e apresentaram-se resistentes as drogas antimicrobianas, mesmo sem o uso de tais
substancias para o controle de enfermidades infecciosas (HIRSCH et al., 2006). Os riscos do
surgimento de enfermidades estdo relacionados ao aumento das densidades de estocagem dos
animais e dos manejos aos quais sdo submetidos (MEIRELLES, 2010). Probidticos,
prebioticos e simbidticos oferecem possibilidades potenciais, proporcionando beneficios para
o animal principalmente por meio da modulagdo direta ou indireta, da microbiota intestinal
(MERRIFIELD et al., 2010).

A partir de 1995 com os estudos de Mustafa et al. (1995) e Nacagawa et al. (1997), foram
resumidos os beneficios do uso de algas marinhas como componente de ra¢6es na aquicultura.
Desde entdo, diversos estudos tém demonstrado a importancia dessas algas (DAVIES et al.,
1997; WASSELF et al., 2001; CASAS-VELDEZ et al., 2006; PHAM et al., 2006; VALENTE
et al., 2006; SOLER-VILA et al., 2009). Uma das func¢des reconhecidas € a sua capacidade
em retardar a absorcdo de nutrientes alimentares e melhorar a utilizacdo de carboidratos e
proteinas nas dietas (MUSTAFA et al., 1995). Ainda, segundo relatos de Fike et al. (2005), a
Ascophyllum nodosum possui uma biodisponibilidade de microminerais, vitaminas,
antioxidantes, bem como outros metabolitos que podem ser fatores que contribuem na
melhora do desempenho do animal.

Nos estudos tém-se enfatizado a capacidade dos probidticos para estimular o apetite,
melhorar a absorgdo de nutrientes, e fortalecer o sistema imune do hospedeiro (CHIU et al.,
2010; WANG et al., 2008; IRIANTO e AUSTIN, 2002). Dietas enriquecidas com probioticos
Saccharomyces cerevisiae tém mostrado papel gratificante como promotor de crescimento e
imunoestimulante em peixes e, 0 seu uso vem sendo recomendado na aquicultura (EL-
BOSHY et al.,, 2010; HE et al., 2009). Os mecanismos de defesa nao-especificos sdo
considerados 0s mais importantes contra patdgenos de origem microbiana em piscicultura
(CHIU et al.,, 2010, CRUZ et al., 2012). Estimular o sistema imunoldgico por meio de
alimentacéo ¢ salutar ao beneficio no cultivo comercial.

Os simbidticos, aplicacdo combinada de probidticos e prebioticos (SCHREZENMEIR
e VRESE, 2001), visam proporcionar vantagem competitiva ao probiotico, atuando
eficazmente na melhora da sobrevivéncia e implantacdo do aditivo alimentar microbiano no
trato gastrointestinal do hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 1995). Melhorias no
desempenho em peixes alimentados com uma dieta simbioticas pode ser atribuido a um status
elevado de saude, um aumento da digestibilidade da deita prébidtica, ou a melhora da
sobrevivéncia e da colonizacdo (RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2009; Al et al., 2011; YE et
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al., 2011; GENG et al., 2011; MEHRABI et al., 2012; CEREZUELA et al., 2012) em
comparacdo com as dietas de pré e probioticos separadas.

Esses estudos séo importantes, pois, a partir dos resultados encontrados, servem como
base para aplicacdo em nivel industrial. Nessas condi¢es, a presente pesquisa foi realizada
para avaliar o efeito potencial da administracdo dietética da alga marinha A. nodosum e da
levedura S. cerevisiae, separadamente e combinados, para alevinos de tilapia do Nilo, sobre 0s
parametros de desempenho e carcaca, microbiota intestinal e resisténcia ao desafio com
Aeromonas hydrophila.

2. Material e Métodos

Local de execucao

O experimento foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal do
Campus Ciéncias Agrérias, localizado na Fazenda experimental da Universidade Federal do
Vale do Sao Francisco — UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 — Lote 543 — Projeto
de Irrigagdo Senador Nilo Coelho, s/n° “C1”, Petrolina-PE.

O experimento foi conduzido conforme protocolo n°® 0006/160812, aprovado pela
Comicio de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do S&o Francisco -
CEUA/UNIVASF.

Isolados bacterianos

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacamé
(Lophiosilurus alexandri), provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e
Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro/PE. Este isolado foi previamente identificado por meio
de suas caracteristicas morfoldgicas, tintoriais e bioguimicas, conforme Quinn et al. (1994) e,
por meio da PCR para confirmacdo de género e espécie, segundo metodologia descrita por
Ghatak et al. (2007). Fatores de viruléncia também foi caracterizado, sendo positivo para 0S
genes Lipase (SEN, 2005), Elastase (CASCON et al., 2000) e o gene Fla (SANTOS et al.,
2010).

Condigdes experimentais
No intuito de testar os aditivos alimentares foram utilizados alevinos de tilapia do
Nilo, provenientes do CIRPA de Petrolina-PE. Cento e vinte alevinos, aparentemente
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saudaveis, com peso médio de 6,54 + 1,15g foram distribuidos em 20 aquarios contendo 60 L
de volume util. Os peixes foram adaptados e mantidos em &gua tratada desclorada. Sendo
considerado uma unidade experimental, um aquario contendo seis peixes.

Os aquérios possuiam aeragdo constante, por meio de compressores de ar, interligados
por mangueiras e pedras micro-porosas. Havia troca da agua dos aquarios diariamente em
50% no periodo da manhd e a tarde. Para a conservacdo da qualidade da agua foram feitas

limpezas internas nas paredes dos aquérios e assim evitar o desenvolvimento de perifitons.

Os tratamentos testados foram: dieta base (tratamento 1); dieta base + 20 g. Kg ragio™
da farinha da alga marinha A. nodosum (tratamento 2); dieta base + 6x10% UFC. Kg ra¢do™ do
probidtico S. cerevisiae (tratamento 3); dieta base + 20 g. Kg racdo? da farinha da alga
marinha A. nodosum + 6x10® UFC. Kg racdo™ do probidtico S. cerevisiae (simbi6tico)
(tratamento 4). Desafiados com A. hydrophila. O experimento teve a duracdo de 45 dias.

