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RESUMO

A piscicultura se apresenta como uma alternativa de fonte de renda importante
para a regido do Vale do Sao Francisco. Assim, o desenvolvimento de estudos
nessa area é de grande importancia. Diante desse fato, o objetivo geral do presente
trabalho foi realizar a caracterizacdo molecular em Aeromonas hydrophila obtidas no
Sub-médio Sao Francisco. Além disto, determinar um modelo de inoculagdo deste
patégeno e avaliar in vivo o potencial antimicrobiano da Ascophyllum nodosum. Os
experimentos foram realizados no laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal
da Univasf, assim como os isolados utilizados foram provenientes da bacterioteca
deste laboratério. Para execucao dos experimentos in vivo foram utilizados alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) e aquarios com 60 L de volume util,
alimentados com racdes peletizadas, fabricadas exclusivamente para os estudos em
questdo. As condicoes ambientais para os alevinos de tilapia foram mantidas nos
limites adequados para a espécie, com boa qualidade de agua e temperaturas. Na
caracterizacao molecular dos genes aerolisina, hidrolipase, elastase e lipase em A.
hydrophila, foram evidenciados 12 padrbes distintos quanto a presenca desses
fatores. A associacdo observada com maior frequéncia foi a dos quatro genes
concomitantes, descrita em 21 isolados. Do total de isolados (114), 100 (87,72%)
apresentaram pelo menos um dos fatores de viruléncia pesquisados, sendo a
aerolisina o mais frequente. Quanto a experimentagao in vivo, nao foi verificada
relacdo estatistica entre a presenca de fatores de viruléncia e a mortalidade
ocasionada por A. hydrophila em tilapias do Nilo. Os isolados causaram lesdes nos
peixes, mesmo na auséncia dos genes estudados. No efeito das aflatoxinas sobre
viruléncia de A. hydrophila em tilapias do Nilo, a sobrevivéncia, o0 comprimento total
(CT) e a conversao alimentar aparente (CAA) dos alevinos, foram influenciados
(P<0,05) em funcdo dos tratamentos. A sobrevivéncia foi maior no tratamento
testemunha. O CT e CAA foram melhores no tratamento testemunha em
comparacao ao tratamento de maior dose de aflatoxina, assim, foi possivel verificar
que a acao sinérgica de aflatoxinas e Aeromonas hydrophila, mostrou-se eficaz em
provocar a morte dos peixes experimentais. Testando a farinha da alga marinha A.
nodosum (FAM) na alimentacdo de tilapia verificou-se que, esta apresentou
numericamente valores superiores nos parametros de desempenho e carcaca, aos
encontrados pelo tratamento testemunha e, o seu efeito ap6s a inoculacdo de
A.hydrophila, reduziu o niumero de lesbes nos peixes em menor tempo quando
comparado ao controle.

Palavas chave: genes de viruléncia, tildpia do Nilo, aflatoxinas, Aeromonas
hydrophila, Ascophyllum nodosum



ABSTRACT

Fish farming is presented as an alternative important source of income for the
region of the Sao Francisco. Thus, the development of studies in this area is of great
importance. Given this fact, the overall objective of this study was the molecular
characterization of Aeromonas hydrophila obtained from the Sub-middle Sao
Francisco. Moreover, determining a model of pathogen inoculation and to evaluate in
vivo the antimicrobial potential of Ascophyllum nodosum. The experiments were
performed in the laboratory of Microbiology and Immunology Animal Univasf, as well
as the isolates used were from this laboratory bacterioteca. For the execution of in
vivo experiments were used Nile tilapia (Oreochromis niloticus) and aquariums with
60 L working volume fed pelleted rations, made exclusively for the studies in
question.The environmental conditions for tilapia fingerlings were maintained within
an appropriate range for the species, with good water quality and temperatures. In
the molecular characterization of genes aerolisina, hidrolipase, elastase, and lipase
in A. hydrophila, 12 distinct patterns were found for the presence of these
factors. The association most frequently observed was the concomitant of the four
genes, described in 21 isolated. Of the total isolates (114), 100 (87.72%) had at least
one of the virulence factors studied, being the most frequent aerolisina. The in vivo
experiments, there was no statistical relationship between the presence of virulence
factors and mortality caused by A. hydrophila in Nile tilapia. The isolates caused
lesions in fish, even in the absence of the genes studied. The effect of aflatoxins on
virulence of A. hydrophila in Nile tilapia, survival, total length (TL) and feed
conversion (CAA) of the fingerlings were influenced (P <0.05) according to the
treatments. Survival was greater in the control treatment. The CAA and CT were
better in the control treatment compared to treatment a higher dose of aflatoxin was
thus possible to verify that the synergistic action of aflatoxins and Aeromonas
hydrophila, was effective in causing the death of the experimental fish. Testing the
seaweed flour A. nodosum (FAM) in diets for tilapia was found that this showed
numerically higher values in the parameters of performance and carcass, found by
the control treatment and the effect of A. hydrophila after inoculation reduced the
number of lesions in fish in less time when compared to control.

