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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 função desse quadro, 

surge a necessidade de melhorar a resistência às doenças, as taxas de crescimento e um 

melhor aproveitamento da dieta fornecida, assim trouxe o uso de alternativas aos 

antimicrobianos em práticas de aquicultura. Com esse princípio, a presente pesquisa objetivou 

avaliar os efeitos do uso de aditivos naturais, como promotores de crescimento e 

imunoestimulantes, em tilápias do Nilo (Oreochomis niloticus), por meio de desafios 

sanitários com Aeromonas hydrophila. Para tanto foram testados o extrato etanólico de 

própolis (EEP), óleo essencial de orégano (OEO), Saccharomyces cerevisae (probiótico), 

Ascophyllum nodosum (prebiótico) e um simbiótico (em conjunto o mesmo pre- e probiótico) 

em rações para as tilápias.  A pesquisa foi constituída de cinco experimentos “in vivo”. Tais 

experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da 

Univasf, assim como o isolado utilizado foi proveniente da bacterioteca deste laboratório. 

Foram utilizados alevinos de tilápia do Nilo, alimentados com rações peletizadas, fabricadas 

exclusivamente para os estudos em questão. As condições ambientais para os animais foram 

mantidas nos limites adequados para a espécie, exceto para o experimento do probiótico      

(S. cerevisae), no qual foi usada também como fator de estresse. Após 30 dias de alimentação, 

foram realizados o desafio com A. hydrophila. Ao final dos experimentos, os alevinos, foram 

avaliados quanto aos parâmetros zootécnicos, sobrevivência, imunológico e microbiológicos. 

No experimento com o EEP, verificou-se que, não influenciou nos parâmetros de 

sobrevivência, desempenho e rendimento de carcaça dos alevinos, porém contribuiu na 

recuperação das lesões provocadas por A. hydrophila, como também foi observado uma maior 

diversidade no microbioma intestinal pela PCR-DGGE. Na escolha do óleo 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 ração-1, foram associados aos melhores parâmetros de desempenho. 

O OEO também contribuiu para uma maior diversidade de micro-organismos intestinais. Na 

experimentação com o probiótico, suas doses foram escolhidas a partir de recomendações 

fornecidas pelo fabricante, tal aditivo provocou mudanças no microbioma intestinal e, o nível 

de 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae teve melhor efeito sobre o desempenho, na utilização do 

alimento mesmo os peixes sob condições de estresse. A A. nodosum, embora seus valores de 

desempenho e sobrevivência tenham sido superiores ao grupo controle, estes não 

apresentaram diferença significativas, mas o aditivo contribuiu para uma melhor colonização 

de leveduras no intestino dos alevinos em comparação ao grupo controle. Quando na união ao 

probiótico (simbiótico), um efeito sinérgico foi observado. Apresentou melhoria no 

desempenho, sobrevivência e colonização do microbioma intestinal. Atuando como 

imunoestimulante e promotor de crescimento. Os alimentos funcionais aqui testados 

apresentam-se como potencial alimento funcional para a tilápia do Nilo. 

 

Palavras-chave: extrato, óleos essenciais, prebiótico, probiótico, simbiótico, 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 (OEO), 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-1, 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-1 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. INTRODUÇÃO 

 

Em função do crescimento e das mudanças nos hábitos alimentares da população, que 

busca por melhorias na qualidade de vida, a produção de organismos aquáticos 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 o consumo de peixe continuou a 

aumentar, atingindo 18,8 kg1. Alguns países da América do Sul, como Equador, Peru e Brasil, 

já fizeram um rápido progresso para tornarem-se produtores de grande importância na 

aquicultura. Neste cenário, o Brasil ocupa a 12° posição no ranking mundial, com 479.399 t 

em 2010 (MPA, 2012). Em 2011, a região Nordeste registrou a maior produção de pescado do 

país, respondendo por 31,7% da produção nacional (MPA, 2012).  

Acompanhando a tendência, o Vale do São Francisco possui grande tradição na pesca 

e produção de peixes. Atividade esta realizada tanto em criatórios associados a modernas 

tecnologias de produção como por pequenos produtores rurais e famílias de pescadores. O 

cultivo de espécies exóticas como a tilápia do Nilo vem se destacando e tem representado uma 

alternativa importante para a região, pois apresenta um pacote tecnológico de cultivo 

avançado, ótima adaptação ao cultivo em cativeiro. Além de seus favoráveis fatores de 

criação e desempenho, a tilápia apresenta excelente qualidade de carcaça já bem reconhecida 

e aceita pelo mercado consumidor. 

A intensificação dos criatórios de peixes, hoje é reconhecidamente um sistema de 

elevada produtividade, embora estressante, em função de altas densidades de estocagem, alto 

fluxo de água e manejos decorrentes de classificação e transportes (El-Sayed, 2006). Tais 

fatores estressantes são as principais causas de perdas na piscicultura, pois afetam o 

metabolismo, diminuem a atividade do sistema imune e consequentemente, o crescimento e a 

sobrevivência dos peixes (Hussain, 2004). A A. hydrophila é mais frequente do que as outras 

espécies de Aeromonas no desenvolvimento de doenças nos peixes, sendo que esta também 

reúne os isolados de maior virulência (Pavanelli et al., 2008). Fato este também confirmado 

em trabalhos realizados na região do Submédio São Francisco (Silva, 2011; Santos, 2011).  

As doenças bacterianas são comumente combatidas pela adição de quimioterápicos e 

antibióticos nas dietas. A utilização de doses sub-terapêuticas como promotores de 

crescimento, são uma prática também aplicada na produção animal (Dibner e Richards, 2005). 

Entretanto, seu uso indiscriminado, tem levado ao desenvolvimento de cepas de organismos 

múltiplo resistentes (Kaskhedikar e Chhabra, 2009), o que é muito preocupante, pelo fato de 
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serem fármacos utilizados na clínica (Wang e Silva, 1999; Schmidt et al., 2001; 

Vivekanandhan et al., 2002). O que pode tornar difícil de curar as doenças causadas por A. 

hydrophila (Daskalov, 2006).  

O óleo essência de orégano (OEO) e o extrato de própolis destacam-se por serem 

produtos naturais, com potencial uso zootécnico, assim como o uso de bactérias consideradas 

probióticas. O orégano é bem conhecido em todo o mundo pelo seu especial aroma e por suas 

propriedades antioxidantes e qualidades antimicrobianas (Gabor et al., 2010). As principais 

substâncias ativas de orégano são timol e carvacrol (Cáceres, 1999). O óleo 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 própolis é um produto constituído 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 são os compostos fenólicos (Sforcin, 2007). Tais 

propriedades são caracterizadas como antibacteriano, antifúngico, antiviral, antiprotozoárico, 

anti-inflamatório e imunoestimulante (Bankova, 2000). A própolis tem sido objeto de 

crescente interesse, em função da sua notável atividade biológica (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- El-Rhman, 2009; Talas e Gulhan, 2009). 

A Saccharomyces cerevisiae é um micro-organismo que pode ser utilizado como 

probiótico na aquicultura (Abdel-Tawwab, 2012) e tem apresentado efeito positivo contra 

problemas intestinais provocados por uma série de micro-organismos patogênicos como 

Escherichia coli, Clostridium dificille entre outros, além da estimulação do sistema 

imunológico (Abu-Elala et al., 2013; Schroeder et al., 2004). Herek et al. (2004) concluíram 

que a Saccharomyces boulardii é capaz de proteger o balanço da flora gastrintestinal pela 

inibição do crescimento de bactérias Gram-negativas, auxiliar o crescimento de bactérias 

anaeróbicas e aumentar a resposta imunológica do hospedeiro. 

Nessa mesma linha de estudo, os aditivos prebióticos também vem ganhando 

destaque, dentre eles a farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum, que é encontrada nas 

águas costeiras do Norte do Oceano Atlântico (Branden et al., 2007). Em sua composição, 

apresenta carboidratos funcionais (Berteau e Mulloy, 2003), com efeito positivo no uso em 

rações para peixes (Costa et al., 2013; Oliveira et al., 2014). A combinação da S. cerevisiae 

com a A. nodosum como proposta de simbiótico é uma pesquisa inédita. Em função de suas 
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respostas positivas de forma isolada em animais aquáticos, os resultados dessa união são 

promissores e estimulantes.   

A nutrição precisa se adaptar a esses novos desafios, por meio do desenvolvimento de 

novos conceitos e de estratégias. Aditivos que promovam a saúde, uma nutrição otimizada, 

que afete beneficamente uma ou mais funções-alvo no corpo, como os denominados 

"alimentos funcionais", adicionados às dietas dos animais (Roberfroid, 2002). Conceitos 

novos e relevantes não somente para evitar surtos epizoóticos, como para promover melhores 

índices zootécnicos e, em consequência, econômicos. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Piscicultura 

O Brasil é um país de grande extensão territorial, possui a maior reserva de água doce 

do globo com cerca de 8 mil km³. Embora 85% do território esteja localizado em zona de 

clima tropical, muito favorável à produção de pescados, o potencial destes recursos ainda é 

pouco aproveitado para o incremento da produção aquícola (BNDES, 2012). Contudo, o 

Brasil tem melhorado sua posição global significativamente nos últimos anos. 

A produção de peixes continental está num patamar constante a mais de dez anos, 

enquanto que a produção da aquicultura aumentou substancialmente. Segundo IBGE (2013) a 

produção aquícola brasileira foi de 477 mil toneladas com uma taxa de crescimento de 56% 

nos últimos 12 anos, movimentando cerca de 3 bilhões ao ano, sendo a piscicultura 

responsável por 82% da produção nacional. Através dos índices 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 dá pelo aumento da 

produtividade em cativeiros atrelados ao viés da “alimentação saudável”, impulsionados pela 

oferta de novos produtos e difusão de culinárias (SEBRAE, 2015). Dessa forma é possível 

prescrever a crescente valorização que está sendo dada atualmente a essa fonte de alimento.  

Globalmente, o Brasil encontra-se entre os 15 países responsáveis pela produção de 

92,7% de todo pescado cultivado em 2012 (FAO, 2014). A região Nordeste do país, destaca-

se como o maior produtor (29% da produção nacional) principalmente em virtude da 

carcinicultura. Os principais grupos cultivados, são os peixes ósseos (FAO, 2014). As 

espécies de peixes redondos e as tilápias representam 83% do cultivo de peixes no país, 
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estando às últimas contribuindo atualmente com 47% da produção, com índices de 

crescimento de 105% (IBGE, 2013).  

A viabilidade da piscicultura depende da disponibilidade de espécies adaptadas ou 

adaptáveis aos sistemas de produção (Ostrensky et al., 2008). Na região semiárida do 

Nordeste, apesar das baixas taxas pluviométricas, a piscicultura tem sua importância devido à 

existência de alguns rios e barragens, tornando-se alternativa de atividade econômica e social 

(Meurer et al., 2009). Devido às tecnologias para o cultivo, melhoramento genético e 

profissionais capacitados existentes, aliados às condições climáticas e boas características de 

solo da região, o cultivo de espécies exóticas, como a tilápia 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 

país, pois apresenta baixo custo e fácil manejo. Entretanto, este tipo de sistema de produção 

de peixes pode causar consequências negativas nos ecossistemas aquáticos modificando a 

qualidade da água e consequentemente afetando a qualidade do pescado produzido (Américo 

et al., 2013). Neste tipo de criação a espécie mais utilizada é a tilápia do Nilo (Oreochromis 

niloticus), devido a suas características biológicas e ecológicas que lhe confere alta tolerância 

às condições adversas além de ser uma espécie com melhor aceitação pelo mercado 

consumidor (Kubitza, 2000).  

As tilápias do Nilo foram introduzidas no Nordeste do país no início dos anos 1970, 

desde então, essa atividade vem tendo elevada difusão. 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 digestíveis (Fracalossi e Cyrino, 2012). No entanto, a intensificação 

das práticas na piscicultura requer um cultivo em altas densidades, nos quais os peixes são 

submetidos a altas condições de estresse (Cruz et al., 2012). Uma problemática acerca do 

cultivo de peixes está diretamente relacionada aos efluentes que podem poluir as águas 

naturais, pois podem conter concentrações de variáveis biológicas e químicas acima do 

permitido, aumento direto dos sólidos suspensos e nutrientes oriundos do alimento não 

consumido pelos peixes, excrementos e subprodutos metabólicos (Meirelles, 2010). 

O manejo da adubação e alimentação de peixes em tanques-rede pode afetar 

diretamente a qualidade da água, causando perda progressiva da biodiversidade e rendimento 

dos produtos. O cultivo dos peixes é mantido por fatores físicos e químicos complexos e por 

interações biológicas que dependem diretamente da qualidade da água (Konsowa, 2007).  
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Dessa forma, qualquer desequilíbrio no ambiente aquático pode desencadear uma resposta 

fisiológica de estresse nos indivíduos, que de acordo à duração e tipo de manejo pode levar a 

uma alteração do sistema imunológico, diminuindo sua capacidade de reagir a patógenos, 

tornando-os mais sensíveis a enfermidades, principalmente as de origem bacteriana, com 

consequente aumento nas taxas de mortalidade e prejuízos à produção (Sado e Matushima, 

2007).  

Dentre as doenças que afetam o cultivo de peixes, predominam as de origem 

bacteriana, entretanto nem todas as bactérias são patógenos primários, podendo ser 

caracterizados como patógenos oportunistas, que colonizam e causam doenças em 

hospedeiros imunossuprimidos (Austin e Austin, 2007). As doenças mais comuns observadas 

em cultura de tilápias do Nilo são as causadas pelas espécies de bactérias Aeromonas móveis, 

Flavobacterium columnare e Streptococcus agalactiae (Komar, 2008; Figueiredo e Leal, 

2008). Na Região do Vale do São Francisco, Aeromonas hydroplila é a espécie mais 

comumente isolada e identificada de organismos aquáticos (Silva, 2011; Santos, 2011), o que 

é preocupante, pois dentre as Aeromonas móveis, os isolados de A. hydrophila são 

considerados os mais virulentos (Fang et al., 2004; Costa, 2003). Acredita-se que a sua 

patogênese de infecção é complexa e multifatorial, possuindo envolvimento de diversos 

fatores de virulência (Yu et al., 2005; Pablos et al., 2009). 

A piscicultura contemporânea é apontada como um mercado estratégico para o 

desenvolvimento sustentável, produção de alimentos e ampliação de fronteiras inexploradas 

no Brasil (Figueiredo e Leal, 2008). Fazendo parte desse contexto, o Semiárido nordestino já 

se destaca na atividade, e a tilápia do Nilo é a espécie mais explorada. Para a prevenção de 

doenças e consequente diminuição de perdas econômicas além das práticas de manejo como 

controle da qualidade da água, cumprimento de quarentena quando novos lotes forem 

introduzidos, alimentação 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 resistência a 

doença, riscos significativos para a saúde pública, promovendo a seleção, propagação e 

persistência de cepas bacterianas resistentes. A nutrição otimizada é um dos novos conceitos, 

dirigida no sentido de maximizar as funções fisiológicas de cada indivíduo, de maneira a 

assegurar tanto o bem-estar quanto a saúde, como também o risco mínimo de 

desenvolvimento de doenças ao longo da vida. As propostas são muitas, dentre elas 

prebióticos, probióticos, simbióticos, extratos de plantas e óleos essenciais. 
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2.2 Antimicrobianos em piscicultura   

 

Visando atender à crescente demanda por alimentos, a prevenção, o controle de 

doenças e a melhoraia na eficiência alimentar dos animais tem se utilizado aditivos químicos 

e medicamentos veterinários, principalmente antibióticos (Allem et al., 2013). Os antibióticos 

são compostos naturais ou sintéticos utilizados nas diversas áreas de produção animal para 

prevenção e tratamento de enfermidades infecciosas. Em piscicultura, grande parte das 

doenças que prejudicam o cultivo são causadas por agentes infecciosos, desta forma, o uso de 

antimicrobianos é uma prática de controle rotineiramente utilizada para conter a mortalidade 

excessiva dos peixes (Gastalho et al., 2014). 

Na aquicultura, os antimicrobianos são classificados como terapêuticos, profiláticos e 

metafiláticos. O uso terapêutico corresponde ao tratamento de infecções já estabelecidas, 

enquanto o uso profilático envolve a administração de agentes antimicrobianos como forma 

de prevenção em indivíduos ou grupos para impedir o desenvolvimento de infecções. A 

utilização metafilática, corresponde ao procedimento que visa tratar os animais doentes e 

simultaneamente trata os outros animais que se encontram sãos, de forma a evitar a 

disseminação da doença. Geralmente os produtos são 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 administração de antimicrobianos por meio da ração e terapia de imersão, em que o 

produto é adicionado diretamente na água, pode transferir grande quantidade desses produtos 

para o ambiente, impactando negativamente o microbioma relevante presente na água (Heuer 

et al., 2009). O problema é que, concomitante ao seu uso em criatórios, foram isoladas 

bactérias resistentes. De acordo com Lutzhoft et al. (1999), dos antimicrobianos utilizados nos 

cultivos de peixes, por meio da alimentação, poucos são absorvidos em sua totalidade, 

principalmente em grupos de animais enfermos, em que ocorre redução da ingestão do 

alimento. Dentre as drogas administradas, 70% a 80% possuem capacidade de atingir o meio 

ambiente contaminando ecossistemas terrestres e aquáticos. Estudos tem contribuído em 

demonstrar tal impacto ambiental próximos a cultivos aquícolas, expondo uma eleva 

disseminação de genes de resistência bacteriana a antibióticos (Shimidt et al., 2000; Sorum, 

2000; Sorum, 2006).  

A resistência aos antibióticos pode ser adquirida por mutação cromossômica ou 

aquisição de plasmídeos (Cruz et al., 2012). As bactérias que inevitavelmente desenvolvem 

resistência aos antibióticos em animais compreendem agentes patogênicos de origem 
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alimentar, patógenos oportunistas e bactérias comensais (Tueber, 2001). Nesse contexto, os 

micro-organismos do gênero Aeromonas compreendem os patógenos de maior importância 

em piscicultura, sendo a etiologia da maioria das infecções, apesar de serem consideradas 

bactérias patogênicas facultativas e oportunistas, se manifestando em indivíduos 

enfraquecidos por concomitantes infecções bacterianas, virais, parasitárias ou em detrimento 

de desequilíbrios nutricionais (Pavanelli et al., 2008). São encontradas em diversos habitats, 

no intestino dos peixes, água e sedimentos de lagos ricos em matéria orgânica (Trombetta et 

al., 2005) e distribuídas nas espécies patogênicas para peixes: A. hydrophila, A. veronii, A. 

sobri, A. cavie, A. allosaccharophila e A. salmonicida (Austin e Austin, 1987). A A. 

hydrophila é um bastonete móvel Gram-negativo, que se destaca por causar septicemia 

hemorrágica em peixes, caracterizada por lesões superficiais e hemorragias focais, exoftalmia 

e lesões internas como ascite, lesões necróticas hepáticas e renais (Austin e Austin, 1987; 

Chandran et al., 2002). Em seres humanos a A. hydrophila é considerada importante agente 

etiológico de gastroenterites oriundas do consumo de alimentos contaminados (Kozinska e 

Pekala, 2010).  

Segundo dados da FAO (Food and Agriculture Organization), a regulamentação para o 

uso de antibiótico em cultivos de peixes é definida por cada país, ou por acordos 

diplomáticos, a exemplo da comunidade europeia. No Brasil, o uso de antimicrobianos em 

aquicultura é restrito, compreendendo poucos princípios ativos, entre eles o florfenicol e 

oxitetraciclina, contudo, devido à fiscalização ineficiente outros produtos são utilizados 

indiscriminadamente (Carrashi et al., 2011).  

As enfermidades bacterianas são responsáveis pela diminuição 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 prevenção e controle 

de doenças infecciosas ou como promotores de crescimento amplia a pressão da seleção sobre 

os micro-organismos, com consequente elevação da resistência bacteriana. O 

desenvolvimento e propagação da resistência antimicrobiana tornou-se uma problemática de 

saúde pública mundial (FAO / OIE / OMS, 2006), pois a mesma não respeita fronteiras 

geográficas e ecológicas, por exemplo, o uso de drogas em aquicultura, pode causar impacto 

sobre outra área, como na medicina humana, pois bactérias de ambientes aquáticos podem 

infectar seres humanos, caracterizando uma dispersão direta da resistência entre espécies 

(Cabello, 2004).  

A preocupação com a presença de resíduos de drogas antimicrobianas nos alimentos 

oriundos da aquicultura é destacada pelas regulamentações existentes sobre o uso das 
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mesmas, com o estabelecimento de limites máximos de resíduos (LMR). O Brasil adota os 

LMR para produtos veterinários recomendados pelo Mercosul, Codex Alimentarius, União 

Européia ou Estados Unidos (Pacheco-Silva et al., 2014). 

Os micro-organismos associados a doenças características de peixes geralmente são as 

variantes mais resistentes, demonstrando a importância do uso ponderado e responsável de 

antibióticos na rotina da atividade produtiva, pois o contrário causará um impacto direto em 

futuros tratamentos a serem instituídos (Smith, 2008). Por isso da necessidade de estudos no 

sentido de encontrar substitutos que possam trazer benefícios à saúde dos peixes, sem deixar 

resíduos no alimento e no ambiente. 

 

2.3 Alternativas ao uso de antibióticos em piscicultura 

 

A piscicultura intensiva está em constante crescimento, entretanto aliado a isso ocorre 

o aumento da incidência de enfermidades. A antibioticoterapia, principal forma de prevenção 

e tratamento, tem se tornado uma medida limitante, visto que seu uso massivo possibilita a 

seleção de micro-organismos resistentes (Andrade et al., 2012). Hirsch et al. (2006) estudando 

a resistência 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 às drogas antimicrobianas, 

mesmo sem o uso de tais substâncias para o controle de enfermidades infecciosas. 