Racoes

Foram formuladas ra¢Ges contendo 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal de energia
digestivel. Kg de ragdo™ (Tabela 1), composicdo e percentual das dietas de acordo com
COSTA et al. (2013) . Para a fabricacdo das racfes os alimentos foram moidos em peneira de
1 mm, posteriormente, foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes
peletes secos em estufa de ventilacdo forgada por 24 horas a 35° C. Quando secas, foram
quebrados e assim, adequado o tamanho do pelete a boca dos alevinos e armazenadas em
freezer a -20° C.

O arragoamento foi feito trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 16h00, em um nivel de 8%
do peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a

adequacao da quantidade de racao fornecida.

Ascophyllum nodosum

Ascophyllum nodosum, alga comumente encontrado nas aguas costeiras do norte do
Oceano Atlantico (BRANDEN et al.,, 2007) é utilizada para a fabricacdo de produtos
agropecuérios (FLEURENCE, 1999). A FAM apresenta-se como um pé fino, de coloragdo
creme clara (OLIVEIRA et al., 2014). A quantidade fornecida como prebiético foi baseada
em Costa et al. (2013). Os valores bromatoldgicos da FAM, fornecidos pelo fabricante, estdo

presentados na Tabela 2.
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Tabela 1. Composicio das racdes experimentais®

Ingredientes? Tratamentos

1 2 3 4
Farelo de soja 70,79 70,79 70,79 70,79
Milho 16,70 16,70 16,70 16,70
Oleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato bicalcico 2,80 2,80 2,80 2,80
Calcério calcitico 0,20 0,20 0,20 0,20
A. nodosum g.kg* 0,00 20 0,00 20
S. cerevisiae g.kg* 0,00 0,00 6,0 6,0
Suplemento mineral e 4,00 4,00 4,00 4,00
vitaminico?
Sal 0,50 0,50 0,50 0,50
Butil hidroxi tolueno 0,01 0,01 0,01 0,01
(BHT)
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

! De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit. A,1.200.000 Ul;
Vit. D3, 200.000 Ul; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg; Vit. B2, 4.800 mg; Vit. B6, 4.000
mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Félico, 1.200 mg; Pantotenato Ca, 12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg;
Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe, 10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000 mg; I, 20 mg;
Co, 2 mg; Se, 20 mg. 3Costa et al. (2013).

Tabela 2. Composi¢do bromatoldgica da farinha da alga marinha marrom (A. nodosum)
informada pelo fabricante?

Aminoacidos (%) Vitaminas ppm Minerais ppm
Alanina 0,34 Biotina 0,1-0,3 Boro 80100
Arginina 0,22 Caroteno 30-60 Cromo 1-2
Aspartato 0,53 Acido Folico 0,1-0,5 Cobalto <1
Cistina 0,07 Niacina 10-30 Cobre 1-10
Glutamato 0,71 Riboflavina 5-10 lodo <1.000
Glicina 0,30 Tiamina 1-5 Ferro 100 - 500
Histidina 0,07 Tocoferois 15-300 Manganés 10 -50
Isoleucina 0,26 Mineriais (%) Selénio 3-4
Leucina 0,38 Faésforo 0,1-0,2 Estroncio 100 - 600
Lisina 0,30 Célcio 1,0-2,0 Vanadio 1-5
Metionina 0,11 Cloro 2,0-3,0 Zinco 10-50
Fenilalanina 0,24 Sédio 25-35 Molibidénio <2
Prolina 0,25 Potassio 15-25 Chumbo <1
Serina 0,27 Magnésio 05-1,0 Cadmio <1
Treonina 0,25 Enxofre 2,0-3,0 Carboidratos (%)
Tirosina 0,12 Minerais ppm Alginato 18,0-27,0
Triptofano 0,06 Aluminio 50 - 150 Manitol 3,0-8,0
Valina 0,27 Bario 5-15 Laminarina 2,0-5,0

! Acadian Seaplants Limited.
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Saccharomyces cerevisiae

Um aditivo probidtico YEA-SACC™ 1026 (Alltech), de uso exclusivo para a
alimentacdo animal, foi utilizado no presente experimento. Um p6 de coloragdo marrom de
odor agradavel, de constituicdo basica S. cerevisiae cepa 1026 (min.) 1x10® UFC/g. No
preparo da racdo, S. cerevisiae foi previamente diluido em agua, posteriormente misturado a
fracdo do milho e entdo incorporado aos demais ingredientes.

A partir das ragdes devidamente fabricadas, foram feitos cultivos para confirmagéo de
células probidticas vidveis, nas ragdes. Um grama de cada racao triturada foi diluido em 10
mL de solucdo salina esteril (0,5%). Em triplicata, usando o meio YGC (yeast growth
cloramphenicol), foi cultivado o inoculo, entdo incubados por 48 horas em estufa a 38° C.
Apos o cultivo efetuou-se a contagem, juntamente com sua identificacdo morfoldgica e

tintoriais, conforme Quinn et al. (1994).

Teste de desafio

Os peixes foram desafiados, ap6s quatro semanas experimentais, por via intramuscular
latero-dorsal direita, com um preparado de in6culo bacteriano de A. hydrophila, com dilui¢do
em solucdo salina estéril na concentragdo de 10’ UFC/mL (0,2 mL animal™?), padronizada em
espectrofotometria. Apds a inoculacdo os animais foram mantidos em observacdo por 15 dias.

Os peixes mortos foram utilizados para re-isolamento bacteriano.

Mensuracdes e andlises experimentais

Os parametros fisico quimicos da agua, foram aferidos diariamente, quanto a
temperatura, condutividade elétrica e pH da &gua dos aquarios experimentais (medidor
multiparametros modelo HI 9828, HANNA Instruments).

Dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da dgua dos aquarios em meio TSA, a
fim de verificar a qualidade microbioldgica quanto a presenca de A. hydrophila no ambiente.