Keywords: genes of virulence, tilapia of the Nile, aflatoxins, Aeromonas hydrophila,
Ascophyllum nodosum
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1 - Introducao Geral

A piscicultura € um seguimento muito significativo e de rapida expansao da
industria. Hoje, representa importante aporte de proteina animal, fornecimento
mundial de 142 milhdes de toneladas de pescado somente em 2008, dos quais 81%
se destinaram ao consumo e proporcionou um fornecimento per capita aparente de
aproximadamente 17 kg (equivalente de peso vivo), fato que representa um recorde
(FAO, 2010). Isoladamente, o Brasil vem aumentando a sua produgdo em 25% nos
ultimos oito anos (BRASIL, 2010).

O Semiarido Nordestino € uma das regides brasileiras, que apresenta além de
um vasto territério, um cenério climético favoravel a implantacdo de sistemas de
cultivo de espécies tropicais, pois apresenta altas temperaturas durante a maior
parte do ano, além de dispor de consideraveis reservatorios aquaticos, como o Rio
Sao Francisco, suas barragens, acudes, canais de irrigacao e lagoas. Reservatérios
este que sao propicios a implantacao de sistemas de cultivo de peixes, salvo seu
baixo indice pluviométrico. Essa atividade pode se tornar uma importante usina de
emprego e renda para a populacao local, com efeito positivo as comunidades
ribeirinhas.

O cultivo de espécies exdticas como a tilapia do Nilo vem se destacando e tem
representado uma alternativa importante para a regido, pois apresenta um pacote
tecnologico de cultivo avancado, dominado por técnicos e produtores e, 6tima
adaptacao ao cultivo em cativeiro. Além de seus favoraveis fatores de criacao e
desempenho, a tilapia apresenta excelente qualidade de carcaca ja bem
reconhecida e aceita pelo mercado consumidor.

A piscicultura é um setor produtivo de crescimento vigoroso e importante. No
entanto, boas praticas de manejo e profilaxia ainda sao limitadas nessa cultura.
Desordens nutricionais e doencas causadas por agentes patolégicos, principalmente
de origem bacteriana, sdo causas de grandes perdas e prejuizos nessa atividade
agropecuaria. Sabem-se hoje, a importancia dos contaminantes de racbes, como as
micotoxinas e, o poder das bactérias do género Aeromonas spp., em apresentar
elevado potencial para causar enfermidades em peixes.

As bactérias do género Aeromonas, em funcdo da sua ocorréncia significativa

em criatérios de peixes, tém sido foco de estudos de identificacdo de fatores
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potenciais de viruléncia, relacionados as causas de enfermidades. No entanto, ainda
nao esta claro o mecanismo de virulénicia dessas bactérias e, elas demonstram
ampla variagdo com relagao a viruléncia dentre diferentes isolados, ndo somente em
peixes como também em animais de sangue quente e alimentos.

Garantir uma adequada nutricdo é fundamental para o bom funcionamento dos
mecanismos de defesa dos peixes contra os estresses causados em sistemas
intensivos de criacdo e patégenos. Desordens nutricionais prejudicam o
crescimento, a eficiéncia alimentar e o sucesso reprodutivo dos peixes. A nutricao
otimizada é um dos novos conceitos, dirigida no sentido de maximizar as fung¢des
fisiolégicas de cada individuo, de maneira a assegurar tanto o bem-estar quanto a
saude, como também o risco minimo de desenvolvimento de doencas ao longo da
vida. Nesse contexto, os alimentos funcionais e especialmente os prebidticos sao
conceitos novos e estimulantes.

A alga marinha marrom (Ascophyllum nodosum) inclui em sua composigao,
aminoacidos, carboidratos e diversos elementos nutritivos que lhes caracteriza como
um bom ingrediente para ser utilizado como aditivo em ragdes para peixes. A sua
eficacia no sistema imune e fatores relacionados ao desempenho, ja vem sendo
comprovada em animais terrestres e estudos em peixes é uma nova tendéncia.