Diante desta problemática, a busca por alternativas ao uso de drogas antimicrobianas 

vem sendo primordial, uma vez que esse uso representa um risco potencial para a saúde 

pública, pois geram resíduos na carne (Barani e Fallah, 2014) e transmitem bactérias 

resistentes ao meio ambiente, animais e homem (Schmidt et al., 2000). A prática da nutrição 

otimizada vem ganhando espaço e força no sentido de estimular o sistema imunológico dos 

peixes, garantindo não somente os critérios nutricionais, mas também levando em conta a 

saúde (Kiron, 2012). Dentre as estratégias nutricionais utilizadas estão os alimentos 

funcionais, considerados como alimento ou constituinte alimentar, com capacidade de 

maximizar funções fisiológicas, tendo efeito relevante sobre o bem-estar e saúde (Day et al., 

2009). Como alimento funcional podemos citar os imunoestimulantes, considerados aditivos 

zootécnicos, os quais sustentam a hipótese de que modulam várias funções como o sistema 

imune, amenizando fatores de estresse de produção e aumentando a resistência dos animais 

contra infecções por patógenos (Brickinell e Dalmo, 2005). 
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Como alternativas para as drogas convencionais, diversos estudos têm demonstrado 

papel significativo para aquicultura, como o uso de plantas medicinais (extratos, óleos 

essenciais), prebióticos, probióticos e simbiontes, que atuam como profiláticos e terapêuticos 

contra agentes patogênicos de peixe, apresentando potencial antiviral, antibacteriano, 

antifúngico e antiparasitário, minimizando as perdas econômicas resultantes dessas infecções 

(Citarasu, 2010; Park et al., 2011). Sabe-se que o controle das infecções causadas por            

A. hydrophila está ligado ao controle de fatores que facilitam a invasão do hospedeiro. 

Óleos essenciais e extratos de plantas contém uma rica mistura de moléculas altamente 

funcionais, algumas das quais são benéficas e outras tóxicas. No entanto, no ambiente, esta 

toxicidade é muito baixa em comparação com aquelas de pesticidas sintéticos ou drogas (Park 

et al., 2011). Sutili et al. (2015), constataram atividade “in vitro” e “in vivo” do óleo essencial 

de erva cidreira (Lippia alba) contra Aeromonas spp. No ensaio “in vivo”, a sobrevivência foi 

de 90% em juvenis de jundiá (Rhamdia quelen) tratados após desafio, apresentando lesões 

típicas associadas à infecção por Aeromonas spp.  

Produtos de origem vegetal bastante estudado é o extrato da própolis, elaborado de 

forma natural pelas abelhas (Apis mellifera) para vedar aberturas e controlar micro-

organismos em suas colônias (Cueto, 1989). Estas coletam resinas das plantas, que contém 

elevada qualidade antimicrobiana e imunológica, tem sido indicado aos peixes (Meurer et al., 

2009; Talas e Gulahn, 2009), pelas suas inúmeras propriedades benéficas e ainda por ser de 

fácil obtenção (Soares et al., 2006; Tavares et al., 2006). 

Estudos tem sido realizado com finalidade de esclarecer o efeito dos extratos de 

própolis contra Aeromonas spp., afim de utilizá-la como alternativa antimicrobiana na 

produção aquática. Andrade et al. (2012) avaliaram “in vitro” a sensibilidade de Aeromonas 

hydrophila frente a extratos etanólicos de própolis e observaram que a curva de sobrevivência 

dos isolados testados demonstrou uma inibição parcial com até três horas de incubação, 

resultado compatível com o efeito bacteriostático da própolis, podendo ser alternativa às 

poucas drogas antimicrobianas disponíveis para a terapia em aquicultura. Em estudo “in vivo” 

com a truta arco-íris, a partir da administração do extrato de própolis em dietas contendo 0,0; 

0,5; 1,5; 4,5 e 9,0 g de própolis/kg ração, Kashkooli et al. (2011) puderam concluír que os 

peixes não apresentaram sinais de toxidez a longo prazo.  Deng et al., (2011) também 

trabalhando com a mesma espécie, observaram que o extrato etanólico de própolis atuou 

como promotor de crescimento, agente hepatoprotetor e imunoestimulante. Nessas condições, 

os estudos com esse aditivo são válidos e promissores.  
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O óleo essencial de orégano (OEO) apresenta efeitos benéficos, possuindo 

principalmente características antimicrobianas. Essas características são confirmadas por 

Starliper et al., (2014) em um procedimento “in vitro” em que concluíram uma excelente 

atividade antimicrobiana frente Aeromonas spp.. Estudos tem mostrado que o principal 

componente do OEO é o carvacrol (Ekren et al., 2013) e que pode estar ligado ao efeito 

antimicrobiano e antioxidante, sendo este, observado a nível celular por Bakkali et al. (2008). 

Na alimentação de peixes, o OEO também vem sendo testado e apresentando 

resultados positivos no crescimento, conversão alimentar e parâmetros imunológicos (Zheng 

et al., 2009; Ahmadifar et al., 2011), como também na sobrevivência conta infecções por 

bactétrias (Zheng et al., 2009; Rattanachaikunsopon e Phumkhachorn, 2010) 

Ainda como alternativa ao uso de antibióticos, aumentou o número de pesquisas com 

alimentos funcionais e de substâncias que promovam o aumento da eficiência alimentar e da 

taxa de crescimento dos peixes (Oliveira et al., 2002). Nesse contexto, os probióticos, 

prebióticos e simbiontes são promotores de vida no sentido que melhoram de maneira geral o 

estado de saúde do organismo receptor (Brito et al., 2013).  

Probióticos são organismos vivos que quando administrados em doses adequadas, 

podem melhorar a vida animal (Fuller, 1989) e quando utilizados para organismos aquáticos 

apresentam efeitos benéficos, não só nos animais, mas também no ambiente de criação (Cruz 

et al., 2012), por meio da melhoria da qualidade da água. Sabe-se, portanto, que os micro-

organismos na água influenciam no microbioma do intestino dos animais e vice-vera, contudo 

a interação entre ambiente e hospedeiro no ecossistema aquático ainda é complexa 

(Verschuere et al., 2000). 

Vale salientar que os probióticos não apresentam efeitos bactericidas diretamente, mas 

sim de competição com as bactérias, inibindo seu desenvolvimento e contribuindo para o 

equilíbrio biológico (Balcázar, 2002). Estudos têm apontado que os probióticos na dieta de 

peixe e água de criação melhoraram a resistência à colonização por bactérias patogênicas 

(Irianto e Austin, 2002, Capkin e Altinok, 2009; Gaggia et al., 2010), o crescimento e a 

utilização de nutrientes (Merrifield et al., 2010). As Saccharomyces cerevisiae são 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; El-Boshy et al., 2010).  

Os prebióticos são ingredientes alimentares não digeríveis que de forma seletiva, 

afetam beneficamente o hospedeiro por estimular/alterar o microbioma do cólon, aumentando 

o número de bactérias específicas (Gibson e Roberfroid, 1995; Amlashi et al., 2011). Estes 

são hidratos de carbono que podem ser classificados de acordo com o tamanho molecular ou 
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grau de polimerização, tais como monossacáridos, polissacáridos ou oligossacáridos 

(Roberfroid, 2001). Utilizado na ração de peixes, Ascophyllum nodosum pode ser considerado 

um prebiótico, já que apresenta elevado teor de polissacarídeos não amiláceos, 

oligossacarídeos e outros não carboidratos, principalmente os ácidos algínicos, manitol e 

lamarina (Berteau e Mulloy, 2003), com efeito positivo no sistema imunológico (Costa et al., 

2013; Oliveira et al., 2014). 

 Por fim, a combinação de probióticos e prebióticos, em uma mesma ração, é chamada 

de simbiótica (Collins e Gibson, 1999), que são combinados no intuito de melhorar os seus 

efeitos benéficos, em consequência podem ter a capacidade de melhorar as atividades em um 

mecanismo específico de defesa, aumentando a resistência a doenças infecciosas, e 

indiretamente causando aumento na produção aquática (Amlashi et al., 2011). O uso de 

simbióticos em piscicultura tem sido pouco investigado e os dados disponíveis ainda são 

escassos. Vários são os fatores a serem levados em conta a despeito das propriedades dos 

simbióticos para seu real potencial na aplicação em piscicultura; tais como, a espécie de 

peixe, o tempo de fornecimento na alimentação e quantidade suplementar, bem como o tipo 

de prebióticos e probióticos utilizados. Esse conjunto de fatores, pode compor 

significativamente a atividade dos simbióticos (Cerezuela et al., 2011). 

Em termos de crescimento, muito dos estudos relatam um efeito positivo do uso de 

simbióticos em aquicultura, com padrões de sinergismo ou potenciação (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 administração combinada 

inulina (prebiótico) + Bacillus subtilis (probiótico) aumenta a susceptibilidade à infecção por 

Photobacterium damselae subsp. Piscicida. 

São de extrema importância pesquisas voltadas na busca de alternativas ao uso de 

quimioterápicos. Além de garantir segurança alimentar e ambiental, os efeitos positivos no 

desempenho dos peixes, sobrevivência, parâmetros imunes garantem uma maior 

sustentabilidade de produção. Aplicar a melhor estratégia de alimentação pode ter um impacto 

significativo para otimizar lucros de produção, que é o principal objetivo da aquicultura 

comercial. Além disso, quanto menor é o índice de mortalidade desde as fases iniciais até o 

abate, os custos subsequentes de produção seriam reduzidos drasticamente (Cerezuela et al., 

2011). Uma das propostas relevantes, é que essas substâncias sejam suplementadas nas dietas 

em momentos críticos para os peixes, como nas práticas 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 tilápias do Nilo (Oreochromis niloticus), por meio de desafios 

sanitários com Aeromonas hydrophila. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Avaliar avaliar o efeito da inclusão do extrato de própolis, como alimento funcional à 

ração, sob o desafio com A. hydrophila; 

 Investigar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos óleos essenciais de orégano (O. 

vulgare), alecrim (R. officinalis) e da pimenta negra (P. nigrum);  

 Avaliar a adição de níveis de óleo essencial de orégano, sob o desempenho, a resposta 

imune e a resistência contra A. hydrophila em tilápias do Nilo; 

 Avaliar as respostas quanto ao desempenho e imunológicas de alevinos de tilápia do 

Nilo alimentados com doses crescentes do probiótico S. cereviseai desafiados com    

A. hydrophila. 

 Investigar o uso de óleo essencial de orégano e extrato etanólico de própolis como 

alimento funcional frente a A. hydrophila, na alimentação de alevinos de tilápia do 

Nilo. 

 Avaliar o efeito potencial da administração dietética da alga marinha A. nodosum e da 

levedura S. cerevisiae, separadamente e combinados, para alevinos de tilápia do Nilo, 

sobre os parâmetros de desempenho e carcaça, microbiota intestinal e resistência a 

desafio com A. hydrophila. 
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RESUMO 

O extrato alcoólico de própolis (EEP) é uma alternativa aos antimicrobianos, que vem sendo 

largamente estudado na alimentação animal. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o 

efeito da alimentação com o extrato de própolis em tilápias do Nilo sob desafio sanitário 

decorrente da inoculação com Aeromonas hydrophila. O experimento teve duração de 35 dias, 

em que 120 alevinos de tilápia do Nilo com 30 dias e 1,08 ± 0,01g de peso médio foram 

distribuídos em 20 aquários. Cada unidade experimental foi constituída por um aquário  de 

60L com seis alevinos. Ração com inclusão do extrato de própolis (24,4 mL kg ração-1) e uma 

ração testemunha (sem o extrato) foram utilizadas na primeira etapa experimental. Após 30 

dias de experimento, foi realizada a inoculação de A. hydrophila, na concentração de           

108 UFC/mL-1, formando então os tratamentos da segunda etapa que consistiu dos grupos 

alimentados com ração testemunha desafiados ou não com  A. hydrophila, assim como para o 

EEP, formando quatro tratamentos e cinco repetições. Nessas condições, foi possível verificar 

que o extrato de própolis não influenciou nos parâmetros de desempenho dos alevinos de 

tilápia. Após a inoculação, foi verificado uma grande mortalidade, mas não significativa entre 

os tratamento inoculados com A. hydrophila, entretanto a recuperação das lesões nos animais 

inoculados com A. hydrophila e alimentados com extrato de própolis foi mais rápida que no 

grupo controle. Foi possível concluir que o extrato de própolis, não influencia nos parâmetros 

de sobrevivência, desempenho e rendimento de carcaça de alevinos de tilápia do Nilo. 

Contudo o mesmo contribuiu para recuperação das lesões 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-1 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-1, 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 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

A piscicultura nacional é um ramo da zootecnia que está em evidência. Fato este relacionado 

à grande aptidão do país para este tipo de atividade, como o clima adequado e grande 

disponibilidade de água, além do que o peixe é reconhecidamente um alimento de ótima 

qualidade nutricional. Dentro das espécies mais comumente cultivadas estão as de origem 

exótica, como o caso da tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus). Frente aos animais 

domésticos explorados comercialmente, como suínos, aves e bovinos, a disponibilidade de 

informações sobre os aspectos de manejo e nutrição para a piscicultura, mesmo em espécies 

mais difundidas, é menor (1). Fato que dificulta o cultivo racional de espécies podendo levar a 

uma inviabilidade econômica da atividade. 

Essa atividade está embasada em três pilares: a produção lucrativa, a preservação do meio 

ambiente e o desenvolvimento social (2). A tilápia do Nilo é uma espécie de peixe de clima 

tropical, que se adaptou muito bem ao Brasil. Constituindo-se o segundo grupo de peixes de 

maior importância na aquicultura mundial (3). Características como a adaptação tanto à 

alimentação natural quanto a artificial ou seu consórcio, desde o período larval, o alto 

desempenho, a resistência a baixos níveis de oxigênio dissolvido na água e o seu filé de ótima 

qualidade organoléptica, contribuíram para o sucesso desta espécie (4). 
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Os problemas advindos de enfermidades levam a significativas perdas em piscicultura, 

afetando o desenvolvimento econômico do setor(5). Com o crescimento da piscicultura 

intensiva no Brasil, observa-se o aumento da ocorrência de patologias nos sistemas de 

produção, em que as A. hydrophila, apresentam maior virulência (6) e estão evolvidos em 

consideráveis perdas na piscicultura (7). 

Drogas antimicrobianas utilizadas para o controle de doenças tem tido um sucesso limitado na 

prevenção em piscicultura. O uso indiscriminado, tanto para o controle de doenças como 

promotores de crescimento, aumenta a pressão da seleção sobre os micro-organismos levando 

à resistência bacteriana. Além da proliferação das bactérias resistentes após a morte das não 

resistentes ao antibiótico, há também a possibilidade da transferência dos genes de resistência 

a outras que nunca foram expostas a tal antibiótico(8,9). Além do mais, a antimicrobianoterapia 

pode matar ou inibir a microflora normal, que é benéfica aos peixes. Em qualquer situação o 

sucesso da terapia antimicrobiana está em função da escolha do agente apropriado, mas 

existem poucos fármacos antimicrobianos de escolha para aquicultura(10). 

A própolis é um produto constituído por uma mistura de diversas resinas vegetais, o qual é 

coletado por abelhas em plantas comumente visitadas por estes insetos. As investigações 

sobre as propriedades antibióticas da própolis têm sido conduzidas, sobretudo, na área médica 

e veterinária, onde o produto tem demonstrado uma eficiente atividade bacteriostática e 

bactericida em relação a diversos gêneros de bactérias Gram positivas e Gram negativas(11). 

Desta forma, a execução de trabalhos com desafios sanitários e uso de aditivos naturais, pode 

contribuir para o desenvolvimento de estudos e novas tecnologias para o controle de doenças 

sem exposição do meio ambiente e mercado consumidor. Por essas condições, o presente 

trabalho objetiva avaliar o efeito da inclusão do extrato de própolis como aditivo natural à 

ração, sob desafio com A. hydrophila. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal, 

vinculado ao Curso de Zootecnia, no Campus de Ciências Agrárias da Universidade Federal 

do Vale do São Francisco (UNIVASF) de Petrolina, PE. 

A pesquisa foi conduzida conforme protocolo nº 0006/160812, aprovado pela Comição de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco – CEUA, 

UNIVASF, de janeiro de 2013.Foram selecionados 120 alevinos de tilápia do Nilo 

sexualmente revertidos, com 30 dias de idade, com peso médio de 1,08 ± 0,01g, distribuídos 
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em 20 aquários com 60L de volume útil. Os alevinos foram provenientes do Centro Integrado 

de Recursos Pesqueiro e Aquicultura (CIRPA) de Petrolina-PE. Cada unidade experimental 

constou de um aquário contendo seis peixes. 

Avaliou-se o fornecimento do extrato de própolis por um período de 30 dias, em um 

delineamento experimental inteiramente casualizado, com dois tratamentos e dez repetições. 

Os tratamentos testados foram o fornecimento de 24,4 g kg ração-1, e uma ração testemunha. 

Transcorrido esse período, foi feita a inoculação de A. hydrophila e solução salina (como 

controle) nos alevinos. Os tratamentos consistiram de  quatro grupos: sendo em dois fornecida 

ração testemunha, um inoculado com solução salina (Tratamento1) e outro inoculado com A. 

hydrophila. (Tratameto 3) e, dois grupos que foram alimentados com ração contendo extrato 

de própolis, sendo um deles inoculado com solução salina (Tratamento 2) e outro inoculado 

com de A. hydrophila (Tratamento 4), formando quatro tratamentos e cinco repetições, em um 

delineamento inteiramente casualisado. 

Foi utilizado no experimento um extrato de própolis comercial, composto de própolis diluída 

em álcool neutro grau alimentício e água purificada, proveniente do estado de São Paulo. O 

extrato foi submetido à caracterização fitoquímica, a fim de garantir os teores dos compostos 

fenólicos totais e flavonoides totais na amostra, constando de 126,22 mg (12,62%), 

equivalente de ácido gálico por grama de extrato de própolis, e de 51,06 mg (5,10%) 

equivalente de quercetina por grama de extrato de própolis(12).  O extrato foi adicionado à 

ração teste na quantidade de 7,32 g kg-1. 

A qualidade da água dos aquários foi controlada por aeração constante, por meio de pedras 

microporosas, ligadas a minicompressores de ar e sua troca diária. A sifonagem era realizada 

pela manhã (7h00) e tarde (16h30min), com a remoção de cerca de 40% da água, na qual 

ocorria a retiradas as fezes e eventuais restos de ração. A limpeza interna das paredes dos 

tanques foi feita semanalmente para evitar o aparecimento de perifíton. 

 Foram formuladas duas rações contendo 30% de proteína digestível e 3.000 kcal de energia 

digestível (Tabela 1), composição e percentual das dietas foram adaptadas de Costa et al(7). 

Para a fabricação das rações os alimentos foram moídos em peneira de 1 mm, posteriormente 

foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes peletes secos em estufa 

de ventilação forçada por 24h a 55ºC. Quando secos, foram quebrados e assim, adequado o 

tamanho do pélete à boca dos alevinos. 

O arraçoamento foi feito três vezes ao dia às 8h00, 12h00 e 17h00, em um nível de 10% do 

peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a 

adequação da quantidade de ração fornecida. 
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Tabela 1. Composição das rações experimentais 

 

Ingredientes1 g Kg ração-1 

Tratamentos 1 e 3  Tratamentos 2 e 4 

Farelo de soja 71,39 70,79 

Milho 13,00 16,70 

Óleo de soja 6,10 5,00 

Fosfato bicálcico 2,80 2,80 

Calcário calcítico 0,20 0,20 

Extrato de própolis mL Kg ração-1 0,00 24,4 

Suplemento mineral e vitamínico2 4,00 4,00 

Sal 0,50 0,50 

Butil hidroxi tolueno (BHT) 0,01 0,01 

Total 100,00 100,00 
1 De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Níveis 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; Ác. Fólico, 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 inoculação das A. hydrophila nos alevinos de tilápia do Nilo foi realizada após 30 dias 

experiementais com fornecimento do extrato de própolis na ração. Por um preparado de 

inóculo bacteriano com diluição em solução salina estéril a concentração de 108 UFC mL-1, 

padronizado em espectofotometria, injetada via intramuscular, latero-dorsal direita, em cada 

peixe experimental, assim como a solução salina pura foi aplicada na proporção de 0,5 mL 

animal-1.  

Tal isolado pertencia a bacterioteca do Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal da 

UNIVASF. Esse isolado foi obtido a partir do peixe pacamãs (Lophiosilurus alexandri), 

proveniente do CIRPA de Bebedouro/PE. Foi previamente identificado por meio de suas 

características morfológicas, tintoriais e bioquímicas, conforme Quinn et al.(13) e, por meio de 

PCR para confirmação de gênero e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et 

al.(14). Seus fatores de virulência também foram caracterizado, confirmando presença dos 

genes elastase e lipase segundo Sen(15). 

Diariamente, antes das sifonagens, foram aferidas a concentração de oxigênio, temperatura, 

condutividade elétrica e pH da água dos aquários experimentais (medidor multiparâmetros 

modelo HI 9828, HANNA Instruments).  

Para controle da higidade da água de cultivo, a água dos aquários foi semeada em meio Ágar 

Sangue, antes do procedimento de inoculação 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 determinação dos parâmetros de desempenho. 

A partir da inoculação, os animais foram avaliados quanto a eventuais manifestações de 

infecção por A. hydrophila e mortalidade. Dos peixes mortos pelo tratamento, foi feito cultivo 

bacteriano do rim em meio Ágar Triptona de Soja (TSA), assim como no final do 

experimento. 