Ao final do periodo experimental, depois de anestesiados com benzocaina (100mg/L)
e eutanasiados por seccdo medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e
medidos para a determinacdo dos parametros de desempenho e carcaga. Dois peixes de cada
unidade experimental tiveram o seu figado extraido para a determinacdo do indice
hepatossomatico (IHS), [(peso do figado/ peso corporal)x100] e de um deles foi feito cultivo
bacteriano do intestino em meio YGC. Além disso, fragmentos de tecido hepatico e intestinal

foram enviados para processamento e andlise histologica, conforme descrito abaixo.
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Atividade da lisozima

A analise do parametro imune ndo especifico da atividade da lisozima dos animais
sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et
al. (1993), com pequenas modificacdes. Esta andlise foi realizada com alevinos antes e apos 0
desafio sanitario. Para tal, o sangue foi centrifugado (2.000 g/15 min) e o soro obtido foi
mantido a -20°C. O nivel de lisozima foi medido por ensaio turbidimétrico, utilizando
lisozima liofilizada (2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como
padrdo. Para determinacdo da curva de calibragdo foram adicionadas diferentes concentragdes
de solucdo de lisozima diluida 1.000X até a obtencdo das concentracdes de 50, 100, 150, 200,
250 e 300 ng e o volume completado para 150ul com tampao fosfato de soédio (0,05 M; pH
6,2), sendo também adicionado 150l da suspensdo de Micrococus lysodeikticus (0,2mg/ml),
em tampdo fosfato de sédio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 300ul. Como
controle foi utilizado o tampdo fosfato (300ul). A reducdo da densidade 6ptica (OD) em
620nm foi avaliada entre o tempo zero e 6 minutos a 26°C e a curva de calibracdo para
lisozima foi obtida considerando os valores da redugédo da OD para cada concentragdo versus
a concentragdo de lisozima em um volume final de 300pl.

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56°C por 30
minutos) para inativar as proteinas do sistema complemento e para certificar que a lise do M.
lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por acdo da lisozima. Em microplacas de ELISA,
foram adicionados 10 pL de soro, 140 pL de tampédo fosfato de s6dio e 150 ul de suspensdo
M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) para completar 300 puL de volume final. Logo apds, a
absorbancia foi medida em leitora de placa de ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620
nm no tempo zero, e entdo foram incubadas durante seis minutos em estufa & 26°C. Uma
amostra em branco foi preparada utilizando tampdo de fosfato de sodio (300 pL). Diferenga
entre a turbidez inicial e final (densidade optica (OD) de reducéo) foi medida entre o tempo
zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de reducdo de
OD para cada volume da amostra (300ul). A equacdo de regressdo linear da curva de
calibracao de lisozima foi utilizada para determinar os niveis de lisozima no soro (pug/mL) dos

peixes.

Analise estatistica
Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de
desempenho, lisozima, IHS, sobrevivéncia, bem como os parametros fisico-quimicos da agua,

estes foram submetidos andlise de variancia, (One-way ANOVA). O pressuposto de
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homogeneidade foi verificado pelo teste Levene. Caso verificado diferenca significativa
(p<0,05) realizou-se o teste Tukey para variancias homogéneas. Utilizou-se o software

Statistica 5.0 para todas as analises.

3. Resultados

Agua dos aquarios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, matutina e vespertina foram 27,51 + 0,04° C e 28,00 + 0,53° C; 6,89 + 0,07 e 6,64 *
0,05; 6,10 + 0,13 e 6,42 £ 0,05 mg/L; 79,0 + 0,02 e 83,0 = 0,02 uSm/cm, respectivamente.
N&o houve variagdo dos referidos parametros entre os tratamentos.

A partir do cultivo da agua dos aquarios em meio TSA, ndo houve crescimento
significativo de bactérias e, ndo houve a presenca de Aeromonas spp., confirmando assim sua
salubridade. Do cultivo do rim e lesdes ulcerativas dos peixes mortos em funcdo do desafio,
houve crescimento de colbnias bacterianas de género Aeromonas. No final do periodo
experimental, o cultivo do rim dos demais peixes, foi realizado e ndo foram observados
crescimento de coldnias significativas.

A alteracdes clinicas dos peixes desafiado com A. hydrophila constituiu de perda de
equilibrio e movimentos respiratorios lentos e ascite, além de ocorréncia de mortalidade.
Patologias externas foram também evidenciada corresponderam a lesdes ulcerativas,
principalmente nas proximidades do local de inoculacdo que prorrogaram até a nadadeira
caudal, com erosdo e perdas de escamas, além de casos de exoftalmia.

A partir do cultivo realizado do intestino dos peixes alimentados ou ndo com dieta
contendo aditivos alimentares, foram obitidos as seguintes médias de crescimento: 0; 600;

375; 1.287,5 UFC. g intestino™, para o tratamento 1, 2, 3 e 4 respectivamente.

Crescimento, conversao alimentar, eficiéncia alimentar e fator de condicéo corporal

Os parametros de crescimento dos alevinos de tilapia, desafiados com A. hydrophila
estdo apresentados na Tabela 3. As médias de peso inicial, peso final e ganho de peso, nao
apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos (P>0,05). O mesmo
comportamento ocorreu para o fator de condicdo corporal (FCC) e a eficiéncia alimentar (EA)
(P>0,05).
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Tabela 3. Valores médios dos pardmetros de desempenho, conversdo alimentar aparente,
eficiéncia alimentar e fator de condicdo corporal dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a
racdo contendo aditivos alimentares.

Parametros Tratamentos® pP*
1 2 3 4
Peso inicial (g) 6,55+0,08 6,500,08 6,56+0,09 6,530,10 0,76
Peso final () 21,26+358 2455222 2301173  23,53£1,99 0,25
Ganho de peso (g) 14714363  18,04+220  16,45+1,81 17,00£2,01 0,25
CAA 1,70£0,45° 1204012  149:0,05% 1,230,122 0,04
EA 0,68+0,13 0,80+0,06 0,76+0,05 0,84+0,08 0,07
FCC 1,71+0,07 1,88+0,07 1,8740,15 2,09+0,54 0,26

*P = P-valor; * (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo
racdo contendo prebidtico inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo probidtico
inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragéo contendo simbidtico inoculados com A. hydrophila

Em contarpartida, a convercdo alimentar aparente (CAA), apresentado na Figura 1
referente aos animais alimentados com simbidtico, apresentou uma melhora significativa
(p<0,05) em comparagéo ao controle, ndo apresentando diferenca, néo diferindo dos animais

tratados com prebiotico e probidtico.
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Conversio alimentar aparente

Figura 1. Conversdo alimentar aparente dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos a ragdes
contendo aditivos alimentares: (1) grupo recebendo ragdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo racdo contendo prebiotico inoculados com A. hydrophila; (3)
grupo recebendo racdo contendo probidtico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo
recebendo racdo contendo simbidtico inoculados com A. hydrophila
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Os valores médios de comprimento total, comprimento padrdo, largura, altura,

rendimento de carcaca com e sem cabeca e 0 consumo total de ragdo dos alevinos alimentados

com diferentes aditivos, encontram-se na Tabela 4. Estes parametros ndo apresentaram

diferencas significativas (P>0,05) em func¢éo dos tratamentos.