Nesse contexto, os trabalhos aqui realizados objetivaram identificar a viruléncia
de isolados de A. hydrophila, a partir da biologia molecular, ensaios in vivo sobe
inoculagédo em tilapias do Nilo, com o fornecimento de aflatoxinas e posteriormente o

uso da alga marinha A. nodosum nas ragoes.

2 - Referencial Teoérico

2.1. Piscicultura - tilapia do Nilo

A aquicultura formada por pequenos e médios produtores vem mostrando, nos
ultimos anos, mudanga nos sistemas de criacdo. Até o final da década de 90, se

baseava no sistema semi-intensivo em viveiros escavados e de barragens. A partir
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do ano de 2000, surge com forga, a tilapicultura em tanques-rede, principalmente em
aguas da Unido (grandes reservatérios de hidroelétricas). Isso trouxe alteragdes na
cadeia de producao, uma vez que, sao necessarios insumos adequados ao sistema,
como racgdes especificas, material genético compativel com a criacdo e formas de
escoar a producdo, uma vez que O novo sistema apresenta maior escala de
producéo.

Em nivel mundial, a tilapia vem correspondendo ao segundo maior grupo de
peixes de agua doce cultivado (Watanabe et al., 2002; Borghetti et al., 2003). No
Brasil, entre os anos de 2000 e 2001, a producdo de tilapia seguiu a mesma
tendéncia mundial (Borghetti et al., 2003). Contudo, com a crescente taxa da
producdo piscicola brasileira, especialmente nos Uultimos 13 anos, as tilapias
tornaram-se o principal grupo de peixe cultivado no Brasil, representando 32,50 e
37,90 % do total produzidos em 2002 e 2003 (Crescéncio, 2005) e 37,96 % em 2005
(IBAMA, 2007), respectivamente.

A tildpia do Nilo (Oreochromis niloticus) € uma das espécies mais indicadas
para a criagdo intensiva, sendo esta, de grande importancia para a aquicultura
mundial. Sua producdo é bastante promissora, considerando que essa espécie
apresenta requisitos tipicos dos peixes preferidos pelo mercado consumidor, tais
como carne branca de textura firme e sabor delicado, auséncia de espinhas em “Y”,
além da alta taxa de crescimento, adaptabilidade a diversas condicées de criacao
(Jory et al., 2000).

O Brasil produziu em 2007, 95.691,0 toneladas de tilapia representando 45%
da producao da aquicultura continental, produgéo esta que mostra que a tilapicultura
no Brasil tem uma contribuicdo importante para o crescimento da aquicultura
nacional. No Semiarido Nordestino, apesar da baixa disponibilidade de agua da
chuva, a piscicultura pode se tornar um ramo importante de atividade econ6mica e
social, em funcdo da presenca de alguns rios e suas barragens. Neste contexto o
cultivo de espécies exéticas, como a tilapia do Nilo, tem se apresentado como uma
alternativa importante para a Regidao, pois apresenta um pacote tecnolégico de
cultivo dominado por técnicos e produtores (Meurer et al., 2009).

Os sistemas de criagcdo intensiva e superintensiva (race-way) permitem a
utilizacdo de massas de agua inaproveitaveis, garante produtividade elevada devido
a qualidade de agua disponivel, é de facil despesca e, além disso, disponibiliza de
um melhor controle da populacéo incluindo a sanidade dos lotes. A facil visualizagéo
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permite manté-los saudaveis, pois qualquer transtorno é prontamente verificado,
permitindo o controle de doencas, ainda no principio, e uma profilaxia facil de ser
realizada. No entanto, é fundamental um controle rigido sobre a agua utilizada, pois
sua ma qualidade acarreta aumento do estresse no individuo, o que leva a aumento
da concentracao plasmatica de cortisol, incremento do lactato no sangue, tornando-
0s mais sensiveis as enfermidades, devido ao seu equilibrio fisiolégico e
consequente alteracdao de seu sistema imunoldgico, debilitando sua capacidade de
reagir aos patégenos, principalmente de origem bacteriana. As bactérias podem
intensificar seu potencial patogénico quando as condigbes fisicas e quimicas do
ambiente estdo alteradas (WALTERS e PLUMB, 1980) sendo capazes de invadir o
ambiente nutricionalmente vantajoso dos tecidos dos peixes e iniciarem processos
de doencas (FRERICHS, 1989).