Depois de avaliados todos os parâmetros propostos, calculados os valores de desempenho, 

sobrevivência, bem como os parâmetros físico-químicos da água, estes foram submetidos à 

análise de variância (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, oxigênio dissolvido e condutividade elétrica, 

matutina e vespertina foram 27,62 ± 0,08º C e 28,38 ± 0,08º C; 7,47 ± 0,11 e 8,04 ± 0,03;  

6,58 ± 0,06 e 6,26 ± 0,04 mg L-1; 52,0 ± 0,02 e 78,8 ± 0,58 µSm cm-1, respectivamente. Não 

houve variação dos referidos parâmetros entre os tratamentos (P>0,05). 

A partir da água dos aquários não houve crescimento de A. hydrophila. Do cultivo bacteriano 

do rim e lesões ulcerativas, em meio TSA, a partir dos peixes mortos em função do desafio, 

houve crescimento de colônias bacterianas de gênero Aeromonas, apenas nos tratamentos com 

inoculação. No entanto, um comportamento diferente foi verificado no cultivo a partir do rim 

dos alevinos na finalização do experimento, em que no tratamento com o fornecimento de 

extrato de própolis e desafiados com A. hydrophila (Tratamento 4) o crescimento foi inferior 

ao tratamento controle com fornecimento de ração sem própolis desafiados com A. hydrophila 

(Tratamento 3), (1,6 UFC mL-1 e 117 UFC mL-1 respectivamente) não havendo crescimento 

nos demais tratamentos (Tratamentos 1 e 2). 

Os valores médios de crescimento e características de carcaça, após 30 dias experimentais, 

dos alevinos de tilápia do Nilo submetidos à ração contendo 24,4 mL Kg ração-1 de extrato de 

própolis, estão 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 padrão, altura, ganho de peso, 

conversão alimentar aparente e fator de condição corporal não apresentaram diferenças 
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significativas (P>0,05) entre os tratamentos em função do fornecimento de 24,4 mL kg ração-1 

de extrato de própolis na ração. A sobrevivência foi de 100 % em todas as unidades durante 

este período experimental.  

 

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

ração testemunha (1) e 24,4 mL kg ração-1 de extrato de própolis (2)  

 

Variáveis Grupos P* 

 1 2  

Peso médio inicial (g) 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 padrão (cm) 5,82 ± 0,62 5,92 ± 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 ± 2,31 0,11 

Conversão alimentar 

aparente 
1,36 ± 0,15 1,37± 0,07 0,86 

Fator de condição 0,029 ± 0,001 0,029 ± 0,0006 0,11 
*P = P-valor 

 

 

 

 

Figura 1. Sobrevivência dos alevinos de tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), submetidos a desafio com 

inoculação de A. hydrophila. - (1) grupo de alevinos de tilápia do Nilo recebendo ração testemunha inoculados 

com solução salina; (2) ração contendo 24,4 mL kg-1 de extrato de própolis, inoculados com solução salina; (3) 

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

contendo 24,4 m kg-1 de extrato de própolis, inoculados com A. hydrophila. 
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A sobrevivência dos alevinos de tilápias do Nilo após desafio com A. hydrophila encontram-

se na Figura 1. Ocorreu diferença significativa entre os tratamentos inoculados com solução 

salina (controles) e os tratamentos desafiados com A. hydrophila (P<0,05). Em contrapartida 

não houve diferença entre os tratamentos desafiados com A. hydrophila recebendo ou não o 

aditivo alimentar.  

Nos peixes do tratamento controle (inoculados com 0,5% de solução salina estéril), não houve 

mortalidade, sinais clínicos ou qualquer anormalidade comportamental. Nos grupos 

desafiados com A. hydrophila, foi possível verificar perda de equilíbrio e movimentos 

respiratórios lentos e ascite, sinais clínicos também encontrados corresponderam à erosão de 

nadadeiras e perdas de escamas, lesões ulcerativas, principalmente nas proximidades do local 

de inoculação e músculo caudal, além de exoftalmia. Analisando a ocorrência de lesões nos 

animais inoculados com A. hydrophila alimentados ou não com extrato de própolis, foi 

possível observar uma maior regressão no tamanho das lesões no grupo alimentado com 

extrato de própolis Figura 2.  

 

 

 

 
Figura 2. Acompanhamento das lesões ocasionadas pela infecção por A. hydrophila nos alevinos de tilápia do 

Nilo alimentados (T4) ou não (T3) com extrato de própolis. 

 

 

DISCUSSÃO 
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Os valores médios dos parâmetros físico-químicos da água dos aquários, pH, oxigênio 

dissolvido, condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro 

dos limites adequados para a espécie(16). 

O inóculo na concentração de 108 UFC mL-1 utilizado no experimento com extrato de 

própolis, apresentou elevada virulência. Após a inoculação os peixes exibiram apatia e 

redução dos movimentos voluntários. Em menos de 12 horas cerca de 80% dos animais 

experimentais submetidos ao desafio morreram. O cultivo do rim em meio TSA permitiu a 

confirmação da relação da morte dos peixes em função da presença das bactérias inoculadas. 

Estes resultados se assemelham aos encontrados por Boijink e Brandão(17) , que usando 

concentrações bacterianas de A. hydrophila semelhantes (1,3 x 109 e 3,5 x 108 UFC mL-1 de 

solução salina), observaram 100% de mortalidade em 24 horas após a inoculação em alevinos 

de jundiá (Rhamdia quelen). Contudo, dos animais sobreviventes, os sinais de infecção 

causados pela bactéria foram mais atenuados em função da alimentação com o EEP. Novas 

análises devem ser conduzidas afins de verificar o efeito da própolis após o desafio sanitário. 

Para isso, seria necessário o uso de uma menor concentração do inóculo, como observado no 

experimento em que foi testado o aditivo alimentar farinha da alga marinha Ascophyllum 

nodosum, no qual, os alevinos foram desafiados com concentração do inóculo bacteriano de 

106 UFC mL-1 de solução salina(18). 

Embora a capacidade da bactéria em ocasionar enfermidade esteja relacionada ao estresse do 

hospedeiro, pesquisadores tem relatado A. hydrophila como patógeno emergente primário, 

possuindo mecanismos altamente específicos para promoção de doença(19,20,21,22). Nieto et 

al.(23) sugerem que estas manifestações são resultado dos produtos extracelulares que 

apresentam efeito narcótico atuando no sistema nervoso central. Aeromonas spp. são 

importantes agentes infecciosos em peixes(24), sua patogenicidade vem sendo foco de estudos 

e tem sido relacionada a diversos fatores de virulência(25,26,27,28,15,29,30). Os isolados, utilizados 

neste experimento, apresentaram elevada virulência, que pode ser comprovada pela alta 

mortalidade observada.  

Os parâmetros zootécnicos após o desafio não foram analisados, em função da elevada 

mortalidade ocasionada pela A. hydrophila. Isto se deve a concentração utilizada no desafio. 

Antecedendo a inoculação, tais parâmetros foram avaliados e não foi observada diferença 

significativa após a utilização do extrato de própolis. Esse fato não está de acordo com os 

achados por Azza e Abd-El-Rhman(31), que obtiveram melhores respostas quanto às 

características de crescimento nos alevinos de tilápia desafiados com A. hydrophila e 

alimentados com extrato de própolis na ração. Do mesmo modo, Deng et al.(32), forneceram 2 
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a 4 g kg-1 de extrato etanólico de própolis na dieta para truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss), 

descreveram uma melhora no desempenho e eficiência alimentar. Meurer et al.(33) quando no 

fornecimento de 2,22 g kg-1 de extrato de própolis para a tilápia 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 própolis são bastante diversificadas; Cuesta et al.(34) não 

encontraram resultados satisfatórios, sobre a resposta imune inata, trabalhando com gilthead 

sea brean (Sparus aurata L.) alimentados com extrato de própolis na ração. Os resultados 

atuais concordam com os encontrados por Franco et al.(35) e Açıkgöz et al.(36) que não 

relataram diferença entre as dietas de frangos de corte suplementados com extrato de própolis 

em comparação a dieta controle e, Meurer et al.(33), em sua maior dose (4 g kg-1) não 

verificaram diferença em relação ao tratamento testemunha. Isto nos leva a supor que a dose 

utilizada no presente experimento pode ser elevada para a espécie em questão. Perez et al.(37) e 

Garcia et al.(38) estudando a influência da dose parenteral da própolis sobre a resposta imune 

em coelhos, verificaram que doses mais altas sugerem uma influência inibitória e doses mais 

baixas mostraram melhores resultados, refletindo-se em níveis mais elevados de 

imunoglobulinas e anticorpos, e alterações no metabolismo. Sforcin(39) verificou que a 

atividade das células natural killer foi elevada nos grupos tratados com própolis, revelando 

sua ação imunomoduladora.  

Apesar de sua ação antimicrobiana reconhecida, diante dos achados neste estudo, é possível 

relatar que a alimentação suplementada com extrato de própolis não surtiu efeito satisfatório 

na resistência das tilápias frente à infecção ocasionada por A. hydrophila, verificado com a 

elevada mortalidade. Contudo, em uma parcela da população (grupo alimentado com o 

extrato), houve uma redução no tamanho das lesões. Esse é um fato que deve ser considerado 

uma vez que, as escamas, a pele e o muco dos peixes auxiliam na redução de perdas de sais 

para o ambiente externo, além do muco possuir substâncias neutralizantes, que somados, 

agem como barreira contra organismos patogênicos(40). Injúrias físicas são porta de entrada 

para novas infecções, o que leva o peixe a um grau elevado de estresse. A própolis 

provavelmente atuou no processo de reepiteliação das lesões causadas por A. hydrophila.   

Segundo relatos da literatura, a própolis é ativa principalmente contra bactérias Gram 

positivas e tem atividade limitada contra bactérias Gram negativas(41,42,43) . A fagocitose tem 

sido reconhecida como uma importante atividade celular do sistema imune inato dos 

peixes(44). Peixes tratados com imunoestimulantes mostram aumento na fagocitose, bem como 

na atividade de explosão respiratória(45). Trabalhos tem demonstrado que a própolis melhora 
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essas atividades(32). Efeitos sinérgicos também têm sido observados quando a própolos é 

trabalhada em conjunto com outro reforço imunológico, como vacinas(46) e ervas(47).  

 Pesquisas têm demonstrado que algumas substâncias presentes na própolis podem combinar-

se com proteínas do organismo e tornarem-se imunogênicas, resultando em um quadro de 

hipersensibilidade(48) e intoxicação em organismos sensíveis. Respostas de hipersensibilidade 

induzidas, podem estar especialmente relacionadas aos derivados dos ácidos cinâmicos, 

mencionado por Ramos e Miranda(49). Outro fator limitante ao uso do extrato de própolis é a 

sua grande variabilidade nas amostras, suas atividades farmacológicas e composição química. 

Em testes de Concentração Inibitória Mínima (CIM), foram encontradas atividades 

bacterianas nas concentrações de 80 μg mL-1 descrita por Azza e Abd-El-Rhman(31) com 

própolis do Egito frente a um isolado de Aeromonas spp.. Andrade et al.(50) encontraram uma 

CBM média de 16.935,50 μg mL-1 para própolis verde da região nordeste brasileira frente a A. 

hydrophila. Amarante(12) avaliando a mesma própolis comercial utilizada no presente estudo, 

encontrou CBM de 68,7 μg mL-1 para um maior número de isolados de Staphylococcus spp., e 

confirmou sua padronização nos padrões químicos estabelecidos. 

A própolis tem demonstrado efeitos satisfatórios principalmente em resposta a experimentos 

“in vitro”. Para respostas “in vivo”, não existe um consenso, bem como carência de trabalhos 

desta natureza em peixes, que quando encontrados, em sua maioria tratam de aspectos das 

respostas do sistema imune relacionada à sua inclusão(51,34). A utilização de própolis como 

aditivo necessita de validação com outros estudos, com a utilização de diferentes doses e até 

outras espécies de peixes. 

 

CONCLUSÃO 

 

O extrato de própolis como aditivo alimentar, na dose testada, não influenciou os parâmetros 

de desempenho e carcaça de alevinos de tilápia do Nilo. Embora sem efeito sobre a 

mortalidade de alevinos de tilápia do Nilo inoculadas com A. hydrophila, o extrato de própolis 

foi eficaz na redução do cultivo bacteriano do rim dos peixes sobreviventes, além de 

contribuir para reepiteliação das lesões. 
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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-1. 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 óleos essenciais destacam-se por serem substâncias naturais, por sua vez, seguras do ponto 
de vista da saúde púbica e ambiental.  Seu uso como alternativa aos antimicrobianos e aditivos 
alimentares tornou-se uma ferramenta de grande interesse para a terapêutica e produção animal. O 
presente trabalho avaliou a atividade antimicrobiana “in vitro” dos óleos essenciais de orégano, alecrim e 
da pimenta negra, frente a isolados de Aeromonas hydrophila (n=100). Para determinação da atividade 
antimicrobiana, utilizou-se a técnica de microdiluição em caldo, com determinação da concentração 
bactericida mínima. O óleo essencial de orégano (OEO) apresentou a melhor atividade, inibindo 66,0% dos 
isolados testados. Os resultados obtidos indicam ser promissora a utilização do OEO no combate a A. 
hydrophila. Desta forma, avaliou-se também o efeito de doses crescentes do OEO como alimento funcional 
adicionado à ração, para a tilápia do Nilo, desafiadas com A. hydrophila. Os alevinos (3,29±0,01g) foram 
distribuídos em aquários, e submetidos  à níveis crescentes do OEO 0,5, 1,0 e 1,5% kg ração-1, sendo 
preparada também uma ração testemunha. Após 30 dias de alimentação, foi realizado o desafio com A. 
hydrophila, na concentração de 106 UFC/mL. Foram observados sinais clínicos da infecção (erosão de 
nadadeiras perdas de escamas, lesões ulcerativas, exoftalmia e ascite) além da mortalidade. O inoculo 
bacteriano não apresentou atividade virulenta diante do desafio com os peixes, de forma que a 
sobrevivência foi elevada. Os valores dos parâmetros estudados foram submetidos à análise de variância e 
de regressão. As médias de peso final, ganho de peso, apresentaram um comportamento quadrático em 
função do aumento dos níveis de OEO (p<0,05), com respectivos pontos de máxima em 0,58% kg-1. No 
teste de médias não houve diferença significativa (p>0,05) com o grupo controle. A conversão alimentar e 
a eficiência alimentar, apresentaram diferença significativa (p<0,05) para a menor dose. Os outros 
parâmetros testados não foram afetados pelos tratamentos. O nível de inclusão do OEO associados aos 
melhores parâmetros de desempenho estiveram entre 0,5 e 1% Kg ração-1. Desta forma, o óleo essencial 
de orégano destaca-se com potencial uso para a nutrição de peixes.  
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Óleos essenciais, orégano, alecrim, pimenta negra, Aeromonas hydrophila, 
Oreochromis niloticus   

 
INTRODUÇÃO 

Na produção intensiva de peixes, é comum a utilização de antibióticos e quimioterápicos para 
prevenção ou tratamento das bacterioses. Entretanto, o uso indiscriminado dessas substâncias tem gerado 
uma preocupação crescente com a emergência de bactérias resistentes a tais compostos, o que pode afetar 
diretamente a saúde dos animais e humanos (Agnew & Barnes, 2007, Citarasu, 2010). 

A atividade antimicrobiana de alguns óleos essenciais vem apresentando resultados satisfatórios, 
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 possível alternativa para substituir ou diminuir o uso de antimicrobianos em peixes, e protegê-
los de possíveis infecções bacterianas como as provocadas por Aeromonas hydrophila. 

Como aditivo alimentar, estudos demonstraram que o óleo essencial de orégano apresentou 
efeitos positivos sobre o ganho de peso e conversão alimentar em truta-arco-íris (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 tilápia, é mundialmente, a espécie de maior sucesso nos cultivos, mesmo assim, está sujeita a 
bacterioses oportunistas (Acar et al. 2015), o que pode provocar prejuízos aos produtores. Nesse sentido, 
objetivou-se no presente estudo, investigar a atividade antimicrobiana “in vitro” dos óleos essenciais de 
orégano (O. vulgare), alecrim (R. officinalis) e da pimenta negra (P. nigrum) e se a adição de níveis de óleo 
essencial de orégano, melhora o desempenho, a resposta imune e a resistência contra A. hydrophila em 
tilápia do Nilo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 Local de execução.  Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e 
Imunologia Animal do Campus Ciências Agrárias, localizado na Fazenda experimental da Universidade 
Federal do Vale do São Francisco-UNIVASF, Petrolina, PE. 

A pesquisa foi conduzida conforme protocolo nº 0006/160812, aprovado pela Comição de Ética no 
Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São 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 lesões de pacamãs (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 características 
morfológicas, tintoriais e bioquímicas, conforme Quinn et al. (1994) e através de PCR para confirmação de 
gênero e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). Fatores de virulência também 
foram caracterizados, sendo positivos para os genes Lipase (Sem, 2005), Elastase (Cascón et al. 2000) e o 
gene Fla (Santos et al. 2010).  

 
 Teste de sensibilidade aos óleos essenciais. A sensibilidade de A. hydrophila (n=100 isolados) 

frente aos óleos esseciais foi realizada por concentração bactericida mínima (CBM). Do qual, o inóculo 
bacteriano foi cultivado em Muller Hinton Ágar, confeccionando uma suspensão com turvação equivalente 
ao tubo 0,5 da Escala de McFarland (1x106) = 9,9 mL caldo Muller Hinton (MH) + 0,1mL da suspensão, em 
seguida, foi inoculando 10 µL em cada poço (o inóculo se dilui a 1:20), a concentração final do poço foi de 
5x104 células/poço.  

Foram testados três óleos essenciais: óleo essencial de orégano (O. vulgare), alecrim (R. officinalis) e 
pimenta do reino (P. nigrum). Os óleos essenciais utilizados eram comerciais (QUINARÍ), extraídos pelo 
método de destilação por arraste a vapor da erva florida da planta ou da semente, como o óleo de pimenta 
do reino.  

Para cada óleo, a diluição foi realizada pela pesagem de 1g do produto, sendo este diluído em 
metanol até atingir a concentração de 640mg mL-1 em seguida, diluiu-se 1:100 em caldo MH a fim de 
eliminar ao máximo o metanol (maior concentração) e fazer sucessivas diluições 1:2 em caldo MH. 

A atividade antimicrobiana dos isolados foi feita através da técnica de diluição padrão em caldo 
(microdiluição) e da técnica de diluição em ágar para bactérias aeróbicas (CLSI, 2014). Foram adicionados 
200µL do óleo diluído em caldo Muller Hinton (MH) em diferentes concentrações nos poços. As 
concentrações finais foram de 3.200, 1.600, 800, 400, 200, 100, 50 e 25 µLmL-1. Em seguida, colocou-se 
10µL de inóculo sobre cada poço. Incubadas as microplacas a 28oC por 24 horas e foi feita a leitura da 
Concentração Inibitória Mínima (CIM) visualmente considerando CIM50 (50% de inibição do crescimento 
bacteriano) e CIM100 (100% de inibição do crescimento bacteriano) baseando-se no crescimento do 
controle positivo. A CIM foi a menor concentração capaz de inibir o crescimento bacteriano. 

A partir dos poços onde não houve crescimento bacteriano visível fez-se o repique deste poço para 
placas de Petri contendo ágar MH, incubou-se por 48 horas e realizou-se a leitura. A CBM foi determinada 
onde não ocorreu crescimento no ágar MH. Como o inóculo é ≤10% do volume, a diluição não é 
considerada. 

O óleo que apresentou o maior potencial de atividade inibitória contra os isolados de A. hydrophila, 
foi então escolhido para o teste “in vivo”, como aditivo alimentar para alevinos de tilápia do Nilo. 

 
Óleo essencial de orégano na alimentação de tilápia (O. niloticus) e seu efeito após a 

inoculação de A. hydrophila - Condições experimentais.  Afins de avaliar o óleo essencial que obteve o 
melhor resultado no teste “in vitro”, escolheu-se o óleo essencial de orégano para inclusão em rações para 
alevinos de tilápia. 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 quários de vidro de 60 L de volume útil. Cada aquário contendo seis 
peixes constituiu uma unidade experimental.  

Diariamente eram realizadas sifonagens uma vez pela manhã (7h00) e outra à tarde (16h00), com a 
remoção de cerca de 40% da água. Além da troca de água, eram também retirados materiais fecais e 
eventuais restos de ração. Limpeza interna das paredes dos aquários eram realizadas semanalmente para 
o controle de crescimento de perifítons.  Os aquários possuíam aeração constante, por meio de pedras 
micro-porosas ligadas a mini-compressores de ar.  

Os tratamentos utilizados no presente trabalho foram quatro rações, uma testemunha (sem adição 
do óleo) e outras três com níveis crescentes do óleo essencial de orégano (0,5, 1,0 e 1,5% kg ração-1), e 
desafiados com A. hydrophila. Ainda foi mantido um grupo, alimentados com ração testemunha e 
inoculados com solução salina como controle do desafio. O experimento teve a duração de 45 dias. 

 
Rações. Foram formuladas rações contendo 30% de proteína digestível e 3.000 kcal de energia 

digestível kg de ração-1  (Quadro 1). Para a fabricação das rações os alimentos foram moídos em peneira 
de 1mm,  posteriormente foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e os peletes secos 
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em estufa de ventilação forçada por 24 horas a 35o C. Quando secos, foram quebrados e assim, adequado 
ao tamanho do pelete à boca dos alevinos, então armazenadas em freezer a -20oC. 