Tabela 4. Valores médios de caracteristicas e rendimento de carcaca dos alevinos de tilapia

do Nilo submetidos a alimentos funcionais.

Parametros Tratamentos® p*
1 2 3 2
Comprimento total (cm) 10,70£0,56  10,95:025  10,74+049  10,61%0,73 0,78
Comprimento padrdo (cm) g g3, 59 8041020 865038  855:051 049
Altura (cm) 2,9740,15 313010 3024020  303:020 051
Largura (cm) 1,52+0,08 1,560,03 1,59+0,11 1,60£0,08 0,32
RCC! 21744328 2321#157  23,60+375  2438+122 048
RC? 15044237  16,62:t000  16,88+345  16,89+082 0,50
Consumo de ragéo (g) 21,65¢1,74 2251144 2155143  2042+245 0,37

*P = P-valor; 'Rendimento de carcaca com cabeca; *Rendimento de carcaca sem cabeca; ° (1) grupo recebendo
racdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo racdo contendo prebid6tico inoculados
com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo probidtico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo

recebendo ragdo contendo simbidtico inoculados com A. hydrophila

Sobrevivéncia, indice hepatossomatico e lisozima

Parametros imunes dos alevinos frente ao desafio com A. hydrophila séo apresentados

na Tabela 5. Para a lisozima sérica antes do desafio e apds o desafio sanitario ndo foram

verificadas diferencas significativas (P>0,05). Para o indice hepatossomatico (IHS) também

presente na Tabela 5, ndo foi observado diferenca significativa entre os tratamentos (P>0,05).
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Tabela 5. Valores médios de sobrevivéncia, indice hepatossomatico e lisozima dos alevinos
de tilapias do Nilo submetidos a racdo aditivos alimentares.

Parametros Tratamentos® p*

1 2 3 4

Sobrevivéncia (%)
IHS

30,00+£11,18°  35,00£13,69% 35,00+13,69®  60,00+22,362 0,03

1,74+0,27 1,39+0,15 1,52+0,23 1,5420,30 017
o .

Lisozima 1 (ug/mL) 1,52+0,83 1,64+0,52 1,90+0,69 1,02+0,38 0,20
. ,

Lisozima 2 (ug/mL) 1,59+0,26 256+1,17 1,64+0,48 1,310,39 0,05

! Lisozima antes do desafio; 2 Lisozima ap6s o desafio; *P = P-valor; ® (1) grupo recebendo racéo testemunha e
inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ragéo contendo prebi6tico inoculados com A. hydrophila; (3)

grupo recebendo ragdo contendo probidtico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ragdo contendo
simbidtico inoculados com A. hydrophila

A percentagem de sobrevivéncia apos o desafio com A. hydrophila (Tabela 4) foi
maior no tratamento com o aditivo simbidtico (T4), comparado ao controle (P<0,05), ndo
apresentando diferenca significatica entre o tratamento da A. nodosum e S. cerevisiae. Todas
as unidades experimentais durante o periodo antecedente ao desafio sanitario permaneceram
com 100% de sobrevivéncia.

A curva de calibracdo de lisozima apresentou alta correlacdo linear (r2 = 0,978) entre

50 e 300 ng de lisozima por microlitro.
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Figura 2. Sobrevivéncia dos alevinos de tilapias do Nilo, submetidos a racdes contendo
diferentes aditivos alimentares: (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com A.
hydrophila; (2) grupo recebendo rag&o contendo prebiotico inoculados com A. hydrophila; (3)
grupo recebendo ragdo contendo probiotico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo
recebendo ragdo contendo simbidtico inoculados com A. hydrophila
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4. Discussao

Os valores médios dos pardmetros fisico-quimicos da agua dos aquarios, pH, oxigénio
dissolvido, condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro
dos limites adequados para a espécie (KUBITZA, 2003).

Foram investigados na presente pesquisa, 0s efeitos da administracdo do probidtico S.
cerevisiae e da farinha da alga marinha A. nodosum isolados e em combinagdo. Respostas
benéficas ao uso da A. nodosum, ja vem sendo propostas (OLIVEIRA et al., 2014; COSTA et
al., 2013; NAKAGAWA et al., 1997; GABRIELSEN e AUSTRENG, 1998); assim como
para a S. cerevisiae (LARA-FLORES et al., 2003; ABDEL-TAWWAB et al., 2008; WACHE
et al., 2006). Tampouco sdo os estudos a despeito do uso de aditivos alimentares combinados
para peixes. Embora a partir dos resultados encontrados, nos levam a crer no potencial efeito
dessa unido.

Mediante as analises dos parametros de desempenho presentes na dada pesquisa,
demonstraram beneficios da suplementacdo alimentar para a tilapia do Nilo. Em todos os
parametros de crescimento e carcaga, 0S peixes submetidos aos alimentos funcionais,
apresentaram resultados numericamente superiores ao controle, sem diferenca significativa. A
partir da conversdo alimentar aparente, que trouxe efeito de significancia estatistica, foi
possivel confirmar o potencial uso do simbiotico para peixes, podendo supor um efeito
sinérgico ou cumulativo das melhorias entre FAM e S. cerevisiae.

Os resultados do estudo realizado por Geraylou et al. (2013) com juvenis de Acipenser
baerii, no qual forneceu dietas com aditivos pré, probidticos e combinagbes, encontraram
respostas semelhantes a presente pesquisa. Os autores sugerem que a dieta de Lactobacillus
lactis ssp. lactis ST G45 juntamente com 2% de AXOS (arabinoxilano-oligossacarideos),
levou a um melhor desempenho nos peixes, ndo havendo influéncia da suplementacdo Unica.
Encontraram ainda, com o fornecimento da dieta simbiotica, alteracBes significativas no
microbioma intestinal e que a mesma impulsionou respostas imunes. Rodriguez-Estrada et al.
(2009), no estudo da aplicagdo individual dietética de Enterococcus faecalis e
mananoligossacarideo (MOS), forneceram uma gama de beneficios no que diz respeito a
resposta imunitaria e sobrevivéncia num estudo de desafio. No entanto, observou-se que a
alimentacdo simbiotica (E. faecalis + MOS) produziu significativamente melhores resultados
do que a aplicacédo de forma individual, o que gera novas expectativas no quesito de atividade

satisfatdria aos aditivos promotores de crescimento e salde.
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Na prética, as misturas combinadas de prebidticos e probidticos sdo usadas em fungédo dos
efeitos sinérgicos, capazes de maximizar funcdes fisiologicas, assegurando o bem-estar e
salde do animal. Os prebidticos estimulam o crescimento dos grupos enddgenos de populacio
microbianas (SONG et al., 2014). Eles sdo resistentes a digestdo enzimatica, no intestino
grosso sao entdo fermentados (BRITO et al., 2013), proporcionando dessa forma um ambiente
favoravel ao crescimento e colonizacdo de micro-organismos desejaveis (RINGO et al.,
2010). Quando o probidtico é adaptado ao substrato (prebidtico), e estes consumidos em
conjunto, podem resultar em vantagem competitiva sobre outros micro-organismos do
ecossistema (HOLZAPFEL e SCHILLINGER, 2002; MATTILA-SANDHOLM et al., 2002).
Esse comportamento é o que supostamente tenha ocorrido na pesquisa, pelo fato das
macroalgas marinhas possuirem grandes quantidades de carboidratos e proteinas
(BENEVIDES et al., 1998) com poder de substrato para S. cerevisiae. Foi observado a partir
da contagem feita do intestino dos peixes experimentais, uma maior colonizacdo por
leveduras nos animais alimentados com a dieta simbidtica, seguido da A. nodosum. O cultivo
tradicional para investigar a adesdo e colonizacdo de bactérias probioticas torna-se importante
com o intuito de elucidar as suas capacidades metabdlicas, como o melhor aproveitamento da
dieta e, até a degradacdo de fatores antinutricionais, Refstie et al. (2005) demonstraram que a
fermentacdo acido lactica pode melhorar o valor nutritivo da farinha de soja em salmdes do
Atlantico (Salmo salar). Isto € altamente relevante para a nutricdo, uma vez que um dos
principais desafios na aquicultura é o aproveitamento de fontes de proteina vegetal em ragdes
(GATLIN et al., 2007).

Entre os muitos beneficios de salde atribuidos aos probioticos e prebidticos, a modulacéo
do sistema imunologico é um dos beneficios mais esperados e sua capacidade de estimular a
imunidade sistémica e local (AKHTER et al., 2015). A sobrevivéncia foi elevada em todos os
grupos antes do desafio (100%). Apo6s os alevinos serem desafiados com A. hydrophila,
verificou-se que a bactéria utilizada apresentou efeito virulento chegando a 70% de
mortalidade no grupo controle. A resisténcia ao patdgeno inoculado aumentou com o
fornecimento dos aditivos alimentares, assim como para a CAA, a melhor resposta foi
desenvolvida pelos animais alimentados com o simbi6tico. Sendo mais um pardmetro
confirmando a melhor atividade dos aditivos em conjunto. A administracdo de pré, pro e
simbiotico no presente estudo, ndo apresentaram efeitos sobre a lisozima séria e IHS.

Trabalho realizado por Abu-Elala et al. (2013) no qual forneceu S. cerevisiae como
probidtico, seu extrato (manano-oligossacarideo - prebidtico) e uma pré-mistura dos dois

(simbidtico), como promotores de crescimento e imunoestimulantes para O. niloticus, em
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resposta, o aditivo simbidtico levou a um importante reforco na resisténcia inata dos peixes
contra patdgenos de peixes selecionados para desafio, dentre eles a A. hydrophila, bem como
aumentou positivamente o desempenho dos peixes desafiados. Mehrabi et al. (2012),
incluindo dieta simbidtica, para truta arco-iris teve efeito positivo no desempenho e
sobrevivéncia.

Considerando a importancia da tilapia do Nilo para a indastria do pescado, e as
problematicas e prejuizos de bactérias em causar enfermidades nos peixes, os resultados do
presente estudo sugerem que a combinacdo dietética de S. cerevisiae e A. nodosum e
favoravel para promover o crescimento e desempenho e para impulsionar algumas respostas
de resisténcia a A. hydrophila em tilapia do Nilo. Embora mais estudos devam ser realizados,
para fornecer bases para que esse aditivo possa ser aplicado a nivel industrial. Podendo,
portanto, ser considerada como uma alternativa Util ao uso de tratamentos quimioterapicos

afins de promover a sade dos peixes.

5. Conclusao

O simbiotico testado apresentou um bom potencial para ser utilizado como aditivo para
alevinos de tilapia do Nilo. A sua inclusdo em niveis de 20 g.kg racdo™ de A. nodosum e
6x108 UFC. Kg racdo™ de S. cerevisiae ndo provoca prejuizos ao crescimento e melhora os
valores de conversdo alimentar, sobrevivéncia e colonizacéo do probiético em tilapia do Nilo

durante o periodo de alevinagem.

Agradecimentos: a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco e
a CODEVASF-PE pela importante parceria.

6. Referéncias bibliograficas

ABDEL-TAWWAB, M.; ABDEL-RAHMAN. A. M.; ISMAEL, N. E. M. Evaluation of
commercial live bakers’ yeast, Saccharomyces cerevisiae as a growth and immunity promoter
for fry Nile tilapia, Oreochromis niloticus (L.) challenged in situ with Aeromonas hydrophila.
Aquaculture, v. 280, p.185-189, 2008.

ABU-ELALA, N.; MARZOUK, M.; MOUSTAFA, M. Use of different Saccharomyces
cerevisiae biotic forms as immune-modulator and growth promoter for Oreochromis niloticus



121

challenged with some fish pathogens. International Journal of Veterinary Science and
Medicine. v. 1, p. 21-29, 2013.

Al, Q.; XU, H.; MAI, K., XU, W., WANG, J., ZHANG, W. Effects of dietary
supplementation of Bacillus subtilis and fructooligosaccharide on growth performance,
survival, non-specific immune response and disease resistance of juvenile large yellow
croaker, Larimichthys crocea. Aquaculture, n. 317, p. 155-61, 2011.

AKHTER, N.; WU, B.; MEMON, A. M.; MOHSIN, M. Probiotics and prebiotics associated
with aquaculture: A review. Fish & Shellfish Immunology. v. 45 - 2, p. 733-741, 2015.