O arraçoamento foi feito três vezes ao dia às 8h00, 12h00 e 17h00, em um nível de 10% do peso 
vivo dos peixes. Semanalmente, os peixes eram pesados para a adequação da quantidade de ração 
fornecida. 
  

Óleo essencial de orégano. Foi utilizado o OEO, de coloração marrom-avermelhada, extraído pelo 
método de destilação por arraste a vapor da erva florida da planta. Apresenta como componente 
majoritário o carvacrol (65% no mínimo), de acordo com os achados por Viana, 2013 em análise em CG-
EM do mesmo óleo, entre os constituintes, o carvacrol apresentou-se como majoritário do óleo 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 óleo utilizado nas rações testes foram de 0,5, 1,0 e 1,5 mL 
kg ração-1. No preparo da ração, o óleo foi previamente misturado ao óleo de soja e então misturado aos 
demais ingredientes. 

 
Teste de desafio. Após quatro semanas de alimentação, os peixes foram desafiados por meio de 

um preparado de inóculo bacteriano (A. hydrophila) com diluição em solução salina estéril a concentração 
de 106 UFC/mL, padronizada em espectrofotometria. Essa solução foi injetada via intramuscular, latero-
dorsal direita, em cada peixe experimental, assim como a solução salina pura foi aplicada na proporção de 
0,2mL animal-1 , no tratamento testemunha. Após a inoculação, os animais foram mantidos em observação 
por 15 dias. Os peixes mortos foram utilizado para re-isolamento bacteriano, a aprtir do cultivo do rim em 
meio TSA. 

 
Mensurações e análises experimentais. Os parâmetros físico químicos da água, foram aferidos 

diariamente, quanto a concentração de oxigênio, temperatura, condutividade elétrica e pH da água dos 
aquários experimentais (medidor multiparâmetros modelo HI 9828, HANNA Instruments).  

No dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da água dos aquários em meio TSA, a fim de 
verificar a qualidade microbiológica quanto à presença de A. hydrophila no ambiente.  

Ao final do período experimental, depois de anestesiados com benzocaína (100mg/L) e 
eutanasiados por secção medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e medidos para 
a determinação dos parâmetros de desempenho e carcaça. Dois peixes de cada unidade experimental 
tiveram o seu fígado extraído para a determinação do índice hepatossomático (IHS) [(peso do fígado/ 
peso corporal) x100] e, de um deles, foi feito cultivo bacteriano do rim em meio ágar Triptona de Soja 
(TSA).  
  

Atividade da lisozima. A análise do parâmetro imune não específico da atividade da lisozima dos 
animais sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et al. 
(1993), com pequenas modificações. O sangue foi centrifugado (2.000G/15 min) e o soro obtido foi 
mantido a -20oC. O nível de lisozima foi medida por ensaio turbidimétrico, utilizando lisozima liofilizada 
(2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como padrão.  Para determinação da curva 
de calibração foram adicionadas diferentes concentrações de solução de lisozima diluída 1.000X até a 
obtenção das concentrações de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ηg e o volume completado para 150µl com 
tampão fosfato de sódio (0,05 M, pH 6,2), sendo também adicionado 150µl da suspensão de Micrococus 
lysodeikticus (0,2mg/mL), em tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 
300µl. Como controle foi utilizado o tampão fosfato (300µl). A redução da densidade óptica (OD) em 
620ηm foi avaliada entre o tempo zero e 6 minutos a 26oC e a curva de calibração para lisozima foi obtida 
considerando os valores da redução da OD para cada concentração versus a concentração de lisozima em 
um volume final de 300µl. 

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56oC por 30 minutos) para 
inativar as proteínas do sistema complemento e para certificar que a lise do M. lysodeikticus foi ocasionada 
exclusivamente por ação da lisozima. Em microplacas de ELISA, foram adicionados 10µL de soro, 140µL 
de tampão fosfato de sódio e 150 ul de suspensão M. lysodeikticus (0,2mg/mL) para completar 300µL de 
volume final. Logo após, a absorbância foi medida em leitora de placa de Elisa Easys® e mensurada em 
filtro de 620 nm no tempo zero, e então foram incubadas durante seis minutos em estufa à 26oC. Uma 
amostra em branco foi preparada utilizando tampão de fosfato de sódio (300µL). Diferença entre a 
turbidez inicial e final (densidade óptica (OD) de redução) foi medida entre o tempo zero e seis minutos, a 
620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de redução de OD para cada volume da amostra 
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(300µl). A equação de regressão linear da curva de calibração de lisozima foi utilizada para determinar os 
níveis de lisozima no soro (μg/mL) dos peixes.  

 
Análise estatística. Depois de avaliados todos os parâmetros propostos, calculados os valores de 

desempenho, sobrevivência, bem como os parâmetros físico-químicos da água, estes foram submetidos 
análise de variância (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi verificado pelo teste Levene. 
Caso verificado diferença significativa (p<0,05), realizou-se o teste Tukey para variâncias homogêneas e 
foram propostos modelos de regressão para avaliar o desempenho dos alevinos de tilápias do Nilo, 
submetidos às rações contendo níveis crescentes de óleo essencial de orégano. Utilizou-se o software 
Statistica 5.0 para todas as análises. 

 

 
RESULTADOS 

 
Teste de sensibilidade aos óleos essenciais. As atividades antimicrobianas dos óleos essenciais de 

plantas diluídas em metanol estão descritas no Quadro 2. Todos os óleos essenciais testados 
apresentaram atividade inibitória frente A. hydrophila. Por sua vez, o óleo essencial de orégano se 
destacou com a melhor atividade (66%). 
 

Óleo essencial de orégano (Origanum vulgare) na alimentação de tilápia (O. niloticus) e seu 
efeito após a inoculação de A. hydrophila - Água dos aquários e cultivo bacteriano.  

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade elétrica, matutina e 
vespertina foram 26,54±0,01oC e 27,46±0,11oC, 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 μScm-1, respectivamente. Não houve variação dos referidos parâmetros entre os 
tratamentos.  

No cultivo da água dos aquários, confirmou-se a higidez da água, uma vez que não houve crescimento 
de Aeromonas spp.. Houve crescimento de colônias bacterianas de gênero Aeromonas, a partir do cultivo 
feito em meio TSA do rim e de lesões ulcerativas dos peixes mortos em função do desafio. Após quinze 
dias da inoculação, o cultivo do rim foi realizado e não foi observado crescimento de colônias.  

Foi observado após o desafio com A. hydrophila erosão de nadadeiras, perdas de escamas, lesões 
ulcerativas, principalmente nas proximidades do local de inoculação e músculo caudal, além de exoftalmia. 
Os sinais clínicos que também precederam a morte de animais infectados foram perda de equilíbrio, 
movimentos respiratórios lentos e ascite. Nos peixes dos tratamentos controle inoculados com solução 
salina, não houve mortalidade ou qualquer anormalidade de comportamento. 

 
Características e rendimento de carcaça.  
Os valores médios de peso inicial, comprimento total, comprimento padrão, altura, largura, fator de 

condição corporal, rendimento de carcaça com e sem cabeça, dos alevinos de tilápia do Nilo, submetidos à 
rações contendo níveis crescentes de óleo 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 parâmetros não apresentaram diferenças significativas entre os 
tratamentos em função do aumento dos níveis de OEO (p>0,05) nas rações.  

 
Crescimento, conversão alimentar, eficiência alimentar e consumo. 
Os valores médios dos parâmetros de crescimento, conversão alimentar, eficiência alimentar  e 

consumo total de ração dos alevinos de tilápia do Nilo submetidas à rações contendo níveis crescentes de 
OEO, desafiados com A. hydrophila estão apresentados no Quadro 4 e, suas respectivas equações na Figura 
1. Para esses parâmetros houve diferença significativa (p<0,05).  

As médias de peso final e ganho de peso apresentaram um comportamento quadrático em função do 
aumento dos níveis de OEO (p<0,05) nas rações, apresentando pontos de máxima em 0,58% kg ração-1 no 
teste de médias foi possível verificar que, embora os tratamentos 3 e 4 possuam médias superiores, diferiu 
estatisticamente (p<0,05) apenas do tratamento 5. 

A conversão alimentar aparente (CAA) e a eficiência alimentar (EA) não apresentaram modelo 
significativo (p>0,05) na regressão. Todavia, a partir da equação foi possível identificar o ponto de mínima 
para a CAA e máxima para a EA, ambas 0,63% kg ração-1. 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, não diferindo dos demais tratamentos.  
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Sobrevivência, índice hepatossomático e lisozima 
A sobrevivência foi de 100% em todas as unidades experimentais durante o período antecedente ao 

desafio sanitário. Os valores médios de ídice hepatossomático, lisozima sérica do sangue e percentagem de 
sobrevivência após o desafio com A. hydrophila (Quadro 5), não apresentaram diferenças significativas 
entre os tratamentos (P>0,05) em função do OEO e da inoculação de A. hydrophila. Os alevinos inoculados 
com solução salina, para o controle (T1), apresentaram 100% de sobrevivência até o final do período 
experimental.  

A curva de calibração de lisozima apresentou alta correlação linear (r2=0,978) entre 50 e 300 ηg de 
lisozima por microlitro. 

 
DISCUSSÃO 

Em função da elevada resistência bacteriana aos antimicrobianos, existe uma necessidade de 
descoberta de novas substâncias a partir de fontes naturais, incluindo plantas com fitoconstituintes 
potenciais. Sartoratto et al. (2004) propuseram uma classificação para a atividade antimicrobiana de óleos 
essenciais com base nos resultados de CBM (Concentração Bactericida Mínima) considerando como 
elevada atividade os que apresentam valores entre 50-500 µg/mL; moderada atividade entre 600-1500 
µg/mL e fraca atividade acima de 1.500 µg/mL. Na atual pesquisa os óleos essenciais testados 
apresentaram atividade inibitória frente A. hydrophila, todavia, de acordo com a classificação citada a 
cima, o óleo essencial de alecrim teria baixa atividade e os óleos essenciais de pimenta do reino e de 
orégano, atividade moderada.  Entretanto, esta classificação constitui um método subjetivo, não levando 
em consideração uma série de fatores que podem interferir nos resultados da CBM. O fato é que, ainda não 
existe um consenso sobre o nível de inibição aceitável para produtos naturais, quando comparados com 
antibióticos padronizados (Duarte, 2007).  

De acordo com os resultados obtidos, o óleo 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 ação bactericida dos óleos essenciais de orégano se dão pela alteração da permeabilidade da 
membrana celular e mitocondriais, desestruturando tais membranas, o que pode resultar em morte 
celular (Lambert et al. 2001). Suas propriedades são atribuídas principalmente à presença dos fenóis 
carvacrol e timol e os monoterpenos y-terpineno e p-cimeno (Bampidis, 2005, Zheng et al. 2009, Brenes & 
Roura, 2010), tais constituintes estão presentes no óleo experimental. Em contrapartida, os óleos 
essenciais de pimenta negra e alecrim apresentaram um baixo espectro de ação 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 óleo de alecrim apresentar alguns 
resultados satisfatórios (Fadili et al. 2014, Hussain et al. 2010), outros autores observaram efeito inferior 
em comparação a demais óleos (Sienkuwicz et al. 2013, Santoyo et al. 2005).  

Os valores médios dos parâmetros físico-químicos da água dos aquários, pH, oxigênio dissolvido, 
condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro dos limites 
adequados para a espécie (Kubitza, 2003). 

Em função da considerada atividade “in vitro” do OEO, o mesmo foi testado “in vivo”.  Foram 
observados resultados positivos em relação ao peso final, ganho de peso, conversão alimentar e eficiência 
alimentar, com melhores resultados associados aos níveis de inclusão do OEO de 0,5% (5g/kg ração-1) e 
1,0% (10g/ kg ração-1). Efeitos satisfatórios da inclusão do óleo 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 óleo natural de Origanum heracleoticum L. (Zheng et al. 
2009). A utilização de timol e carvacrol, substâncias encontradas no óleo de orégano, também 
melhoraram o desempenho e o crescimento da truta arco-íris (Oncorhynchus mykiss) (Ahmadifar et al. 
2011, Giannenas et al. 2012). Essa melhora no desempenho pode estar associada às propriedades 
antioxidantes de proteção do orégano, o qual estimula a digestão orgânica e microbiana, inibindo micro-
organismos patogênicos intestinais (Giannenas et al. 2012, Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 
2010), o microbioma intestinal saudável, conserva e promove o bem-estar e a ausência de doenças, 
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 índices, como 
os encontrados no presente experimento. Tal fato contribui para evitar a descarga de resíduos orgânicos 
concentrados, principalmente em criações intensivas, que empobrecem a qualidade da água e, somados as 
condições de estresse gerados pelo sistema de criação, propicia ao aumento da incidência de doenças, 
causando uma diminuição na produtividade (Cruz et al. 2012).  
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Na maior dose do OEO testada na presente pesquisa (15 g/kg ração-1), foi evidenciada uma queda 
no consumo da ração, levando a piores índices de crescimento. Bampidis et al. (2005) sugerem que o 
orégano pode afetar a palatabilidade da ração, provocando rejeição pelos animais, o que corrobora com o 
fato de 1,5% do aditivo ter levado a um menor consumo de ração pelos alevinos. O óleo de orégano e seus 
compostos vêm 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), suínos (Henn et al. 2010), tilápia do Nilo (Rattanachaikunsopon & 
Phumkhachorn, 2010) e robalo europeu (Dicentrarchus labrax) (Volpatti et al. 2012). Nesses trabalhos 
não foram observados efeito sobre o desempenho produtivo em função do uso do aditivo nas dietas, o que 
demonstra a importância de estudos avaliando dose e fases de crescimento distintas a fins de determinar 
melhor dose resposta.  

No presente estudo também não foi observado efeito sobre a atividade de lisozima sérica nas 
tilápias, o difere dos resultados obtidos por Zheng et al. (2009), e Ahmadifar et al. (2011), quanto aos 
parâmetros imunológicos. Melhorias na sobrevivência também foram relatados em tilápias 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 ação dos fenóis contra as bactérias 
assemelha-se ao dos antibióticos sintéticos (alterações na permeabilidade da membrana celular 
bacteriana), fato este que pode elucidar o efeito sobre a sobrevivência dos alevinos (Walsh et al., 2003). A 
mortalidade no presente trabalho foi baixa, todavia esse efeito foi atribuído ao inoculo bacteriano, que não 
demonstrou elevada atividade virulenta diante do desafio sanitário proposto.  

O uso de ingredientes em rações de peixes que proporcionem uma maior resistência às 
enfermidades, sem com isso deixar resíduos na carne, minimizando o impacto ambiental dos promotores 
de crescimento, melhorando o desempenho, resultam numa melhor sustentabilidade do sistema. Na linha 
de pesquisa dos óleos essenciais, os componentes fenólicos são 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.  

 
CONCLUSÕES 

 
Os óleos 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 avaliação do efeito sinérgico entre os 
óleos essenciais. 

O nível dos melhores parâmetros de desempenho foi de 0,58% kg ração-1. 
A adição de 0,5% do óleo essencial de orégano pode ser utilizada na dieta para a tilápia do Nilo sem 

prejuízos ao desempenho produtivo, e pode ser considerado um potencial promotor de crescimento 
natural para peixes. 
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Legenda das Figuras 

Fig.1. Parâmetros de desempenho dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos às rações contendo níveis 
crescentes de óleo essencial de orégano: a) peso final; b) ganho de peso; c) consumo de ração; d) 
conversão alimentar aparente eficiência alimentar; e) eficiência alimentar: (1) grupo recebendo ração 
testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados 
com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 1,0% de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) 
grupo recebendo ração contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila 
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TABELAS E FIGURAS  

 

Quadro 1. Composição das rações experimentais. 

Ingredientes % 

Farelo de soja 70,79 

Milho 16,70 

Óleo de soja 5,00 

Fosfato bicálcico 2,80 

Calcário calcítico 0,20 

Suplemento mineral e vitamínico2 4,00 

Sal 0,50 

Butil hidroxi tolueno (BHT) 0,01 

Total  100,00 
1 De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Níveis 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; Ác. Fólico, 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.  

  

Quadro 2. Concentração Bactericida Mínima (CBM) dos óleos essenciais diluídos em metanol frente           
A. hydrophila obtidas de peixes do Vale do São Francisco. 

 

Espécie 
Atividade 

observada (%) 
Concentração Bactericida Mínima 

 
  Faixa Média (µg/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 características e rendimento de carcaça dos alevinos de tilápia do Nilo 
alimentados com óleo essencial de orégano. 

 

Parâmetros  
Tratamentos4 

P* 
1 2 3 4 5 

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 
total (cm) 

10,62±0,25 10,53±0,44 10,54±0,47 10,96±0,48 10,31±0,26 0,28 

Comprimento 
padrão (cm) 

8,77±0,23 8,73±0,40 9,05±0,60 9,21±0,50 8,62±0,18 0,28 

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 
RCC2 23,09±2,13 23,52±2,56 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 condição corporal; 2Rendimento de carcaça com cabeça; 3Rendimento de carcaça sem cabeça; *P 
= P-valor; 4 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com solução salina; (2) grupo recebendo 
ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO 
inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 1,0% de OEO inoculados com A. 
hydrophila; (5) grupo recebendo ração contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila 
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Quadro 4. Valores médios dos parâmetros de desempenho, conversão alimentar aparente (CAA), 
eficiência alimentar (EA) e consumo de ração dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos a 
ração contendo óleo essencial de orégano. 

 

Parâmetros  
Tratamentos1 

P* 
1 2 3 4 5 

Peso final (g) 22,17±1,39 21,70±2,18ab  24,40±1,82ª  23,87±1,49ª  19,64±1,45b  0,01 

Ganho de peso (g) 18,88±1,39 18,41±2,18ab 21,11±1,82a 20,57±1,49a 16,35±1,45b  0,01 

CAA 1,65±0,13 1,74±0,10b 1,42±0,20ª  1,52±0,12ab 1,68±0,10ab 0,03 

EA 0,61±0,05 0,58±0,03b  0,71±0,11a 0,66±0,05ab 0,59±0,03ab 0,04 

Consumo (g) 31,00±1,66 31,84±2,07b 29,87±2,90ab 31,10±1,35ab 27,30±1,09a  0,03 

*P = P-valor; 1 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com solução salina; (2) grupo 
recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% 
de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 1,0% de OEO inoculados com 
A. hydrophila; (5) grupo recebendo ração contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila  

 

Tabela 5. Valores médios de sobrevivência, índice hepatossomático (IHS) e lisozima dos alevinos de 
tilápias do Nilo submetidos a ração contendo óleo essencial de orégano. 

 

Parâmetros 
Tratamentos1 P* 

1 2 3 4 5 
Sobrevivência 

(%) 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 
(µg/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 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com solução salina; (2) grupo 
recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% 
de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 1,0% de OEO inoculados com 
A. hydrophila; (5) grupo recebendo ração contendo 1,5% de OEO inoculados com A. hydrophila 
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Fig.1. Parâmetros de desempenho dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos às rações contendo níveis 
crescentes de óleo essencial de orégano: a) peso final; b) ganho de peso; c) consumo de ração; d) 
conversão alimentar aparente eficiência alimentar; e) eficiência alimentar: (1) grupo recebendo ração 
testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados 
com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 1,0% de OEO inoculados com A. hydrophila; (4) 
grupo recebendo ração 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 resistência de juvenis de tilápia do Nilo, contra infecção 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 distribuídos em tanques de 100 L, mantidos a aeração 

constante e alimentados com dieta contendo 0 (controle), 4x108, 6x108 e 8x108 UFC Kg ração-1 S. 

cerevisiae por 45 dias. Como fator de estresse, houve a baixa temperatura da água dos alevinos com 

média de 21,25 ± 0,12º C matutina e 23,77 ± 0,32º C vespertina. Trinta dias após a alimentação, os 

peixes foram desafiados com A. hydrophila, e as mortalidades foram registadas durante 15 dias pós-

infecção. Os animais foram avaliados quanto ao crescimento e carcaça, além do microbioma intestinal 

por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturação (DGGE). Os resultados mostraram que 

a administração de S. cerevisiae teve efeitos significativos (P<0,05) sobre o comprimento padrão, a 

conversão alimentar aparente e a eficiência alimentar nos alevinos de tilápia do Nilo. Para essas 

variáveis, não foi encontrado modelo de regressão significativo, mas pela equação gerada foi possível 

encontrar os pontos críticos em 5,66x108, 6,07x108 e 6,06x108 UFC kg-1 ração 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 

suplementação dietética de S. cerevisiae na quantidade de 6x108 UFC kg-1 ração para tilápia do Nilo 

traz efeitos positivos ao desempenho dos peixes e para a adesão e colonização do probiótico até o 

nível de 6x108 UFC kg-1 ração. 

Palavras chave: aquicultura, aditivo alimentar, microbioma, nutrição 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 8x108 CFU kg feed-1 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 ºC 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-1 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-1 

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 

 

Introdução 

 

A aquicultura é responsável por suprir uma das principais fontes de proteína de elevada qualidade 

e valor nutricional para população mundial. Esta vem apresentando um acelerado crescimento (CRUZ 

et al., 2012). Um imenso desafio será alimentar toda a humanidade, de forma saudável e acessível, 

além das preocupações em proteger o planeta, quanto aos seus recursos naturais para as gerações 

futuras. O peixe é um dos produtos mais negociados em todo o mundo, importante especialmente para 

países em desenvolvimento. Nesse contexto, o Brasil vem mostrando grande potencial aquícola. 