BENEVIDES N. M. B.; SILVA, S. M. S.; MAGALHAES, S. R.; MELO, F. R.; FREITAS, A.
L.; VASCONCELOS, P. I. M. Proximate analysis, toxic and antinutritional factors of ten
Brazilian marine algae. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, v. 10, p. 31, 1998.

BRANDEN, K.W.; BLANTON, J.R.; MONTGOMERY, J.L.; VAN SANTEN, E.; ALLEN,
V.G. AND MILLER, M.F. Tasco supplementation: effects on carcass characteristics, sensory
attributes, and retail display shelf-life. American Society of Animal Science, n.85.p. 754-768,
2007.

BRITO, J. M.; FERREIRA, A. H. C.; JUNIOR, H. A. S.; ARARIPE, M. N. B. A;; LOPES, J.
B.; DUARTE, A. R.; CARDOSO, E. S.; RODRIGUES, V. L. Probioticos, prebidticos e
simbioticos na alimentacdo de ndo-ruminantes — Revisdo. Revista eletrdnica nutritime —
www.nutritime.com.br, art. 205, v. 10, n. 04, p. 2525 — 2545, 2013.

CASAS-VALDEZ, M.; PORTILLO-CLARK, G.; AGUILA-RAMIREZ, N.; RODRIGUEZ-
ASTUDILLO, S.; SANCHEZ-RODRIGUEZ, I.; CARRILLO-DOMINGUEZ, S. Effect of the
marine algae Sargassum spp. on the productive parameters and cholesterol content of the
brown shrimp, Farfantepenaeus californiensis (Holmes, 1900), Revista de Biologia Marina y
Oceanografia, n. 41-1, p. 97-105, 2006.

CASCON, A.; YUGUEROS, J.; TEMPRANO, A.; SANCHEZ, M.; HERNANZ, C;
LUENGO, J. M.; NAHARRO, G. A Major Secreted Elastase Is Essential for Pathogenicity of
Aeromonas hydrophila. Infection and imunity, v. 68, n. 6, p. 3233-3241, 2000.

CEREZUELA, R.; GUARDIOLA, F. A.; MESEGUER, J.; ESTEBAN, M. A. Increases in
immune parameters by inulin and Bacillus subtilis dietary administration to gilthead seabream
(Sparus aurata L.) did not correlate with disease resistance to Photobacterium damselae. Fish
Shellfish Immunol, v. 32, p. 1032-40, 2012.

CHIU, C.-H.; CHENG, C.-H.; GUA, W.-R.; GUU, Y.-K.; CHENG, W. Dietary
administration of the probiotic, Saccharomyces cerevisiae P13, enhanced the growth, innate
immune responses, and disease resistance of the grouper, Epinephelus coioides. Fish &
Shellfish Immunology, n. 29, p. 1053-1059, 2010.

COSTA, M. M,; OLIVEIRA, S. T. L.; BALEN, R. E.; BUENO JUNIOR, G.; BALDAN, L.
T.; SILVA, L. C. R.; SANTOS, L. D. Brown seaweed meal to Nile tilapia fingerlings.
Archivos de Zootecnia, v. 62, n. 237, p. 109, 2013.

CRUZ, P.; IBANEZ, A. L.; HERMOSILLO, O. A. M.; SAAD, H. C. R. Use of probiotics in
aquaculture. International Scholarly Research Network (ISRN Microbiology), Article ID
916845, p. 13, 2012.

DAVIES, S. J.; BROWN, M. T.; CAMILLERI, M. Preliminary assessment of the seaweed
Porphyra purpurea in artificial diets for thick-lipped grey mullet (Chelon labrosus),
Aguaculture, n. 152, p. 249-258, 1997.



122

EL-BOSHY, M.E.; EL-ASHRAM, A.M.; ABDELHAMID, F.M.; GADALLA, H.A.
Immunomodulatory effect of dietary Saccharomyces cerevisiae, B-glucan and laminaran in
mercuric chloride treated Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and experimentally infected
with Aeromonas hydrophila. Fish & Shellfish Immunology. v.28, p.802-808, 2010.

ELLIS, A.E. Lysozyme assay. In: Stolen JS, Fletcher DP, Anderson BS, Robertson BS,
editors. Techniques in fish immunology. Fair Haven, NJ: SOS Publication; p. 101-3, 1990.

FIKE, J.H. ; SAKER, K.E. ; O’KEEFE, S.F.; MARRIOTT, N.G.; WARD, D.L;
FONTENOT, J.P.; VEIT, H.D. Effects of (a seaweed extract) and heat stree on N metabolism
and meat fatty acids in wether lambs fed hays containing endophyteinfected fescue. Small
Ruminant Res, n. 60, p. 237-245, 2005.

FLEURENCE, J. Seaweed proteins: biochemical, nutritional aspects and potential uses.
Trends Food Science & Technology, n. 10, p. 25-28, 1999.

GABRIELSEN, B.O.; AUSTRENG, E. Growth, product quality and immune status of
Atlantic salmon, Salmo salar L., fed wet feed with alginate. Aquaculture Reseach, n. 29, p.
397-401, 1998.

GATLIN, D.M.; BARROWS, F.T.; BROWN, P.; DABROWSKI, K.; GAYLORD, T.G;
HARDY, R.; HERMAN, E.; HU, G.; KROGDAHL, A.; NELSON, R.; OVERTURF, K;
RUST, M.; SEALEY, W.; SKONBERG, D.; SOUZA, E.J.; STONE, D.; WILSON, R;;
WURTELE, E. Expanding the utilization of sustainable plant products in aquafeeds: a review.
Aquaculture, n. 38, p. 551-579, 2007.

GENG, X.; DONG, X. H.; TAN, B.P.; YANG, Q. H.; CHI, S. Y.; LIU, H. Y.; LIU, X. Q.
Effects of dietary chitosan and Bacillus subtilis on the growth performance, non-specific
immunity and disease resistance of cobia, Rachycentron canadum. Fish Shellfish
Immunology v. 31, p. 400-6, 2011.

GERAYLOU, Z.; SOUFFREAU, C.; RURANGWA, E.; MEESTER, L. D.; COURTIN, C.
M.; DELCOUR, J. A.; BUYSE, J.; OLLEVIER, F. Effects of dietary arabinoxylan-
oligosaccharides (AXOS) and endogenous probiotics on the growth performance, non-
specific immunity and gut microbiota of juvenile Siberian sturgeon (Acipenser baerii). Fish &
shellfish immunology, v. 35, p. 766-775, 2013.