Regionalizando o país, o Nordeste destaca-se como o segundo maior produtor, responsável por 19,5% 

da produção nacional (IBGE, 2013), em virtude principalmente, de suas fontes aquíferas e clima 

favorável à criação de espécies tropicais. Com destaque para a tilápia do Nilo (Oreochromis niloticus), 

espécie extremamente adaptada e explorada na região. 

Como em todos os segmentos da agropecuária, a piscicultura tem como objetivo alcançar elevados 

índices de produtividade. Até a década de 90 era uma atividade apenas de baixa produtividade e 

subsistência, atualmente, é uma excelente indústria lucrativa (TIMMONS et al., 2002; CRESSEY, 

2009). A lucratividade é crescente com a intensificação da produção, no entanto, a intensificação das 
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práticas em aquicultura requer o cultivo em altas densidades. Muitas vezes os criatórios ocorrem em 

águas da união, que pode resultar em danos significativos ao meio ambiente devido a descargas de 

resíduos orgânicos e neles a presença de antimicrobianos, do uso indiscriminado como promotores de 

crescimento ou no controle de enfermidades (WANG; XU, 2004), que geram riscos significativos para 

a saúde pública, promovendo a seleção, propagação e persistência de cepas bacterianas resistentes 

(FAO/OIE/WHO, 2006). 

A necessidade de aumento da resistência a doenças, o crescimento favorável de organismos 

aquáticos, a eficiência alimentar, trouxe um novo conceito de nutrição otimizada, como o uso de 

aditivos probióticos em aquicultura. A prática da aquicultura ecológica também impulsionou as 

pesquisas sobre o uso de probióticos para animais aquáticos (GATESOUPE, 1999). Os probióticos são 

devidamente conceituados, como um ou mais micro-organismos com efeitos benéficos para o 

hospedeiro, capazes de persistir no trato digestivo, após seu consumo, em função da sua tolerância a 

sais de ácidos biliares (IRIANTO; AUSTIN, 2002), o que favorece a sua ação no trato dos animais, 

beneficiando a saúde e aumento da produtividade.  

A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura, reconhecida como tendo efeitos importantes sobre as 

funções imuno-estimulantes (CHIU et al., 2010; REQUE et al., 2010; ABDEL-TAWWAB et al., 

2008). Nessas condições o presente trabalho foi realizado para avaliar as respostas quanto ao 

desempenho e respostas imunológicas dos alevinos de tilápia do Nilo, alimentados com doses 

crescentes dessa levedura desafiados com A. hydrophila. 

 

Material e Métodos 

 

Local de execução 

 

O experimento foi realizado no Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal do Campus 

Ciências Agrárias, localizado na Fazenda experimental da Universidade Federal do Vale do São 

Francisco – UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 – Lote 543 – Projeto de Irrigação Senador 

Nilo Coelho, s/nº “C1”, Petrolina-PE. 

O experimento foi conduzido conforme protocolo nº 0006/160812, aprovado pela Comição de 

Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco - CEUA/UNIVASF. 

 

Isolados bacterianos 

 

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacamã (Lophiosilurus alexandri), 

provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro/PE. 

Este isolado foi previamente identificados por meio de suas características morfológicas, tintoriais e 

bioquímicas, conforme Quinn et al. (1994) e, por meio da PCR para confirmação de gênero e espécie, 
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segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). Fatores de virulência também foi 

caracterizado, sendo positivo para os genes Lipase (SEN, 2005), Elastase (CASCÓN et al., 2000) e o 

gene Fla (SANTOS et al., 2010). 

 

 Condições experimentais 

 

Duzentos alevinos de tilápia do Nilo, aparentemente saudáveis, com peso médio de 5,16 ± 

0,04 g, provenientes do CIRPA de Petrolina-PE; foram estocados em 20 caixas d’água de polietileno 

de 100 L de volume útil. Uma unidade experimentalconsistiu de uma caixa contendo dez alevinos de 

tilápia. O experimento teve a duração de 45 dias. 

Os peixes foram adaptados e mantidos em água tratada desclorada. Material fecal e eventuais 

restos de ração foram removidos diariamente com a troca da água, 50% na primeira semana e 70% até 

o final do período experimental. Em dias alternados, fez-se a limpeza interna das paredes das caixas, a 

fim de controlar o crescimento de perifítons. As caixas possuíam aeração constante, por meio de 

soprador de ar, interligadas por mangueiras e pedras micro-porosas. Objetivando manter sua boa 

qualidade.  

Foi testado o probiótico Saccharomyces cerevisiae, no qual os tratamentos consistiram de três 

concentrações distintas (4x108, 6x108 e 8x108 UFC kg-1) e um grupo controle. Desafiados com A. 

hydrophila.  

A água dos tanques permaneceu a uma temperatura abaixo do conforto térmico para a espécie, 

usado como fator de estresse para os peixes.  

  

Rações 

Foram formuladas rações contendo 30% de proteína digestível e 3.000 kcal de energia 

digestível Kg de ração-1  (Tabela 1), composição e percentual das dietas de acordo com Costa et al. 

(2013) . Para a fabricação das rações os alimentos foram moídos em peneira de 1 mm,  posteriormente, 

foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes peletes secos em estufa de 

ventilação forçada por 24 horas a 35º C. Quando secas, foram quebrados e assim, adequados ao 

tamanho do pelete à boca dos alevinos. As rações foram armazenadas em freezer a -20º C.  

O arraçoamento foi feito três vezes ao dia às 8h00, 12h00 e 16h00, em um nível de 6% do 

peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a adequação da 

quantidade de ração fornecida. 

 

Saccharomyces cerevisiae 

 

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

animal foi utilizado no presente experimento. Um pó de coloração marrom de odor agradável, de 
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constituição básica S. cerevisiae cepa 1026 (mín.) 1x108 UFC g-1. Os valores do aditivo nas rações 

testes foram de 4, 6 e 8 g Kg ração-1. No preparo da ração, a S. cerevisiae foi previamente diluído em 

água, posteriormente misturado à fração do milho e então incorporado aos demais ingredientes. 

Precedendo a fabricação das rações, foi feito um teste de resistência a temperatura pelo 

probiótico. Foi pesado 1 g do aditivo e diluído em 10 mL de solução salina estéril (0,5%). Os tubos 

foram reservados em estufa com diferentes condições de temperaturas por um período de 24 horas, 

exceto o controle. As temperaturas das estufas foram 30° C, 40° C e 55° C. Após esse período de 

incubação, foram feitas diluições seriadas em microtubos estéreis até 10-6. Cultivado em meio 

Sabouraud em triplicata, incubados por 24 horas a 38º C. Assim feita a contagem e determinado a 

melhor temperatura para secagem da ração que não trouxesse danos a integridade do probiótico, que 

foi de 40° C.  

 

Cultivo da ração 

 

A partir das rações devidamente fabricadas, foram feitos cultivos para confirmação de células 

probióticas viáveis. Um grama de cada ração triturada foi diluído em 10 mL de solução salina estéril 

(0,5%). Em triplicata, usando o meio YGC (yeast growth cloramphenicol), foi cultivado o inoculo de 

cada concentração, então incubados por 48 horas em estufa a 38ºC. Após o cultivo efetuou-se a 

contagem, juntamente com sua identificação morfológica e tintoriais, conforme Quinn et al. (1994). 

 

Teste de desafio 

 

Os peixes foram desafiados após quatro semanas experimentais, por via intramuscular latero-

dorsal direita, um preparado de inóculo bacteriano, A. hydrophila com diluição em solução salina 

estéril na concentração de 107 UFC mL-1 (0,2 mL animal-1), padronizada em espectrofotometria. Após 

a inoculação, os animais foram mantidos em observação por 15 dias. Os peixes mortos foram 

utilizados para re-isolamento bacteriano, por meio do cultivo do rim em meio TSA (Trypticase soy 

Agar). 

 

Mensurações e análises experimentais 

 

Os parâmetros físico químicos da água foram aferidos diariamente, quanto a temperatura, 

condutividade elétrica e pH da água dos aquários experimentais (medidor multiparâmetros modelo HI 

9828, HANNA Instruments).  

No dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da água dos aquários em meio TSA, a fim 

de verificar a qualidade microbiológica quanto à presença de A. hydrophila no ambiente.  



66 

 

Ao final do período experimental, depois de anestesiados com benzocaína (100 mg L-1) e 

eutanasiados por secção medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e medidos 

para a determinação dos parâmetros de desempenho e carcaça. Dois peixes de cada unidade 

experimental tiveram o seu fígado extraído para a determinação do índice hepatossomático (IHS), 

[(peso do fígado/ peso corporal)x100]. Além disso, fragmentos de tecido hepático e intestinal foram 

enviados para processamento e análise histológica, conforme descrito abaixo. 

Foram avaliadas as mudanças induzidas pelo tipo de aditivo alimentar sobre a microbioma 

intestinal, por meio de técnicas de biologia molecular DGGE e alguns parâmetros imunes não 

específicos, como a atividade da lisozima seguindo metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et 

al. (1993). 

 

Análises PCR-DGGE 

 

O DNA das bactérias presentes no intestino dos peixes antes e após o desafio sanitário, 

submetidos a dietas contendo ou não S. cerevisiae foi extraído seguindo a metodologia de Purohit e 

Singh (2009) com algumas modificações; com protocolo baseado na utilização de clorofórmio e álcool 

isoamílico e utilizado em Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 10 μl de TopTaq 

Master Mix (Qiagen®), 0,5 μM de cada primer universal para bactérias com grampo GC e 80 ng de 

DNA em um volume final de 50 μL. Os ciclos de amplificação constaram de uma desnaturação inicial 

de 95°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação a 92°C por 60 segundos, anelamento a 

55°C por 60 segundos e extensão a 72° C por 60 segundos. Ao final ocorreu uma extensão 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 análise de 

diversidade de bactérias.  

 

Atividade da lisozima 

 

A análise do parâmetro imune não específico da atividade da lisozima dos animais 

sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et al. (1993), 

com pequenas modificações. O sangue foi centrifugado (2.000 g por 15 minutos) e o soro obtido foi 

mantido a -20ºC. O nível de lisozima foi medido por ensaio turbidimétrico, utilizando lisozima 

liofilizada (2mg mL-1) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como padrão.  Para 

determinação da curva de calibração foram adicionadas diferentes concentrações de solução de 

lisozima diluída 1.000X até a obtenção das concentrações de 50, 100, 150, 200, 250 e 300 ηg e o 

volume completado para 150µl com tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), sendo também 

adicionado 150µl da suspensão de Micrococus lysodeikticus (0,2mg ml-1), em tampão fosfato de sódio 

(0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 300µl. Como controle foi utilizado o tampão fosfato 
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(300µl). A redução da densidade óptica (OD) em 620ηm foi avaliada entre o tempo zero e 6 minutos a 

26ºC e a curva de calibração para lisozima foi obtida considerando os valores da redução da OD para 

cada concentração versus a concentração de lisozima em um volume final de 300µl. 

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56ºC por 30 minutos) 

para inativar as proteínas do sistema complemento e para certificar que a lise do M. lysodeikticus foi 

ocasionada exclusivamente por ação da lisozima. Em microplacas de ELISA, foram adicionados 10 

µL de soro, 140 µL de tampão fosfato de sódio e 150 ul de suspensão M. lysodeikticus (0,2 mg mL-1) 

para completar 300 µL de volume final. Logo após, a absorbância foi medida em leitora de placa de 

ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620 nm no tempo zero, e então foram incubadas durante seis 

minutos em estufa à 26ºC. Uma amostra em branco foi preparada utilizando tampão de fosfato de 

sódio (300 µL). Diferença entre a turbidez inicial e final (densidade óptica (OD) de redução) foi 

medida entre o tempo zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores 

de redução de OD para cada volume da amostra (300µl). A equação de regressão linear da curva de 

calibração de lisozima foi utilizada para determinar os níveis de lisozima no soro (μg mL-1) dos peixes.  

 

Análise estatística 

 

Depois de avaliados todos os parâmetros propostos, calculados os valores de desempenho, 

lisozima, IHS, sobrevivência, bem como os parâmetros físico-químicos da água, estes foram 

submetidos análise de variância (One-way ANOVA). O pressuposto de homogeneidade foi verificado 

pelo teste Levene. Caso verificado diferença significativa (p<0,05) realizou-se o teste Tukey para 

variâncias homogêneas e foram propostos modelos de regressão para avaliar o desempenho dos 

alevinos de tilápias do Nilo, submetidos às rações contendo níveis crescentes da levedura S. 

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

 

Resultados  

 

Água dos aquários e cultivo bacteriano  

 

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade elétrica, 

matutina e vespertina foram 21,25 ± 0,12º C e 23,77 ± 0,32º C; 7,70 ± 0,04 e 7,76 ± 0,08; 6,44 ± 0,16 

e 6,76 ± 0,04 mg L-1; 74,3 ± 0,003 e 78,5 ± 0,004 µSm cm-1, respectivamente. Não houve variação dos 

referidos parâmetros entre os tratamentos. 

Foi confirmado a higidez da água dos aquários, em seu cultivo, não houve crescimento 

significativo de bactérias e nem a presença de Aeromonas spp. A partir do cultivo feito em meio TSA 

(Trypticase soy Agar) do rim e lesões ulcerativas dos peixes mortos em função do desafio, houve 
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crescimento de colônias bacterianas de gênero Aeromonas. Passados duas semanas do desafio, o 

cultivo do rim foi realizado e não foi observado crescimento significativo de colônias.  

Após o desafio com A. hydrophila, os peixes apresentaram perda de equilíbrio, movimentos 

respiratórios lentos e ascite, além da ocorrerência de mortalidade. Sinais clínicos também encontrados 

corresponderam à erosão de nadadeiras e perdas de escamas, lesões ulcerativas, principalmente nas 

proximidades do local de inoculação e músculo caudal, além de exoftalmia.  

 

 

Crescimento, conversão alimentar, eficiência alimentar e fator de condição corporal  

 

Os efeitos de tratamentos de dieta sobre o desempenho de crescimento da tilápia do Nilo estão 

apresentados na Tabela 2. As médias de peso inicial, peso final, ganho de peso e fator de condição 

corporal (FCC) não apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos em função do aumento 

dos níveis de S. cerevisiae (P>0,05) nas rações.  

A conversão alimentar aparente (CAA) e a eficiência alimentar (EA) não apresentaram 

modelo significativo (p>0,05) na regressão (Figura 1 e 2). Todavia, a partir da equação foi possível 

identificar o ponto de mínima para a CAA de 6,07x108 UFC kg-1 e máxima para a EA de 6,06x108 

UFC kg-1.  

No teste de médias (Tabela 2), a EA no grupo alimentados com 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae 

apresentaram um aumentado significativo (p<0,05) em comparação ao controle e o tratamento 2, não 

diferindo do tratamento 4. A CAA também apresentou uma melhora significativa (p<0,05) comparado 

ao controle e tratamento 2. 

 

Características e rendimento de carcaça 

 

 Os valores médios de características e rendimento de carcaça dos alevinos de tilápia do Nilo 

submetidos às rações contendo níveis crescentes de S. cerevisiae desafiados com A. hydrophila 

encontram-se na Tabela 3. O comprimento total, largura, altura, rendimento de carcaça com e sem 

cabeça e o consumo total de ração não apresentaram diferenças significativas (P>0,05) em função dos 

tratamentos.  

O comprimento padrão apresentou uma melhora significativa (P<0,05) no tratamento 3 em 

comparação ao grupo controle (Tabela 4).  Para esse parâmetro também  não foi encontrado modelo 

significativo (p>0,05) na regressão (Figura 3), embora, foi possível identificar o ponto máxima pela 

equação de 5,66x108 UFC kg-1.  
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Sobrevivência, índice hepatossomático, lisozima e PCR-DGGE 

 

Todas as unidades experimentais durante o período antecedente ao desafio sanitário 

permaneceram com  100% de sobrevivência. Após o desafio com A. hydrophila, a percentagem de 

sobrevivência (Tabela 4) foi maior no tratamento 3, mas não apresentou diferença significatica 

(P>0,05). Os valores médios de índice hepatossomático e lisozima sérica do sangue também não 

apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos (P>0,05) em função da S. cerevisiae. 

A curva de calibração de lisozima apresentou alta correlação linear (r2 = 0,978) entre 50 e   

300 ηg de lisozima por microlitro. 

A Figura 4 refere-se ao perfil da microbiota intestinal das tilápias, alimentadas ou não com 

dietas probióticas antes e após o desafio com A. hydrophila. A partir da análise do PCR-DGGE foi 

possível observar que antes do desafio (Figura 4a), os tratamentos submetidos as dietas contendo S. 

cerevisiae apresentaram uma maior diversidade microbiana em comparação ao grupo controle; após o 

desafio com A. hydrophila (Figura 4b), observou-se que o grupo submetido a dieta contendo        

8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae se destacou com a maior diversidade, enquanto que os demais 

tratamentos se apresentaram semelhantes (Figura 4b). 

  

 

Discussão 

 

O desempenho dos peixes foi avaliado após 30 dias de alimentação com dietas contendo doses 

crescentes do probiótico S. cerevisiae. Foram observadas diferenças significativas favoráveis entre os 

tratamentos testes e o grupo controle para a conversão alimentar, eficiência alimentar e comprimento 

padrão. Pelo teste de médias, o tratamento 3 (6x108 UFC kg-1) se destacou com os melhores valores 

em comparação ao controle. Verificados por meio da equação de regressão que determinou a dose 

6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae melhor resposta em função dos tratamentos. Abdel-Tawwab (2012), a 

partir do fornecimento de doses crescentes (0-5 g kg ração-1) de S. cerevisiae demonstraram que o 

melhor tratamento para o crescimento da tilápia do Nilo foi de 2,0 g kg de ração-1. Efeitos positivos no 

crescimento podem ser atribuídos à assimilação de nutrientes na dieta, como exemplo, um aumento na 

disponibilidade de substratos metabólicos 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 

alimentação probiótica para tilápias, obtiveram uma melhora no crescimento e eficiência alimentar, 

sugerindo que S. cerevisiae promove o crescimento adequado na criação de tilápias. Waché et al. 

(2006) em trutas encontraram uma melhor digestibilidade dos nutrientes e De Schrijver e Ollevier 

(2000) relataram um efeito positivo sobre digestão de proteínas.  
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O experimento foi realizado em uma temperatura inferior ao considerado como de conforto 

térmico para a tilápia do Nilo (KUBITZA, 2003), sendo esta um fator de estresse. Prejuízos no 

crescimento e eficiência alimentar podem ocorrer com baixas temperaturas da água (EL-SAYED, 

2006). Esse efeito foi observado na presente pesquisa, relativos aos valores elevados da conversão 

alimentar e reduzido crescimento dos peixes experimentais. Fora da sua homeostase, os animais 

tornam-se ainda mais vulneráveis às enfermidades (SUN et al., 1992; JUSTI et al., 2005). São nessas 

oportunidades que bactérias como A. hydrophila apresentam maior atividade (JANDA; ABBOTT, 

2010). Notoriamente, na atual pesquisa, a mortalidade após a inoculação de A. hydrophila foi elevada 

(77%). Numericamente, a sobrevivência no tratamento controle foi menor, embora não houvesse 

proteção contra a bactéria em função do alimento funcional fornecido, fato este confirmado também 

pela ausência de significância estatística para a lisozima sérica entre os tratamentos. Os achados de 

Abdel-Tawwab et al. (2008) e Abdel-Tawwab (2012) após 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 níveis de levedura na ração. Lara-Flores et al. (2003) propondo uma 

elevada densidade de cultivo como fator de estresse experimental, também verificaram redução 

significativa na sobrevivência no grupo controle em comparação aos grupos que recebiam probiótico 

na ração, o que difere do observado no presente estudo. Por outro lado, no presente experimento, foi 

verificada atenuação dos efeitos do estresse térmico após a alimentação com S. cerevisiae (6x108 UFC 

kg-1) indicada pelos parâmetros de desenvolvimento superiores em relação ao grupo controle, sendo 

essa mesma dose o ponto de superioridade encontrado nas equações de regressão.  

Também não foram observadas diferenças 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 necessário um maior tempo experimental para avaliação destes 

parâmetros. Ramos et al. (2013) verificaram em seu trabalho com truta arco-íris (Oncorhynchus 

mykiss), que dietas probióticas produziram efeito positivo apenas após 56 dias de alimentação.  

Na presente pesquisa foi possível observar ainda pelo PCR-DGGR, mudanças induzidas pelo 

aditivo alimentar sobre o microbioma intestinal. Os peixes que consumiram na dieta o probiótico S. 

cerevisiae, tiveram uma maior diversidade microbiana em comparação ao grupo controle, visto pelo 

maior número de bandas no gel. Os probióticos podem contribuir para um maior equilíbrio do 

microbioma intestinal dos peixes, garantindo assim, uma maior diversidade taxonômica e funcional 

(CRUZ et al., 2012), auxiliando positivamente para a melhora do desempenho.  

O tratamento 4 (8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae), referente à maior dose do probiótico utilizado, 

por meio da regressão foi possível observar uma tendência 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−1 comparados a 1,5 g kg−1 de uma multimistura de probióticos. Os mesmos autores apontaram 

ainda uma menor diversidade no microbioma dos peixes experimentais. Hipóteses têm 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 possível verificar ainda que o 

tratamento 4, após o desafio com A. hydrophila, diferente dos demais grupos, apresentou uma maior 

diversidade microbiana, o que nos leva a crer, em função da queda no seu desempenho, que o trato 

gastrointestinal estaria colonizado por bactérias consideradas não benéficas.   O fato em evidência a 

necessidade de encontrar o limite do aditivo probiótico a ser fornecido sem trazer prejuízos no 

metabolismo e/ou resistência ao estresse e enfermidades, uma vez que doses muito baixas também não 

são 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 probióticos, sugerem 

que a adição da S. cerevisiae melhorou a utilização do alimento, mesmo sob condições de estresse.  