GHATAK, S.; AGARWAL, R.K.; BHILEGAONKAR, K.N. Species identification of
clinically important Aeromonas spp. by restriction fragment length polymorphism of 16S
rDNA. Letters in Applied Microbiolology, v.44, p.550-554, 2007.

GIBSON, G.R.; ROBERFROID, M.D. Dietary modulation of the human colonic microbiota:
introducing the concept of prebiotics. Journal of Nutrition, v. 125, n. 6, p. 1401-1412, 1995.

HE, S.; ZHOU, Z.; LIU, Y.; SHI, P.; YAO, B.; RING, E.; YOON, I. Effects of dietary
Saccharomyces cerevisiae fermentation product (DVAQUA®) on growth performance,
intestinal autochthonous bacterial community and non-specific immunity of hybrid tilapia

(Oreochromis niloticus 9 xO. aureus &) cultured in cages. Aquaculture, v. 294, p. 99-107,
2009.

HIRSCH, D.; PEREIRA JUNIOR, D.J.; LOGATO, P.V.R.; PICCOLI, R.H.; FIGUEIREDO,
H.C.P. (2006). Identificacéo e resiténcia a antimicrobianos de espécies de Aeromonas moveis
isoladas de peixes e ambiente aquaticos. Ciénc. agrotec., Lavras, 30 (6): 1211-1217.

HOLZAPFEL, W.H.; SCHILLINGER, U. Introduction to pre- and probiotics. Food Res. Int.,
Amsterdam, v.35, n.2/3, p.109-116, 2002.



123

IRIANTO, A.; AUSTIN, B. “Probiotics in aquaculture,” Journal of Fish Diseases. v. 25, n.
11, p. 633-642, 2002.

KUBITZA, F. Qualidade da &gua no cultivo de peixes e camardes. Jundai, SP — Brasil, ed. 1,
p. 229, 2003.

LARA-FLORES, M.; OLVERA-NOVOA, M.A.; GUZMAN-MENDEZ, B.E.; LOPEZ-
MADRID, W. Use of the bacteria Streptococcus faecium and Lactobacillus acidophilus, and
the yeast Saccharomyces cerevisiae as growth promoters in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus). Aquaculture, v. 216, p. 193-201, 2003.

MATT[LA-SANDHOLM, T.; MYLLARINEN, P.; CRITTENDEN, R.; MOGENSEN, G.,
FONDEN, R.; SAARELA, M. Technological challenges for future probiotic foods. Int. Dairy
J., Amsterdam, v.12, p.173-182, 2002.

MEHRABI, Z.; FIROUZBAKHSH, F.; JAFARPOUR, A. Effects of dietary supplementation
of synbiotic on growth performance, serum biochemical parameters and carcass composition
in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) fingerlings. J Anim Physiol Anim Nutr, n. 96, p.
474-481, 2012.

MEIRELLES, F. S. de. Estudo epidemiologico das infeccGes bacterianas em tilapias
Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), cultivadas em Pernambuco. 2010. 77f. Tese de
Doutorado (Po6s-graduacdo em Ciéncia Veterinaria) — Universidade Federal Rural de
Pernambuco - Departamento de Medicina Veterinaria, Recife, 2010.

MERRIFIELD, D. L.; DIMITROGLOU, A.; FOEY, A.; DAVIES, S. J.; BAKER, R.T. M,;
BOGWALD, J.; CASTEX, M.; RINGO, E. The current status and future focus of probiotic
and prebiotic applications for salmonids. Aquaculture, n. 302, p. 1-18, 2010.

MUSTAFA, M.G.; WAKAMATSU, S.; TAKEDA, T.A.; UMINO, T.; NAKAGAWA, H.
Effects of algae meal as feed additive on growth, feed-efficiency, and body-composition in
red-sea bream. Fisheries Scienci, v. 61(1), p. 25-28, 1995.

NAKAGAWA, H.; UMINO, T.; TASAKA, Y. Usefulness of Ascophyllum meal as a feed
additive for red sea bream, Pagrus major. Aquaculture. 151, p. 275-281, 1997.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS. Performance
Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests. Approved standard M2-A7. Wayne,
NCCLS, 2000.

OBACH, A.; QUENTEL, C.; BANDIN, L.F. Effects of alpha-tocopherol and dietary oxidized
fish oil on the immune response of sea bass Dicentrarchus labrax. Dis Aquat Org, v.15, p.
175-85, 1993.

OLIVEIRA, S. T. L.; VENERONI-GOUVEIA, G.; SANTOS, A. C.; SOUSA, S. M. N,
VEIGA, M. L.; KREWER, C. C.; COSTA, M. M. Ascophyllum nodosum in the diet of tilapia
(Oreochromis niloticus) and its effect after inoculation of Aeromonas hydrophila. Pesquisa
Veterinaria Brasileira, n. 4(5), p. 403-408, 2014.

PHAM, M. A.; LEE, K.-J.; LEE, B.-J.; LIM, S.-J.; KIM, S.-S.; LEE, Y.-D.; HEO, M.-S;
LEE, K.-W. Effects of dietary Hizikia fusiformis on growth and immune responses in juvenile
olive flounder (Paralichtys olivaceus), Asian—Australasian Journal of Animal, n. 19-2, p.
1769-1775, 2006.

QUINN, P.J.; CARTEY, M.E.; MARKEY, B.; CARTER, G.R. Aeromonas, Plesiomonas and
Vibrio species In.: Microbiology Veterinary Clinical, Virginia-USA, Sec. 2, Cap. 20, p. 243-
247,1994.



124

REFSTIE, S.: SAHLSTROM, S.; BRATHEN, E.;: BAEVERFIORD, G.; KROGDAHL, A;
Lactic acid fermentation eliminates indigestible carbohydrates and antinutritional factors in
soybean meal for Atlantic salmon (Salmo salar). Aquaculture, n. 246, p. 331-345, 2005.

RINGO, E.; OLSEN, R.E.; GIFSTAD, T.0.; DALMO, R.A.; AMLUND, H.; HEMRE, G.1,;
BAKKE, A. M. Prebiotics in aquaculture: a review. Aquaculture Nutrition, N. 16, P. 117-36,
2010.