 

 

Conclusões  

 

O probiótico (S. cerevisiae) testado provoca mudanças no microbioma intestinal da tilápia do 

Nilo, contribuindo para uma melhor diversidade até o nível de 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae, assim 

como provoca efeitos positivos sobre o desempenho dos mesmos, indicando seu potencial uso na 

alimentação de peixes. 
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Tabelas e figuras 

 

Tabela 1. Composição das rações experimentais3 

Ingredientes1 Saccharomyces cerevisiae UFC. Kg ração-1 

0 4x108 6x108 8x108 

Farelo de soja 70,79 70,79 70,79 70,79 

Milho 16,70 16,70 16,70 16,70 

Óleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00 

Fosfato bicálcico 2,80 2,80 2,80 2,80 

Calcário calcítico 0,20 0,20 0,20 0,20 

Saccharomyces 

cerevisiae g.kg-1 

0,00 4,0 6,0 8,0 

Suplemento mineral e 

vitamínico2 

4,00 4,00 4,00 4,00 

Sal 0,50 0,50 0,50 0,50 

Butil hidroxi tolueno 

(BHT) 

0,01 0,01 0,01 0,01 

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 

1 De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Níveis 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; Ác. Fólico, 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). 
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Tabela 2. Valores médios dos parâmetros de desempenho, conversão alimentar aparente (CAA), 

eficiência alimentar (EA) e fator de condição corporal (FCC) dos alevinos de tilápias do Nilo 

submetidos a ração contendo níveis crescentes do probiótico S. cerevisiae. 

Parâmetros  Tratamentos1 P* 

1 2 3 4 

Peso inicial (g) 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±0,23b 2,26 ±0,19b 1,95±0,11a 2,18±0,03ab 0,01 

EA 0,43±0,04b 0,44±0,04b 0,51±0,03a 0,46±0,01ab 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 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo 

ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 

6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-

1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila 

 

Figura 1. Conversão alimentar aparente dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos à rações contendo 

níveis crescentes do probiótico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com 

A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila 
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Figura 2. Eficiência alimentar dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos à rações contendo níveis 

crescentes do probiótico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Valores médios de características e rendimento de carcaça dos alevinos de tilápia do Nilo 

alimentados S. cerevisiae. 

Parâmetros  Tratamentos3 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 padrão (cm) 7,54±0,19b 7,65±0,14ab 7,93±0,24a 7,66 ±0,08ab 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 

RCC1 13,88±0,75 13,68±1,48 14,10±2,23 13,51±1,61 0,94 

RC2 10,22±0,79 10,23±1,15 10,47±1,75 10,19±1,32 0,99 

Consumo de ração (g) 8,99±0,37 9,19±0,14 9,44±0,25 9,21±0,08 0,06 

1Rendimento de carcaça com cabeça; 2Rendimento de carcaça sem cabeça; 3índice hepatosomático; *P = P-valor; 

1 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 

4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 6x108 UFC kg-

1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae 

inoculados com A. hydrophila. 
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Tabela 4. Valores médios de sobrevivência, índice hepatossomático (IHS) e lisozima dos alevinos de 

tilápias do Nilo submetidos a ração contendo S. cerevisiae desafiados com A. hydrophila 

Parâmetros  Tratamentos1 P* 

1 2 3 4 

Sobrevivência (%) 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 (µg/mL)  1,76±0,75 1,67±0,68 2,00±0,31 1,64±0,52 0,77 

*P = P-valor; 1 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo 

ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 

6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-

1 S. cerevisiae inoculados com A. hydrophila. 

 

 

Figura 3. Comprimento padrão dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos à rações contendo níveis 

crescentes do probiótico S. cerevisiae: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 6x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-1 S. cerevisiae inoculados com A. 

hydrophila 
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Figura 4. Análise de PCR-DGGE do intestino dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos à rações 

contendo níveis crescentes do probiótico S. cerevisiae (a) antes do desafio, (b) após o desafio: (M) 

marcador molecular; (T1.1) grupo recebendo ração testemunha; (T1.2) grupo recebendo ração 

testemunha e inoculados com A. hydrophila; (T2) grupo recebendo ração contendo 4x108 UFC kg-1 S. 

cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (T3) grupo recebendo ração contendo 6x108 UFC kg-1 S. 

cerevisiae inoculados com A. hydrophila; (T4) grupo recebendo ração contendo 8x108 UFC kg-1 S. 

cerevisiae inoculados com A. hydrophila 
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Produtos naturais como alimentos funcionais para a tilápia do Nilo desafiadas com 

Aeromonas hydrophila 

Natural products as functional foods for Nile tilapia challenged with  

Aeromonas hydrophila (em inglês) 

 

Samira Teixeira Leal de OliveiraI, Sília Maria de Negreiros SousaII, Valdenice Félix da 

SilvaIII, Gisele Veneroni-GouveiaIV, Mateus Matiuzzi da CostaIV 

 

RESUMO 

Alimentos funcionais empregam ingredientes cuja finalidade não é necessariamente  

suprir uma eventual carência nutricional, mas sim oferecer benefícios à saúde dos seres 

humanos e animais. Nesse contexto, o presente trabalho objetivou investigar o uso de óleo 

essencial de orégano (OEO) e extrato etanólico de própolis (EEP) como alimentos funcionais 

para tilápias do Nilo desafiadas com Aeromonas hydrophila. Foram utilizados alevinos 

(7,67±0,86 g de peso médio inicial), aparentemente saudáveis, selecionados e distribuídos em 

aquários contendo 60 L, com boa qualidade de água. Os tratamentos propostos constituíram 

do uso dos ingredientes nas rações: EEP na quantidade de 2.22 g kg ração-1 (tratamento 2), 

OEO 0,5 % Kg ração-1 (tratamento 3) e uma ração testemunha (tratamento 1), com sete 

repetições. Após 30 dias de alimentação, os animais foram submetidos ao desafio e 

observados por 15 dias. Os animais foram avaliados quanto aos parâmetros de desempenho, 

além do microbioma intestinal por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturação 

(DGGE). No crescimento, a altura, largura e rendimento de carcaça o OEO foi superior ao 

grupo controle (p<0,05). O mesmo comportamento ocorreu para a conversão alimentar 

aparente e a eficiência alimentar (p<0,05). No peso final, ganho de peso e fator de condição 
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corporal, os grupos com alimento funcional foram iguais e superiores ao controle. Não houve 

influência do OEO e EEP nos níveis séricos de lisozima e na sobrevivência após desafio, 

enquanto que na análise do PCR-DGGE, observou-se que os animais tratados apresentaram a 

maior diversidade microbiana quando comparados ao controle. Os dois aditivos naturais não 

mostraram efeito na imunidade, contudo, causaram efeito como promotores de crescimento e 

sobre o microbioma intestinal.  

Palavras chave: aditivos alimentares, própolis, 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-1 diet (treatment 2), 

0.5% OEO kg feed-1 (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 

 

INTRODUÇÃO 

 

A produção piscícola nacional apresentou um crescimento total de 15,7%, nos ultimos 

anos, alcançando 1.240.813 toneladas em 2009, das quais 39% (132 mil toneladas/ano) foi 

proveniente da tilapicultura (MPA, 2010). O país apresenta este crescimento na produção de 

tilápias (Oreochromis niloticus), devido ao clima propício, disponibilidade de água 

continental e por apresentar demanda de comércio nas diferentes regiões.  Apesar disso, ainda 

há necessidade de maior exploração cientifica da espécie quando comparamos aos avanços 

tecnológicos para produção de ruminantes, suínos e aves (FRACALOSSI & CYRINO 2012).  

Para atender os índices de crescimento e expansão da tilapicultura brasileira, torna-se 

necessáro o emprego de práticas produtivas que venham suprir a demanda por proles em 

quantidade e com qualidade (TSADIK & BART, 2007). Sendo assim, o sistema de produção 

intensiva é o mais comum. Junto a este sistema, surgem os problemas de enfermidades 

principalmente ocasionados por Aeromonas spp. que afetam significativamente a produção 

(COSTA, 2003). 

O uso de antibióticos para prevenção e tratamento das bacterioses é uma prática 

existente, pois também, atuam como promotores de crescimento. Porém tem gerado uma 

preocupação devido ao aparecimento de bactérias resistentes a tais compostos, pois a 

possibilidade da transferência dos genes de resistência a outras que nunca foram expostas a tal 



84 

 

antibiótico (FAO, 2010). Este fato pode afetar diretamente a saúde dos animais e seres 

humanos (CITARASU, 2010). Com isso é limitado o uso de antibactericida no tratamento de 

peixes, além de existir poucos fármacos antimicrobianos de escolha para aquicultura 

(GUARDABASSI, 2010). 

 Buscando alternativas para substituir o uso de antibióticos na produção animal, alguns 

autores estão usando produtos naturais, dentre eles a própolis e os óleos essenciais. A própolis 

é um produto apícola e dele retirado o extrato etanólico da própolis, ambos conhecidos pelos 

seus efeitos benéficos garantidos pela presença de flavonóides, compostos fenólicos 

provenientes de plantas, que agem em diferentes processos fisiológicos, e exercem função 

antimicrobiana (BARBOSA et al., 2009). A atividade antimicrobiana também é encontrada 

em alguns óleos essenciais, dentre estes, o orégano (Origanum vulgare) (BUSATTA et al., 

2007; EKREN et al., 2013). 

Alguns autores mostram que o uso da própolis é recomendado como antioxidante 

(TALAS E GULHAN, 2009), anti-inflamatório, 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). Não diferente, o óleo 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 óleo essencial de 

orégano e extrato etanólico de própolis como alimento funcional frente a infecção por A. 

hydrophila, na alimentação de alevinos de tilápia do Nilo. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Local de execução 
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Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia e Imunologia 

Animal do Campus Ciências Agrárias, localizado na Fazenda experimental da Universidade 

Federal do Vale do São Francisco – UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 – Lote 

543 – Projeto de Irrigação Senador Nilo Coelho, s/nº “C1”, Petrolina-PE. 

O presente experimento foi conduzido conforme protocolo nº 0006/160812, aprovado 

pela Comição de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco 

- CEUA/UNIVASF, de janeiro de 2013. 

Isolados bacterianos 

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacamã (Lophiosilurus 

alexandri), provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e Aquicultura (CIRPA) 

de Bebedouro/PE. Este isolado foi previamente identificado por meio de suas características 

morfológicas, tintoriais e bioquímicas, conforme Quinn et al. (1994) e, por meio da PCR para 

confirmação de gênero e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). 

Fatores de virulência também foi caracterizado, sendo positivo para os genes Lipase (SEN, 

2005), Elastase (CASCÓN et al., 2000) e o gene Fla (SANTOS et al., 2010). 

Condições experimentais 

Alevinos de tilápia do Nilo revertidos foram obtidos do CIRPA de Petrolina –PE. Os 

peixes foram aclimatados em tanque de 1000 L com aeração 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 distribuídos em 21 aquários 

contendo 60 L de volume útil com peso médio inicial de 7,68 ± 0,08g.  A unidade 

experimental, foi considerada um aquário contendo 6 alevinos.   

Os tratamentos, visando testar os aditivos naturais, foram constituídos de grupos que 

receberam o extrato etanólico de própolis (EEP) na quantidade de 2,22 g kg ração-1 

(MEURER et al., 2009), o óleo essencial de orégano (OEO) 0,5 % Kg ração-1 (5 g Kg ração-1) 
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e uma ração testemunha, com sete repetições. Desafiados com A. hydrophila. O regime 

alimentar proposto foi mantido até o final do período experimental, com duração de 45 dias. 

A água dos aquários foi diariamente sifonada, uma vez pela manhã (7h00) e outra à 

tarde (16h00), com a remoção de cerca de 40%. Também foram retirados materiais fecais e 

eventuais restos de ração, controlando assim a qualidade. Semanalmente foi realizada uma 

limpeza interna das paredes dos aquários, para o controle de crescimento de perifítons.  Os 

aquários possuíam aeração constante, por meio de pedras microporosas ligadas a 

minicompressores de ar.  

Rações 

Três dietas foram confeccionadas, contendo 30% de proteína digestível e 3.000 kcal de 

energia digestível. Kg de ração-1  (Tabela 1), composição e percentual das dietas de acordo 

com COSTA et al. (2013). Para a sua fabricação os alimentos foram moídos em peneira de     

1 mm, posteriormente foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e os 

peletes secos em estufa de ventilação forçada por 24 horas a 45º C. Os alimentos funcionais 

foram previamente misturados ao óleo de soja e então misturado aos demais ingredientes. 

Quando secos, foram quebrados e assim, adequado o tamanho do pelete à boca dos alevinos, 

então armazenadas em freezer a -20º C. 

O manejo alimentar preconizado foi de um arraçoamento feito três vezes ao dia às 

8h00, 12h00 e 17h00, em um nível de 8% do peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as 

unidades experimentais foram pesadas para a adequação da quantidade de ração fornecida. 

Óleo essencial de orégano 

Foi utilizado o óleo essencial de orégano (OEA) comercial (QUINARÍ), de coloração 

marrom-avermelhada, extraído pelo método de destilação por arraste a vapor da erva florida 

da planta. Apresenta como componente majoritário o carvacrol (65% no mínimo) segundo o 

fabricante e, de acordo com os achados por VIANA, 2013 em análise em CG-EM do mesmo 
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óleo, entre os fitoconstituíntes, o carvacrol apresentou-se como majoritário do óleo 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 o mesmo fabricante. 

Extrato de própolis 

Foi utilizado no experimento um extrato etanólico de própolis comercial, composto de 

própolis diluída em álcool neutro grau alimentício e água purificada, proveniente do Estado 

de São Paulo. O extrato foi submetido à caracterização fitoquímica, a fim de garantir os teores 

dos compostos fenólicos totais e flavonoides totais na amostra, constando de 126,22 mg 

(12,62%), equivalente de ácido gálico por grama de extrato de própolis, e de 51,06 mg 

(5,10%) equivalente de quercetina por grama de extrato de própolis (AMARANTE, 2011). 

Teste de desafio 

Após quatro semanas de alimentação, os peixes foram desafiados por meio de um 

preparado de inóculo bacteriano (A. hydrophila.) com diluição em solução salina estéril a 

concentração de 107 UFC/mL, padronizada em espectrofotometria. Essa solução foi injetada 

via intramuscular, latero-dorsal direita, em cada peixe experimental, foi aplicada na proporção 

de 0,2 mL animal-1, no tratamento testemunha. Após a inoculação os animais foram mantidos 

em observação por 15 dias. Os peixes mortos foram utilizado para re-isolamento bacteriano. 

Mensurações e análises experimentais 

Os parâmetros físico químicos da água, foram aferidos diariamente, quanto a 

concentração de oxigênio, temperatura, condutividade elétrica e pH da água dos aquários 

experimentais (medidor multiparâmetros modelo HI 9828, HANNA Instruments).  

Dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da água dos aquários em meio TSA, a 

fim de verificar a qualidade microbiológica quanto à presença de Aeromonas spp. no 

ambiente.  
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Ao final do período experimental, depois de anestesiados com benzocaína (100mg/L) 

e eutanasiados por secção medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e 

medidos para a determinação dos parâmetros de desempenho e carcaça. Dois peixes de cada 

unidade experimental tiveram o seu fígado extraído para a determinação do índice 

hepatossomático (IHS), [(peso do fígado/ peso corporal)x100] e de um deles foi feito cultivo 

bacteriano do rim em meio ágar Triptona de Soja (TSA).  

Foram avaliadas as mudanças induzidas pelo tipo de aditivo alimentar sobre a 

microbiota intestinal, por meio da eletroforese em gel com gradiente de desnaturação 

(DGGE); e alguns parâmetros imunes não específicos, como a atividade da lisozima seguindo 

metodologia descrita por ELLIS (1990) e OBACH et al. (1993). 

Análises PCR-DGGE 

O DNA das bactérias presentes no intestino dos peixes submetidos às essas dietas foi 

extraído seguindo a metodologia de PUROHIT e SINGH (2009) com algumas modificações; 

com protocolo baseado na utilização de clorofórmio e álcool isoamílico e utilizado em 

Reações em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se 10 μl de TopTaq Master Mix 

(Qiagen®), 0,5 μM de cada primer universal para bactérias com grampo GC e 80 ng de DNA 

em um volume final de 50 μL. Os ciclos de amplificação constaram de uma desnaturação 

inicial de 95° C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação a 92° C por 60 

segundos, anelamento a 55° C por 60 segundos e extensão a 72° C por 60 segundos. Ao final 

ocorreu uma extensão 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 análise de diversidade de bactérias. 

Atividade da lisozima 

A análise do parâmetro imune não específico 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 modificações. O sangue foi centrifugado (2.000 g/15 min) e o 

soro obtido foi mantido a -20ºC. O nível de lisozima foi medida por ensaio turbidimétrico, 

utilizando lisozima liofilizada (2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) 

como padrão.  Para determinação da curva de calibração foram adicionadas diferentes 

concentrações de solução de lisozima diluída 1.000X até a obtenção das concentrações de 50, 

100, 150, 200, 250 e 300 ηg e o volume completado para 150µl com tampão fosfato de sódio 

(0,05 M; pH 6,2), sendo também adicionado 150µl da suspensão de Micrococus lysodeikticus 

(0,2mg/ml), em tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 

300µl. Como controle foi utilizado o tampão fosfato (300µl). A redução da densidade óptica 

(OD) em 620ηm foi avaliada entre o tempo zero e seis minutos a 26ºC e a curva de calibração 

para lisozima foi obtida considerando os valores da redução da OD para cada concentração 

versus a concentração de lisozima em um volume final de 300µl. 

 Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56ºC por 30 

minutos) para inativar as proteínas do sistema complemento e para certificar que a lise do     

M. lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por ação da lisozima. Em microplacas de 

ELISA, foram adicionados 10 µL de soro, 140 µL de tampão fosfato de sódio e 150 ul de 

suspensão M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) para completar 300 µL de volume final. Logo após, 

a absorbância foi medida em leitora de placa de ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620 

nm no tempo zero, e então foram incubadas durante seis minutos em estufa à 26º C. Uma 

amostra em branco foi preparada utilizando tampão de fosfato de sódio (300 µL). Diferença 

entre a turbidez inicial e final (densidade óptica (OD) de redução) foi medida entre o tempo 

zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de redução de 

OD para cada volume da amostra (300µl). A equação de regressão linear da curva de 

calibração de lisozima foi utilizada para determinar os níveis de lisozima no soro (μg/mL) dos 

peixes.  
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Análise estatística 

Depois de avaliados todos os parâmetros propostos, calculados os valores de 

desempenho, sobrevivência, bem como os parâmetros físico-químicos da água, estes foram 

submetidos análise de variância (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 

Água dos aquários e cultivo bacteriano  

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade 

elétrica, matutina e vespertina foram 27,50 ± 0,04º C e 28,11 ± 0,07º C; 6,87 ± 0,03 e 6,64 ± 

0,05; 6,68 ± 0,06 e 6,25 ± 0,06 mg/L; 67,68 ± 0,03 e 86,10 ± 0,07 µSm/cm, respectivamente. 

Não houve variação dos referidos parâmetros entre os tratamentos. Confirmou-se a higienidez 

da água, não havendo crescimento de Aeromonas spp. no seu cultivo. Transcorridos 15 dias 

de inoculação, também não foram observados crescimento de colônias do cultivo do rim dos 

peixes sobreviventes ao desafio. Houve crescimento de colônias bacterianas de gênero 

Aeromonas, a partir do cultivo feito do rim e lesões ulcerativas dos peixes mortos em função 

do desafio.  

Diversos sinais clínicos também foram observados em função do desafio com            

A. hydrophila, sendo eles erosão de nadadeiras e perdas de escamas, lesões ulcerativas, 

principalmente nas proximidades do local de inoculação e músculo caudal, além de 

exoftalmia. Os sinais clínicos que também precederam a morte de animais infectados foram 

perda de equilíbrio, movimentos respiratórios lentos e ascite.  

Características e rendimento de carcaça 
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O peso médio inicial dos alevinos utilizados no experimento foi estatisticamente 

semelhante (P>0,05) entre os tratamentos. Nas características corporais e rendimento de 

carcaça, os peixes alimentados com a dieta controle apresentaram menores médias em 

comparação aos demais tratamentos. O comprimento total, o comprimento padrão e o 

rendimento de carcaça com cabeça e consumo de ração (Tabela 2) não apresentaram diferença 

significativa (P>0,05).  

Em contrapartida, a altura, largura e rendimento de carcaça sem cabeça, apresentados 

na Figura 1, o tratamento referente ao óleo essencial de orégano foi estatisticamente superior 

(P<0,05) ao controle. O grupo que recebeu extrato etanólico de própolis não apresentou 

diferença significativa para estes parâmetros.  A suplementação independente do aditivo 

melhorou significativamente (P<0,05) o fator de condição corporal (Figura 1), diferenciando 

apenas do controle.  

Crescimento, conversão alimentar e eficiência alimentar  

A suplementação com os aditivos afetou estatisticamente os parâmetros de 

desempenho dos alevinos de tilápia do Nilo submetidos à ração 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 comparação ao controle, não havendo diferença 

entre os tratados.  

Diferença significativa (P<0,05) também foi observada na conversão alimentar 

aparente e na eficiência alimentar (Figura 2), entre o grupo que recebeu o OEO na ração e o 

grupo controle, apresentando o T3 melhores índices, o mesmo não ocorreu com o T2.  

Sobrevivência, índice hepatossomático, lisozima e PCR-DGGE 

A sobrevivência, o índice hepatossomático e lisozima sérica do sangue dos alevinos de 

tilápias do Nilo antes e após o desafio, submetidos à ração contendo aditivos naturais e 
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inoculação de A. hydrophila estão representados na Tabela 3. Para essas variáveis não foi 

encontrado diferenças significativas entre os tratamentos (P>0,05).  

A curva de calibração de lisozima apresentou alta correlação linear (r2 = 0,978) entre 

50 e 300 ηg de lisozima por microlitro. 

A Figura 3 refere-se ao perfil da microbiota intestinal das tilápias, alimentadas ou não 

com dietas contendo alimentos funcionais. A partir da análise de DGGE foi possível 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. 

 

DISCUSSÃO 

De acordo com as análises de qualidade físico-química da água dos aquários, os 

valores médios dos parâmetros de pH, oxigênio dissolvido, condutividade elétrica e 

temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro dos limites adequados para a 

espécie (KUBITZA, 2003). 

Mediante aos resultados encontrados é possível constatar que, os 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 condição corporal comparados aos 

animais que não receberam o aditivo na dieta. Esse fato prova a vantagem do uso de alimentos 

funcionais inteiramente naturais, promovendo melhoras da utilização da ração, com respostas 

positivas ao desempenho, sem o risco de gerar problemas de contaminação ambiental e do 

produto final, além dos riscos de resistência bacteriana. 

Algumas características e o rendimento de carcaça apresentaram melhores índices para 

o OEO (5 g/kg ração-1) sendo este resultado corroborado pelas melhores taxas de crescimento, 
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conversão alimentar e eficiência 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 nível de 0,5 g/kg, o que pode ter sido causado pelo 

aumento da digestibilidade e facilidade de absorção dos nutrientes. Zheng et al., (2009) 

verificaram que a adição de 0,05% do óleo de orégano em dietas fornecidas por oito semanas 

para catfish de 50g podem controlar a microflora intestinal melhorando assim o desempenho 

do animal. 

Óleos essenciais como aditivos na alimentação animal, pouco foram estudados, 

principalmente para peixes. Em um estudo realizado com frangos de corte, foi possível 

verificar propriedades deste aditivo semelhantes aos encontrados na presente pesquisa 

relativos à promoção de crescimento (HONG et al., 2012). Já em ruminantes, não foi 

observado ganho peso quando alimentados com orégano seco (BAMPIDIS et al., 2005) ou 

com o próprio óleo, utilizado na alimentação de cordeiros (CANBOLAT E KARABULUT, 

2010). Os autores indicam que mesmos sem efeitos visíveis do orégano este pode ser utilizado 

em rações, já que possui efeitos benéficos em nível celular (BAKKALI et al., 2008). 

Acompanhado aos efeitos do OEO, o uso de 2,22 g de Extrato Etanólico de 

Propólis/kg de ração na presente pesquisa, mostrou-se eficiente para as taxas de desempenho 

das tilápias, 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 conversão alimentar mostraram 

significativos, assim como no estudo de AZZA e ABD-EL-RHMAN (2009) quando usou 

própolis em seu experimento. Outros estudos mostraram que o uso entre 0,1 – 0,4 g de 

EEP/kg de ração na alimentação de truta atuam com promotores de crescimento (DENG et al., 

2011), o fornecimento de 1% de EEP na ração para duas espécies de trutas por 50 semanas 

aumentou a velocidade de crescimento (VELOTTO et al., 2010). Em contrapartida 
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KASHKOOLI et al., (2011) não observaram variação no desempenho da truta arco-iris 

alimentadas com níveis crescentes de 0,5 a 9,0 g propolis/kg de ração durante nove semanas. 

Em codornas, DENLI et al., (2005) encontraram melhor ganho de peso com o fornecimento 

de própolis entre 0,5 a 1,5 g/kg a partir dos 15 dias de vida. A própolis contém certas 

vitaminas do complexo B e minerais essenciais que melhoram os cofatores digestivos e 

atividade enzimática. Estas propriedades podem contribuir para melhorar a digestão e 

absorção de nutrientes com um consequente aumento no peso dos peixes (AZZA e ABD-EL-

RHMAN, 2009). 

A mortalidade provocada por Aeromonas spp. em peixes são relacionadas 

principalmente com fatores predisponentes ambientais, tais como, lesões a pele, má qualidade 

de água, estresse térmico entre outros. Porém, quando as mesmas são isoladas a partir de 

peixes doentes, geralmente são mais virulentas, do que quando isolado a partir de água 

(PLUMB e HANSON, 2011), ocasionando os sinais clínicos severos como os observados 

neste experimento e reduzindo a taxa de sobrevivência. Não foram verificadas diferenças 

significativas relativas à sobrevivência, IHS e quanto aos valores de lisozima sérica em 

função do aditivo alimentar. Embora valores superiores destes parâmetros são vistos nos 

grupos tratados, assim como mudanças induzidas pelo aditivo alimentar sobre o microbioma 

intestinal, com destaques para o EEP, que também apresentaram uma maior diversidade 

microbiana na análise do PCR-DGGE. A composição de micro-organismos do intestino dos 

peixes, com uma maior diversidade taxonômica, pode influenciar na absorção de nutrientes 

pelo animal, afetando o crescimento e ganho de peso (BALCÁZAR et al., 2006 e 

MERRIFIELD et al., 2010), atuando positivamente para uma melhor imunidade, promovendo 

o bem-estar. Talvez um período de alimentação maior do que o ocorrido na referida pesquisa, 

esses efeitos imunológicos pudessem ser melhor evidenciados.   
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 Segundo VIUDA-MARTOS (2008), a própolis é utilizada pela medicina desde os 

tempos antigos, devido às muitas propriedades biológicas que possui, como antitumoral, 

antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatórios e entre outros. Para comparar o efeito de um 

antibiótico de largo espectro (ocitetraciclina) com o da própolis, YONAR et al. (2011) 

concluíram que a própolis é indicada como imunoestimulante para trutas. O EEP derivado da 

própolis bruta possui as mesmas funções, sendo utilizado em pesquisas com desafios. Além 

de melhorar o desempenho em peixes, o uso de EEP ativa o sistema imune de tilápias e 

protege contra infecção 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 sobrevivência foi devido a resposta imunitária da 

própolis contra a A. hydrophila (CHU, 2006). Foi observado por ZHANG et al. (2009), que 

em Myxocyprinus asiaticus a combinação entre a própolis e extrato de Herba epimedii 

aumentou a resposta imune contra Aeromonas spp.. Apesar de ter afetado negativamente na 

dieta de aves AÇIKGÖZ E ALTAN (2005) indicaram a realização de mais pesquisas com 

desafios sanitários utilizando a propolis, corroborando com DENLI et al. (2005) que 

mostraram que é uma alternativa importante para a produção de as codornas. Usar EEP na 

alimentação de peixes necessita de mais estudos sobre a especificidade de cada tipo de 

própolis (RAMOS e MIRANDA, 2007), porém TALAS e GULHAN (2009) informam que o 

uso de EEP prolonga as funções fisiológicas dos peixes devido à presença dos flavonoides 

nele existentes. 

Alguns autores mostram que o OEO tem potencial e é uma alternativa para uso, como 

aditivo natural, em substituição aos antibióticos utilizados em aves (HONG et al., 2012). Em 

organismos aquáticos, ARDÓ et al. (2008) encontraram resistência bactericida para tilápia do 

Nilo alimentadas com extrato de ervas chinesas. ZHENG et al. (2009), verificaram que a 

alimentação 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 

sobrevivência foram reforçadas.  

  

CONCLUSÕES  

Os dois aditivos naturais utilizados (extrato etanólico de própoli e óleo essencial de 

orégano) não 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. Composição das rações experimentais 

Ingredientes1 Alimentos funcionais Kg ração-1 

 Controle  2.22 g EEP 0,5 % OEO 

Farelo de soja 70,79 70,79 70,79 

Milho 16,70 16,70 16,70 

Óleo de soja 5,00 5,00 5,00 

Fosfato bicálcico 2,80 2,80 2,80 

Calcário calcítico 0,20 0,20 0,20 

Extrato etanólico de própolis 

(g kg ração-1) 

0.00 2,22 0,00 

Óleo essencial de orégano (%) 0,00 0,00 0,5 

Suplemento mineral e 

vitamínico2 

4,00 4,00 4,00 

Sal 0,50 0,50 0,50 

Butilhidroxitolueno (BHT) 0,01 0,01 0,01 

Total 100,00 100,00 100,00 

 

1 De acordo com ROSTAGNO et al. (2000); 2 Níveis 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; Ác. Fólico, 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 características e rendimento de carcaça dos alevinos de tilápia 

do Nilo submetidos às rações contendo aditivos naturais. 

Parâmetros Tratamentos3 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 padrão (cm) 8,53±0,27 8,71±0,27 8,81±0,24 0,16 

RCC1 13,81±1,26 15,19±1,70 16,04±1,79 0,05 

Consumo de ração (g) 22,50±2,22 24,38±0,89 23,23±2,43 0,22 

1Rendimento de carcaça com cabeça; *P = P-valor; 1 (1) grupo recebendo ração testemunha e 

inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 2,22 g de EEP kg ração-1 

inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados 

com A. hydrophila 

 

 

Tabela 3. Valores médios de sobrevivência, índice hepatossomático (IHS) e lisozima dos 

alevinos de tilápias do Nilo submetidos a ração contendo aditivos naturais. 

Parâmetros Tratamentos1 P* 

 1 2 3  

Sobrevivência (%) 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 (µg/mL) 1,02±0,34 1,55±0,62 1,29±0,63 0,22 

Lisozima pós (µg/mL) 0,83±0,56 1,45±0,59 1,10±0,58 0,16 

*P = P-valor; 1 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) 

grupo recebendo ração contendo 2,22 g de EEP kg ração-1 inoculados com A. hydrophila; (3) 

grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados com A. hydrophila. 
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Figura 1. Características e rendimento de carcaça das tilápias do Nilo, submetidos à rações 

contendo aditivos naturais: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 2,22 g de EEP kg ração-1 inoculados com A. 

hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados com A. hydrophila 
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Figura 2. Parâmetros de desempenho dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos às rações 

contendo aditivos naturais: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo 2,22 g de EEP kg ração-1 inoculados com A. 

hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados com A. hydrophila 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Análise de PCR-DGGE do intestino dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos às 

rações contendo aditivos naturais: (T1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com 

A. hydrophila; (T2) grupo recebendo ração contendo 2,22 g de EEP kg ração-1 inoculados 

com A. hydrophila; (T3) grupo recebendo ração contendo 0,5% de OEO inoculados com A. 

hydrophila 
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Dieta com Ascophyllum nodosum e Saccharomyces cerevisiae na alimentação de tilápia 

(Oreochomis niloticus) e seu efeito após a inoculação de Aeromonas hydrophila 

 

 

RESUMO 

Este estudo investigou os efeitos individuais e combinados do suplemento pré e probióticos 

sobre o crescimento, carcaça e sobrevivência de juvenis de tilápia do Nilo, contra infecção por 

Aeromonas hydrophila. Durante o tempo experimental, que antecedeu o desafio, os peixes 

estavam saudáveis e não ocorreu mortalidade. Iniciaram com peso médio de 6,54 ± 1,16 g, 

foram distribuídos em aquários contendo 60 L de volume útil, mantidos a aeração constante. 

Quatro dietas foram confeccionadas, para compor os tratamentos: dieta contendo 0 (controle), 

20 g. kg ração-1 da farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum (prebiótico) (FAM); 6x108 

UFC. Kg ração-1 da S. cerevisiae (probiótico); 20 g. Kg ração-1 da farinha da alga marinha A. 

nodosum + 6x108 UFC. Kg ração-1 do probiótico Saccharomyces cerevisiae (simbiótico). Os 

alevinos foram alimentados por um período de 45 dias. Após trinta dias experimentais, os 

peixes foram desafiados com A. hydrophila, e as mortalidades foram registadas durante 15 

dias pós-infecção. Os resultados mostraram que a administração dos aditivos de forma 

isolada, não apresentaram efeito significativo, em contrapartida, a dieta simbiótica apresentou 

melhora significativa (P<0,05) sobre a conversão alimentar aparente; a sobrevivência foi 

superior após o desafio com A. hydrophila, em comparação à dieta controle. Apresentaram 

também um crescimento de levedura a partir do cultivo do intestino, superior aos demais 

tratamentos. Estes resultados mostraram que a suplementação dietética de 6x108 UFC. Kg 

ração-1 S. cerevisiae em conjunto com 20 g. Kg ração-1 da FAM, apresentou melhoria no 

crescimento, vantagens na saúde e colonização do microbioma intestinal. A forma simbiótica 

testada, demonstrou efeito imunoestimulante e de promotor de crescimento para a tilápia do 

Nilo. 

 

Palavras chave: piscicultura, prebiótico, probiótico, simbiótico, 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 aquariums containing 60 L working volume, kept constant 

aeration. Four diets were made to compose treatments: diet containing 0 (control),                

20 g. kg feed-1 flour of seaweed Ascophyllum nodosum (prebiotic) (FAM); 6x108 UFC. Kg 

feed-1 of Saccharomyces cerevisiae (a probiotic); 20 g. Kg feed-1 of kelp meal A. nodosum + 

6x108 UFC. Kg feed-1 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-1 feed S. cerevisiae together with 20 g. Kg feed-1 

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. Introdução 

 

O Vale do São Francisco possui uma grande tradição na pesca e na produção de peixes. 

Esta atividade é realizada tanto em criatórios associados a modernas tecnologias de produção, 

como por pequenos produtores rurais e famílias de pescadores. A otimização dos lucros e, 

consequentemente, o sucesso desta atividade econômica depende da adequada utilização dos 

recursos disponíveis e do controle de fatores que afetam negativamente o desenvolvimento 

dos animais. 

As tilápias são importantes contribuintes, como espécie utilizada na produção piscícola na 

região.  Os esforços de investigações em peixes têm se concentrado em otimizar a produção 

com alternativas ecológicas em substituição ao uso terapêutico de antimicrobianos. Espécies 
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de Aeromonas spp. que são patógenos de grande importância na piscicultura, foram isoladas 

de peixes e apresentaram-se resistentes às drogas antimicrobianas, mesmo sem o uso de tais 

substâncias para o controle de enfermidades infecciosas (HIRSCH et al., 2006). Os riscos do 

surgimento de enfermidades estão relacionados ao aumento das densidades de estocagem dos 

animais e dos manejos aos quais são submetidos (MEIRELLES, 2010). Probióticos, 

prebióticos e simbióticos oferecem possibilidades potenciais, proporcionando benefícios para 

o animal principalmente por meio da modulação 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 benefícios do uso de algas marinhas como componente de rações na aquicultura. 

Desde então, diversos estudos têm demonstrado a importância 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 funções reconhecidas é a sua capacidade 

em retardar a absorção de nutrientes alimentares e melhorar a utilização de carboidratos e 

proteínas 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 metabólitos que podem ser fatores que contribuem na 

melhora do desempenho do animal. 

Nos estudos têm-se enfatizado a capacidade dos probióticos para estimular o apetite, 

melhorar a absorção de nutrientes, e fortalecer o sistema imune do hospedeiro (CHIU et al., 

2010; WANG et al., 2008; IRIANTO e AUSTIN, 2002). Dietas enriquecidas com probióticos 

Saccharomyces cerevisiae têm mostrado papel gratificante como promotor de crescimento e 

imunoestimulante em peixes e, o seu uso vem sendo recomendado na aquicultura (EL-

BOSHY et al., 2010; HE et al., 2009). Os mecanismos de defesa não-específicos são 

considerados os mais importantes contra patógenos de origem microbiana em piscicultura 

(CHIU et al., 2010, CRUZ et al., 2012). Estimular o sistema imunológico por meio de 

alimentação é salutar ao benefício no cultivo comercial.  

Os simbióticos, aplicação combinada de probióticos e prebióticos (SCHREZENMEIR 

e VRESE, 2001), visam proporcionar vantagem competitiva ao probiótico, atuando 

eficazmente na melhora da sobrevivência e implantação do aditivo alimentar microbiano no 

trato gastrointestinal do hospedeiro (GIBSON e ROBERFROID, 1995). Melhorias no 

desempenho em peixes alimentados com uma dieta simbióticas pode ser atribuído a um status 

elevado de saúde, um aumento da digestibilidade da deita prébiótica, ou a melhora da 

sobrevivência e da colonização (RODRIGUEZ-ESTRADA et al., 2009; AI et al., 2011; YE et 
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al., 2011; GENG et al., 2011; MEHRABI et al., 2012; CEREZUELA et al., 2012) em 

comparação com as dietas de pré e probióticos separadas.  

Esses estudos são importantes, pois, a partir dos resultados encontrados, servem como 

base para aplicação em nível industrial. Nessas condições, a presente pesquisa foi realizada 

para avaliar o efeito potencial da administração dietética da alga marinha A. nodosum e da 

levedura S. cerevisiae, separadamente e combinados, para alevinos de tilápia do Nilo, sobre os 

parâmetros de desempenho e carcaça, microbiota intestinal e resistência ao desafio com        

Aeromonas hydrophila.  

 

 

2. Material e Métodos 

 

Local de execução 

O experimento foi realizado no Laboratório de Microbiologia e Imunologia Animal do 

Campus Ciências Agrárias, localizado na Fazenda experimental da Universidade Federal do 

Vale do São Francisco – UNIVASF, situada na Rodovia BR 407, km 12 – Lote 543 – Projeto 

de Irrigação Senador Nilo Coelho, s/nº “C1”, Petrolina-PE. 

O experimento foi conduzido conforme protocolo nº 0006/160812, aprovado pela 

Comição de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Vale do São Francisco - 

CEUA/UNIVASF. 

 

Isolados bacterianos 

O isolado de A. hydrophila foi obtido a partir do peixe pacamã                

(Lophiosilurus alexandri), provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros e 

Aquicultura (CIRPA) de Bebedouro/PE. Este isolado foi previamente identificado por meio 

de suas características morfológicas, tintoriais e bioquímicas, conforme Quinn et al. (1994) e, 

por meio da PCR para confirmação de gênero e espécie, segundo metodologia descrita por 

Ghatak et al. (2007). Fatores de virulência também foi caracterizado, sendo positivo para os 

genes Lipase (SEN, 2005), Elastase (CASCÓN et al., 2000) e o gene Fla (SANTOS et al., 

2010). 

 

 Condições experimentais 

No intuito de testar os aditivos alimentares foram utilizados alevinos de tilápia do 

Nilo, provenientes do CIRPA de Petrolina-PE. Cento e vinte alevinos, aparentemente 
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saudáveis, com peso médio de 6,54 ± 1,15g foram distribuídos em 20 aquários contendo 60 L 

de volume útil. Os peixes foram adaptados e mantidos em água tratada desclorada. Sendo 

considerado uma unidade experimental, um aquário contendo seis peixes. 

Os aquários possuíam aeração constante, por meio de compressores de ar, interligados 

por mangueiras e pedras micro-porosas. Havia troca da água dos aquários diariamente em 

50% no período da manhã e à tarde. Para a conservação da qualidade da água foram feitas 

limpezas internas nas paredes dos aquários e assim evitar o desenvolvimento de perifítons.  

Os tratamentos testados foram: dieta base (tratamento 1); dieta base + 20 g. Kg ração-1 

da farinha da alga marinha A. nodosum (tratamento 2); dieta base + 6x108 UFC. Kg ração-1 do 

probiótico S. cerevisiae (tratamento 3); dieta base + 20 g. Kg ração-1 da farinha da alga 

marinha A. nodosum + 6x108 UFC. Kg ração-1 do probiótico S. cerevisiae (simbiótico) 

(tratamento 4). Desafiados com A. hydrophila. O experimento teve a duração de 45 dias. 

 

 Rações 

Foram formuladas rações contendo 30% de proteína digestível e 3.000 kcal de energia 

digestível. Kg de ração-1  (Tabela 1), composição e percentual das dietas de acordo com 

COSTA et al. (2013) . Para a fabricação das rações os alimentos foram moídos em peneira de 

1 mm,  posteriormente, foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica, e estes 

peletes secos em estufa de ventilação forçada por 24 horas a 35º C. Quando secas, foram 

quebrados e assim, adequado o tamanho do pelete à boca dos alevinos e armazenadas em 

freezer a -20º C.  

O arraçoamento foi feito três vezes ao dia às 8h00, 12h00 e 16h00, em um nível de 8% 

do peso vivo dos alevinos. Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a 

adequação da quantidade de ração fornecida. 