RODRIGUEZ-ESTRADA, U.; SATOH, S.; HAGA, Y.; FUSHIMI, H.; SWEETMAN, J.
Effects of single and combined supplementation of Enterococcus faecalis,
mannanoligosaccharide and polyhydrobutyric acid on growth performance and immune
response of rainbow trout Oncorhynchus mykiss. Aquaculture Sciencia, n. 57, p. 609-17,
2009.

ROSTAGNO, H. S.; ALBINO, L. F. T.; GOMES, P. C.; OLIVEIRA, R. F.; LOPES, D. C.
Tabelas Brasileiras para aves e suinos - composicdo de alimentos e exigéncias nutricionais.
Editora UFV, Vicosa, p. 141, 2000.

SANTOS, P.G.; SANTOS, P. A,; BELLO, A. R.; FREITAS-ALMEIDA, A. C. Association of
Aeromonas caviae polar and lateral flagella with biofilm formation. Applied Microbiology, n.
52, p. 49-55, 2010.

SCHREZENMEIR, J.; VRESE, M. Probiotics, prebiotics, and synbiotics—approaching a
definition1-3. The American jornal of clinical nutrition. n. 73, p. 361S-4S, 2001.

SEN, K. Development of a rapid identification method for Aeromonas species by multiplex-
PCR. Can. J. Microbiol, p. 51: 957-966. 2005.

SOLER-VILA, A.; COUGHLAN, S.; GUIRY, M. D.; KRAAN, S. The red alga Porphyra
dioica as a fishfeed ingredient for rainbowtrout (Oncorhynchus mykiss): effects on growth,
feed efficiency, and carcass composition, Journal of Applied Phycology, n. 21, p. 617-624,
2009.

SONG, S. K.; BECK, B. R.; KIM, D.; PARK, J.; KIM, J.; KIM, H. D.; RINGOD, E.
Prebiotics as immunostimulants in aquaculture: A review. Fish & Shellfish Immunology, v.
40 - 1, p. 40-48, 2014.

VALENTE, L. M. P.; GOUVEIA, A.; REMA, P.; MATQS, J.; GOMES, E. F.; PINTO, I. S.
Evaluation of three seaweeds Gracilaria bursa-pastoris, Ulva rigida and Gracilaria cornea as
dietary ingredients in European sea bass (Dicentrarchus labrax) juveniles, Aquaculture, n.
252, p. 85-91, 2006.

WACHE, Y., AUFFRAY, F., GATESOUPE, F.J., ZAMBONINO, J., GAYET, V., LABBE,
L., QUENTEL, C. Cross effects of the strain of dietary Saccharomyces cerevisiae and
rearingconditions on the onset of intestinal microbiota and digestive enzymes in rainbow
trout, Onchorhynchus mykiss, fry. Aquaculture 258, 470-478, 2006.

WANG, Y. B. J.; LI, R.,; LIN, J. “Probiotics in aquaculture: challenges and outlook,”
Agquaculture. v. 281, n. 1-4, p. 1-4, 2008.

WASSEF, E. A.; EL MASRY, M. H.; MIKHAIL, F. R. Growth enhancement and muscle
structure of striped mullet, Mugil cephalus L., fingerlings by feeding algal meal-based diets.
Aquaculture Research, n. 32 (Suppl. 1), p. 315-322, 2001.

YE, J. D.; WANG, K.; LI, FD.; SUN, Y. Z. Single or combined effects of fructo- and
mannanoligosaccharide supplements and Bacillus clausii on the growth, feed utilization, body
composition, digestive enzyme activity, innate immune response and lipid metabolism of the
Japanese flounder Paralichthys olivaceus. Aquaculture Nutrition n.17, p. 902-11, 2011.



125

5. Considerac6es finais

A partir dos resultados encontrados é possivel admitir o potencial uso de alimentos
funcionais para peixes. Os resultados ainda s&o dependentes da quantidade do suplemento
fornecido.

Em funcdo dos seus beneficios quanto a melhor utilizacdo do alimento como ocorreu
para 0 EEP, OEO o probidtico e o prebidtico e / ou quanto ao fortalecimento do sistema
imunologico, como verificados com o uso do simbidtico.

O potencial uso de produtos naturais na alimentagcdo de peixes, em funcdo dos seus
beneficios quanto a melhor utilizacdo do alimento e / ou quanto ao fortalecimento do sistema
imunoldgico. A manipulacdo da flora bacteriana intestinal por meio de suplementacédo
dietética de aditivos alimentares benéficos é uma nova abordagem ndo s6 do ponto de vista
nutricional, mas também para reverter os efeitos adversos antimicrobianoterapia e falta de
vacinas eficazes. Ndo deixam residuos na carne ou no ambiente, assim como ndo contribui
para precdo de selecdo bacteriana antibioticoresistente. Embora mais pesquisas nesse ambito

devam ser realizadas, com em outras fazes de cultivo e espécies de peixes.



126

ANEXQOS:
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Figura 1: Curva de calibragdo da lisozima.



127

FUNDAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO VALE DO SAO FRANCISCO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS — CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Aditivos alimentares para tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) e seu potencial no combate aos efeitos da infec¢ao por
Aeromonas hydrophila”, protocolo n? 0006/160812, que utiliza 996 animais das
espécies Oreochromis niloticus, sob a responsabilidade de Mateus Matiuzzi da Costa,
estd de acordo com os principios éticos de experimenta¢ao animal adotados pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do Sdo
Francisco.

(We certify that the Research “Food additives for Nile tilapia (Oreochromis niloticus)
and its potential in combating the effects of infection with Aeromonas hydmphila”
protocol number 0006/160812, utilizing 996 males animals species Oreochromis
niloticus, under the responsibility Mateus Matiuzzi da Costa, complies with the
Ethical Principles in Animal Research adopted by Animal and Human Ethic
Commission of Universidade Federal do Vale do S3o Francisco).

Petrolina, 30 de janeiro de 2013.

Prof. Alexandre H. Reis
Presidente do Comité de Etica e Deontologia em Estudos e Pesquisas — CEDEP/UNIVASF
Coordenador interino da Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UNIVASF

Av. José de S& Manicoba, s/n — Centro — Petrolina - PE CEP 56.304-205 - Petrolina — PE Tel/Fax: (87) 2101-
6896 E-mail: cep@univasf.edu.br