 

Ascophyllum nodosum 

Ascophyllum nodosum, alga comumente encontrado nas águas costeiras do norte do 

Oceano Atlântico (BRANDEN et al., 2007) é utilizada para a fabricação de produtos 

agropecuários (FLEURENCE, 1999). A FAM apresenta-se como um pó fino, de coloração 

creme clara (OLIVEIRA et al., 2014). A quantidade fornecida como prebiótico foi baseada 

em Costa et al. (2013). Os valores bromatológicos da FAM, fornecidos pelo fabricante, estão 

presentados na Tabela 2. 
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Tabela 1. Composição das rações experimentais3 

Ingredientes1 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 

Óleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00 

Fosfato bicálcico 2,80 2,80 2,80 2,80 

Calcário calcítico 0,20 0,20 0,20 0,20 

A. nodosum g.kg-1 0,00 20 0,00 20 

S. cerevisiae g.kg-1 0,00 0,00 6,0 6,0 

Suplemento mineral e 

vitamínico2 

4,00 4,00 4,00 4,00 

Sal 0,50 0,50 0,50 0,50 

Butil hidroxi tolueno 

(BHT) 

0,01 0,01 0,01 0,01 

Total 100,00 100,00 100,00 100,00 
1 De acordo com Rostagno et al. (2000); 2 Níveis 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; Ác. Fólico, 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. Composição bromatológica da farinha da alga marinha marrom (A. nodosum) 

informada pelo fabricante1 

 

Aminoácidos (%) Vitaminas ppm Minerais ppm 

Alanina 0,34 Biotina 0,1 - 0,3 Boro 80 – 100 

Arginina 0,22 Caroteno 30 – 60 Cromo 1 - 2 

Aspartato 0,53 Ácido Fólico 0,1 – 0,5 Cobalto < 1 

Cistina 0,07 Niacina 10 – 30 Cobre 1 – 10 

Glutamato 0,71 Riboflavina 5 – 10 Iodo < 1.000 

Glicina 0,30 Tiamina 1 – 5 Ferro 100 – 500 

Histidina 0,07 Tocoferóis 15 – 300 Manganês 10 – 50 

Isoleucina 0,26 Mineriais (%) Selênio 3 – 4 

Leucina 0,38 Fósforo 0,1 – 0,2 Estrôncio 100 – 600 

Lisina 0,30 Cálcio 1,0 – 2,0 Vanádio 1 – 5 

Metionina 0,11 Cloro 2,0 – 3,0 Zinco 10 – 50 

Fenilalanina 0,24 Sódio 2,5 – 3,5 Molibidênio < 2 

Prolina 0,25 Potássio 1,5 – 2,5 Chumbo < 1 

Serina 0,27 Magnésio 0,5 – 1,0 Cádmio < 1 

Treonina 0,25 Enxofre 2,0 – 3,0 Carboidratos (%) 

Tirosina 0,12 Minerais ppm Alginato 18,0 – 27,0 

Triptofano 0,06 Alumínio 50 – 150 Manitol 3,0 – 8,0 

Valina 0,27 Bário 5 – 15 Laminarina 2,0 – 5,0 
1 Acadian Seaplants Limited. 



112 

 

Saccharomyces cerevisiae 

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

alimentação animal, foi utilizado no presente experimento. Um pó de coloração marrom de 

odor agradável, de constituição básica S. cerevisiae cepa 1026 (mín.) 1x108 UFC/g. No 

preparo da ração, S. cerevisiae foi previamente diluído em água, posteriormente misturado à 

fração do milho e então incorporado aos demais ingredientes. 

A partir das rações devidamente fabricadas, foram feitos cultivos para confirmação de 

células probióticas viáveis, nas rações. Um grama de cada ração triturada foi diluído em 10 

mL de solução salina estéril (0,5%). Em triplicata, usando o meio YGC (yeast growth 

cloramphenicol), foi cultivado o inoculo, então incubados por 48 horas em estufa a 38º C. 

Após o cultivo efetuou-se a contagem, juntamente com sua identificação morfológica e 

tintoriais, conforme Quinn et al. (1994). 

 

Teste de desafio 

Os peixes foram desafiados, após quatro semanas experimentais, por via intramuscular 

latero-dorsal direita, com um preparado de inóculo bacteriano de A. hydrophila, com diluição 

em solução salina estéril na concentração de 107 UFC/mL (0,2 mL animal-1), padronizada em 

espectrofotometria. Após a inoculação os animais foram mantidos em observação por 15 dias. 

Os peixes mortos foram utilizados para re-isolamento bacteriano. 

 

Mensurações e análises experimentais 

Os parâmetros físico químicos da água, foram aferidos diariamente, quanto a 

temperatura, condutividade elétrica e pH da água dos aquários experimentais (medidor 

multiparâmetros modelo HI 9828, HANNA Instruments).  

Dia antecedente ao desafio, foi feito um cultivo da água dos aquários em meio TSA, a 

fim de verificar a qualidade microbiológica quanto à presença de A. hydrophila no ambiente.  

Ao final do período experimental, depois de anestesiados com benzocaína (100mg/L) 

e eutanasiados por secção medular, os peixes de cada unidade experimental foram pesados e 

medidos para a determinação dos parâmetros de desempenho e carcaça. Dois peixes de cada 

unidade experimental tiveram o seu fígado extraído para a determinação do índice 

hepatossomático (IHS), [(peso do fígado/ peso corporal)x100] e de um deles foi feito cultivo 

bacteriano do intestino em meio YGC. Além disso, fragmentos de tecido hepático e intestinal 

foram enviados para processamento e análise histológica, conforme descrito abaixo. 
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Atividade da lisozima 

A análise do parâmetro imune não específico da atividade da lisozima dos animais 

sobreviventes foi realizada de acordo com metodologia descrita por Ellis (1990) e Obach et 

al. (1993), com pequenas modificações. Esta análise foi realizada com alevinos antes e após o 

desafio sanitário. Para tal, o sangue foi centrifugado (2.000 g/15 min) e o soro obtido foi 

mantido a -20ºC. O nível de lisozima foi medido por ensaio turbidimétrico, utilizando 

lisozima liofilizada (2mg/mL) de clara de ovo de galinha (Sigma-Aldrich/L4631) como 

padrão. Para determinação da curva de calibração foram adicionadas diferentes concentrações 

de solução de lisozima diluída 1.000X até a obtenção das concentrações de 50, 100, 150, 200, 

250 e 300 ηg e o volume completado para 150µl com tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 

6,2), sendo também adicionado 150µl da suspensão de Micrococus lysodeikticus (0,2mg/ml), 

em tampão fosfato de sódio (0,05 M; pH 6,2), totalizando um volume final de 300µl. Como 

controle foi utilizado o tampão fosfato (300µl). A redução da densidade óptica (OD) em 

620ηm foi avaliada entre o tempo zero e 6 minutos a 26ºC e a curva de calibração para 

lisozima foi obtida considerando os valores da redução da OD para cada concentração versus 

a concentração de lisozima em um volume final de 300µl. 

Posteriormente, as amostras de soro foram aquecidas (banho-maria a 56ºC por 30 

minutos) para inativar as proteínas do sistema complemento e para certificar que a lise do M. 

lysodeikticus foi ocasionada exclusivamente por ação da lisozima. Em microplacas de ELISA, 

foram adicionados 10 µL de soro, 140 µL de tampão fosfato de sódio e 150 ul de suspensão 

M. lysodeikticus (0,2 mg/mL) para completar 300 µL de volume final. Logo após, a 

absorbância foi medida em leitora de placa de ELISA Easys® e mensurada em filtro de 620 

nm no tempo zero, e então foram incubadas durante seis minutos em estufa à 26ºC. Uma 

amostra em branco foi preparada utilizando tampão de fosfato de sódio (300 µL). Diferença 

entre a turbidez inicial e final (densidade óptica (OD) de redução) foi medida entre o tempo 

zero e seis minutos, a 620 nm. Os resultados foram expressos usando os valores de redução de 

OD para cada volume da amostra (300µl). A equação de regressão linear da curva de 

calibração de lisozima foi utilizada para determinar os níveis de lisozima no soro (μg/mL) dos 

peixes.  

 

Análise estatística 

Depois de avaliados todos os parâmetros propostos, calculados os valores de 

desempenho, lisozima, IHS, sobrevivência, bem como os parâmetros físico-químicos da água, 

estes foram submetidos análise de variância, (One-way ANOVA). O pressuposto de 
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homogeneidade foi verificado pelo teste Levene. Caso verificado diferença significativa 

(p<0,05) realizou-se o teste Tukey para variâncias homogêneas. Utilizou-se o software 

Statistica 5.0 para todas as análises. 

 

3. Resultados  

 

Água dos aquários e cultivo bacteriano  

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigênio dissolvido e condutividade 

elétrica, matutina e vespertina foram 27,51 ± 0,04º C e 28,00 ± 0,53º 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 µSm/cm, respectivamente. 

Não houve variação dos referidos parâmetros entre os tratamentos. 

A partir do cultivo da água dos aquários em meio TSA, não houve crescimento 

significativo de bactérias e, não houve a presença de Aeromonas spp., confirmando assim sua 

salubridade. Do cultivo do rim e lesões ulcerativas dos peixes mortos em função do desafio, 

houve crescimento de colônias bacterianas de gênero Aeromonas. No final do período 

experimental, o cultivo do rim dos demais peixes, foi realizado e não foram observados 

crescimento de colônias significativas.  

A alterações clínicas dos peixes desafiado com A. hydrophila constituiu de perda de 

equilíbrio e movimentos respiratórios lentos e ascite, além de ocorrência de mortalidade. 

Patologias externas foram também evidenciada corresponderam a lesões ulcerativas, 

principalmente nas proximidades do local de inoculação que prorrogaram até a nadadeira 

caudal, com erosão e perdas de escamas, além de casos de exoftalmia.  

A partir do cultivo realizado do intestino dos peixes alimentados ou não com dieta 

contendo aditivos alimentares, foram obitidos as seguintes médias de crescimento: 0; 600; 

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

 

Crescimento, conversão alimentar, eficiência alimentar e fator de condição corporal  

 

Os parâmetros de crescimento dos alevinos de tilápia, desafiados com A. hydrophila 

estão apresentados na Tabela 3. As médias de peso inicial, peso final e ganho de peso, não 

apresentaram diferenças significativas entre os tratamentos (P>0,05). O mesmo 

comportamento ocorreu para o fator de condição corporal (FCC) e a eficiência alimentar (EA) 

(P>0,05).  
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Tabela 3. Valores médios dos parâmetros de desempenho, conversão alimentar aparente, 

eficiência alimentar e fator de condição corporal dos alevinos de tilápias do Nilo submetidos a 

ração contendo aditivos alimentares.  

 
Parâmetros  Tratamentos1 P* 

1 2 3 4 

Peso inicial (g) 
6,55±0,08 6,50±0,08 6,56±0,09 6,53±0,10 0,76 

Peso final (g) 
21,26±3,58 24,55±2,22 23,01±1,73 23,53±1,99 0,25 

Ganho de peso (g) 
14,71±3,63 18,04±2,20 16,45±1,81 17,00±2,01 0,25 

CAA 
1,70±0,45b 1,29±0,12ab 1,49±0,05ab 1,23±0,12a 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 1,87±0,15 2,09±0,54 0,26 

*P = P-valor; 1 (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo 

ração contendo prebiótico inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo probiótico 

inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo simbiótico inoculados com A. hydrophila 

 

Em contarpartida, a converção alimentar aparente (CAA), apresentado na Figura 1 

referente aos animais alimentados com simbiótico, apresentou uma melhora significativa 

(p<0,05) em comparação ao controle, não apresentando diferença, não diferindo dos animais 

tratados com prebiótico e probiótico.   

 

 

 

Figura 1. Conversão alimentar aparente dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos à rações 

contendo aditivos alimentares: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo prebiótico inoculados com A. hydrophila; (3) 

grupo recebendo ração contendo probiótico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo 

recebendo ração contendo simbiótico inoculados com A. hydrophila 
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Características e rendimento de carcaça 

 

Os valores médios de comprimento total, comprimento padrão, largura, altura, 

rendimento de carcaça com e sem cabeça e o consumo total de ração dos alevinos alimentados 

com diferentes aditivos, encontram-se na Tabela 4. Estes parâmetros não apresentaram 

diferenças significativas (P>0,05) em função dos tratamentos.  

 

 

Tabela 4. Valores médios de características e rendimento de carcaça dos alevinos de tilápia 

do Nilo submetidos a alimentos funcionais. 

 
Parâmetros  Tratamentos3 P* 

1 2 3 4 

Comprimento total (cm) 
10,70±0,56 10,95±0,25 10,74±0,49 10,61±0,73 0,78 

Comprimento padrão (cm) 
8,63±0,50 8,94±0,20 8,65±0,38 8,55±0,51 0,49 

Altura (cm) 
2,97±0,15 3,13±0,10 3,02±0,20 3,03±0,20 0,51 

Largura (cm) 
1,52±0,08 1,56±0,03 1,59±0,11 1,60±0,08 0,32 

RCC1 
21,74±3,28 23,21±1,57 23,69±3,75 24,38±1,22 0,48 

RC2 
15,04±2,37 16,62±0,90 16,88±3,45 16,89±0,82 0,50 

Consumo de ração (g) 
21,65±1,74 22,51±1,44 21,55±1,43 20,42±2,45 0,37 

*P = P-valor; 1Rendimento de carcaça com cabeça; 2Rendimento de carcaça sem cabeça; 3 (1) grupo recebendo 

ração testemunha e inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo prebiótico inoculados 

com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ração contendo probiótico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo 

recebendo ração contendo simbiótico inoculados com A. hydrophila 

 

 

 

Sobrevivência, índice hepatossomático e lisozima 

 

Parâmetros imunes dos alevinos frente ao desafio com A. hydrophila são apresentados 

na Tabela 5.  Para a lisozima sérica antes do desafio e após o desafio sanitário não foram 

verificadas diferenças significativas (P>0,05). Para o índice hepatossomático (IHS) também 

presente na Tabela 5, não foi observado diferença significativa entre os tratamentos (P>0,05).  
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Tabela 5. Valores médios de sobrevivência, índice hepatossomático e lisozima dos alevinos 

de tilápias do Nilo submetidos a ração aditivos alimentares. 

 
Parâmetros  Tratamentos3 P* 

1 2 3 4 

Sobrevivência (%) 
30,00±11,18b 35,00±13,69ab 35,00±13,69ab 60,00±22,36a 0,03 

IHS 
1,74±0,27 1,39±0,15 1,52±0,23 1,54±0,30 0,17 

Lisozima 1 (µg/mL)1  
1,52±0,83 1,64±0,52 1,90±0,69 1,02±0,38 0,20 

Lisozima 2 (µg/mL)2 
1,59±0,26 2,56±1,17 1,64±0,48 1,31±0,39 0,05 

1 Lisozima antes do desafio; 2 Lisozima após o desafio; *P = P-valor; 3 (1) grupo recebendo ração testemunha e 

inoculados com A. hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo prebiótico inoculados com A. hydrophila; (3) 

grupo recebendo ração contendo probiótico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo recebendo ração contendo 

simbiótico inoculados com A. hydrophila 

 

A percentagem de sobrevivência após o desafio com A. hydrophila (Tabela 4) foi 

maior no tratamento com o aditivo simbiótico (T4), comparado ao controle (P<0,05), não 

apresentando diferença significatica entre o tratamento da A. nodosum e S. cerevisiae. Todas 

as unidades experimentais durante o período antecedente ao desafio sanitário permaneceram 

com  100% de sobrevivência. 

A curva de calibração de lisozima apresentou alta correlação linear (r2 = 0,978) entre 

50 e 300 ηg de lisozima por microlitro. 

 

 

Figura 2. Sobrevivência dos alevinos de tilápias do Nilo, submetidos à rações contendo 

diferentes aditivos alimentares: (1) grupo recebendo ração testemunha e inoculados com A. 

hydrophila; (2) grupo recebendo ração contendo prebiótico inoculados com A. hydrophila; (3) 

grupo recebendo ração contendo probiótico inoculados com A. hydrophila; (4) grupo 

recebendo ração contendo simbiótico inoculados com A. hydrophila 
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4. Discussão 

 

Os valores médios dos parâmetros físico-químicos da água dos aquários, pH, oxigênio 

dissolvido, condutividade elétrica e temperaturas matutina e vespertina permaneceram dentro 

dos limites adequados para a espécie (KUBITZA, 2003). 

Foram investigados na presente pesquisa, os efeitos da administração do probiótico S. 

cerevisiae e da farinha da alga marinha A. nodosum isolados e em combinação. Respostas 

benéficas ao uso da A. nodosum, já 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; WACHÉ 

et al., 2006). Tampouco são 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 união.  

Mediante as análises dos parâmetros de desempenho presentes na dada pesquisa, 

demonstraram benefícios da suplementação alimentar para a tilápia do Nilo. Em todos os 

parâmetros de crescimento e carcaça, os peixes submetidos aos alimentos funcionais, 

apresentaram resultados numericamente superiores ao controle, sem diferença significativa. A 

partir da conversão alimentar aparente, que trouxe efeito de significância estatística, foi 

possível confirmar o potencial uso do simbiótico 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, probióticos e combinações, 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-oligossacarídeos), 

levou a um melhor desempenho nos peixes, não havendo influência da suplementação única. 

Encontraram ainda, com o fornecimento da dieta simbiótica, alterações significativas no 

microbioma intestinal e que a mesma impulsionou respostas imunes. Rodriguez-Estrada et al. 

(2009), no estudo da aplicação individual dietética de Enterococcus faecalis e 

mananoligossacarídeo (MOS), forneceram uma gama de benefícios no que diz respeito à 

resposta imunitária e sobrevivência num estudo de desafio. No entanto, observou-se que a 

alimentação simbiótica (E. faecalis + MOS) produziu significativamente melhores resultados 

do que a aplicação de forma individual, o que gera novas expectativas no quesito de atividade 

satisfatória aos aditivos promotores de crescimento e saúde. 
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Na prática, as misturas combinadas de prebióticos e probióticos são usadas em função dos 

efeitos sinérgicos, capazes de maximizar funções fisiológicas, assegurando o bem-estar e 

saúde do animal. Os prebióticos estimulam o crescimento dos grupos endógenos de população 

microbianas (SONG et al., 2014). Eles são resistentes à digestão enzimática, no intestino 

grosso são então fermentados (BRITO et al., 2013), proporcionando dessa forma um ambiente 

favorável ao crescimento e colonização de micro-organismos desejáveis (RINGO et al., 

2010). Quando o probiótico é adaptado ao substrato (prebiótico), 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 possuírem grandes quantidades de carboidratos e proteínas 

(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 colonização por 

leveduras nos animais alimentados com a dieta simbiótica, seguido da A. nodosum. O cultivo 

tradicional para investigar a adesão e colonização de bactérias probióticas torna-se importante 

com o intuito de elucidar as suas capacidades metabólicas, como o melhor aproveitamento da 

dieta e, até a degradação de fatores antinutricionais, Refstie et al. (2005) demonstraram que a 

fermentação ácido láctica pode melhorar o valor nutritivo da farinha de soja em salmões do 

Atlântico (Salmo salar). Isto é altamente relevante para a nutrição, uma vez que um dos 

principais desafios na aquicultura é o aproveitamento de fontes de proteína vegetal em rações 

(GATLIN et al., 2007).  

Entre os muitos benefícios de saúde atribuídos aos probióticos e prebióticos, a modulação 

do sistema imunológico é um dos benefícios mais esperados e sua capacidade de estimular a 

imunidade sistêmica e local (AKHTER et al., 2015). A sobrevivência foi elevada em todos os 

grupos antes do desafio (100%). Após 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 resistência ao patógeno inoculado aumentou com o 

fornecimento dos aditivos alimentares, assim como para a CAA, a melhor resposta foi 

desenvolvida pelos animais alimentados com o simbiótico. Sendo mais um parâmetro 

confirmando a melhor atividade dos aditivos em conjunto. A administração de pré, pró e 

simbiótico no presente estudo, não apresentaram efeitos sobre a lisozima séria e IHS.  

Trabalho realizado por Abu-Elala et al. (2013) no qual forneceu S. cerevisiae como 

probiótico, seu extrato (manano-oligossacarídeo - prebiótico) e uma pré-mistura dos dois 

(simbiótico), como promotores de crescimento e imunoestimulantes para O. niloticus, em 
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resposta, o aditivo simbiótico levou a um importante reforço na resistência inata dos peixes 

contra patógenos 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 simbiótica, para truta arco-íris teve efeito positivo no desempenho e 

sobrevivência.  

Considerando a importância da tilápia do Nilo para a indústria do pescado, e as 

problemáticas e prejuízos de bactérias em causar enfermidades nos peixes, os resultados do 

presente estudo sugerem que a combinação dietética de S. cerevisiae e A. nodosum e 

favorável para promover o crescimento e desempenho e para impulsionar algumas respostas 

de resistência a A. hydrophila em tilápia do Nilo. Embora mais estudos devam ser realizados, 

para fornecer bases para que esse aditivo possa ser aplicado a nível industrial. Podendo, 

portanto, ser considerada como uma alternativa útil ao uso de tratamentos quimioterápicos 

afins de promover a saúde dos peixes. 

 

 

5. Conclusão  

 

O simbiótico testado apresentou um bom potencial para ser utilizado como aditivo para 

alevinos de tilápia do Nilo. A sua inclusão em níveis de 20 g.kg ração-1 de A. nodosum e 

6x108 UFC. Kg ração-1 de S. cerevisiae não provoca prejuízos ao crescimento e melhora os 

valores de conversão alimentar, sobrevivência e colonização do probiótico em tilápia do Nilo 

durante o período de alevinagem. 
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5. Considerações finais 

 

A partir dos resultados encontrados é possível admitir o potencial uso de alimentos 

funcionais para peixes. Os resultados ainda são dependentes da quantidade do suplemento 

fornecido.   

Em função dos seus benefícios quanto a melhor utilização do alimento como ocorreu 

para o EEP, OEO o probiótico e o prebiótico e / ou quanto ao fortalecimento do sistema 

imunológico, como verificados com o uso do simbiótico. 

O potencial uso de produtos naturais na alimentação de peixes, em função dos seus 

benefícios quanto a melhor utilização do alimento e / ou quanto ao fortalecimento do sistema 

imunológico. A manipulação da flora bacteriana intestinal por meio de suplementação 

dietética de aditivos alimentares benéficos é uma nova abordagem não só do ponto de vista 

nutricional, mas também para reverter os efeitos adversos antimicrobianoterapia e falta de 

vacinas eficazes. Não deixam resíduos na carne ou no ambiente, assim como não contribui 

para preção de seleção bacteriana antibióticoresistente. Embora mais pesquisas nesse âmbito 

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

 

 

Figura 1: Curva de calibração da lisozima. 
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