Entre os principais fatores a serem observados na qualidade da agua estdo o
oxigénio dissolvido, pois sua reducdo pode facilitar o ataque das mais variadas
espécies de patdgenos; a temperatura da agua, por serem animais ectotérmicos e
em caso de oscilacbes bruscas, afeta seu metabolismo, expondo os peixes a
severidade de doencas; o pH, que tem acao direta na sua mobilidade e influéncia na
quantidade de amoénia dissolvida; a renovacdo da agua, o principal fator devido a
retirada de grandes concentracbes de substancias téxicas e/ou parasitas; e a
densidade populacional, que merece atencdo especial, pois elevadas taxas de
densidade influenciam negativamente o desenvolvimento dos peixes, provocando
estresse fisiolégico e facilitando a proliferacdo e a transmissao de doencgas (AUSTIN
e AUSTIN, 1987)

2.2. Aeromonas spp. — Aeromonas hydrophila e sua viruléncia em organismos
aquaticos

O género Aeromonas compreende um grupo de micro-organismos
universalmente distribuidos, considerado quase sinbnimo de agua e ambientes
aquaticos. Podem ser isoladas desde aguas potaveis até de aguas residuais e de
esgoto em varios estagios de tratamento (JANDA & ABBOTT, 2010), podendo
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também ser encontradas em ambientes marinhos com baixa concentracao de sal
(KUHN et al., 1997; SEN e RODGERS, 2004; JANDA & ABBOTT, 2010). Sao Gram-
negativas e apresentam-se em forma de bastonete. Podem provocar um espectro
variado de doencas em muitos animais de sangue frio e quente
(LAKSHMANAPERUMALSAMY et al., 2005).

Estes micro-organismos também tém sido isolados de alimentos, tais como
legumes, carnes, presunto, miudezas, aves, peixes, marisco (KINGOMBE et al.,
2004; OTTAVIANI et al., 2011) e, de agua mineral engarrafada e termal (BISCARDI
et al., 2002). Alimentos e dgua contaminados sao provaveis fontes de veiculo para
infecgbes em humanos (KHAJANCHI et al., 2010; OTTAVIANI et al., 2011) e animais
(ROSSI JR, et al., 2000). Em piscicultura, sao tipicamente oportunistas, considerado
um dos principais agentes patogénicos, que causam perdas consideraveis no
cultivo. Podem provocar enfermidades em qualquer espécie de peixe, estando
presente naturalmente na microbiota intestinal, sendo isoladas frequentemente de
pescados com bom aspecto de saude (CYRINO et al., 2004).

Aeromonas hydrophila é mais frequente do que as outras espécies de
Aeromonas no desenvolvimento de doencgas nos peixes, sendo que esta também
reune os isolados de maior viruléncia (PAVANELLI et al., 2008). Seus sinais clinicos
de infeccdo em peixes podem variar de lesées de pele superficiais ou profundas, a
quadros tipicos de septicemia. As lesdes de pele podem se apresentar como areas
de hemorragia e necrose de extensao variada, que podem progredir para Ulceras
gue acometem geralmente o tecido muscular. Nos quadros de infeccao sistémica, €
observada a exoftalmia, abdémen distendido, contendo liquido de aspecto opaco
e/ou ligeiramente sanguinolento e presenca de petéquias nas visceras e parede
interna da cavidade abdominal, hiperplasia do figado, baco e rins (KUBTIZA e
KUBTIZA, 2004). Recentemente tem sido a espécie de maior frequéncia em estudos
com organismos aquaticos do Submédio Sao Francisco (SILVA, 2011 e SANTOS,
2011)

A patogénese bacteriana pode estar associada aos diversos fatores de
viruléncia. Tais fatores permitem a bactéria colonizar, invadir, evitar o sistema de
defesa e causar dano tecidual ao hospedeiro (VIZZOTTO, 2009). Esse potencial
patogénico vem sendo foco de muitos estudos em microbiologia. Diversos
pesquisadores descreveram varios fatores de viruléncia em Aeromonas hydrophila,

dentre eles o antigeno-O, a presenca de capsula (MERINO et al., 1996 e ZHANG et
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al., 2002), e camada S (DOOLEY e TRUST, 1988), presenca de exotoxinas como
hemolisinas e enterotoxinas (CHAKRABORTY et al., 1984), presenca de
exoenzimas como lipases, amilases e proteases (PEMBERTON et al., 1997; LEUNG
& STEVENSON, 1988) e presenca do sistema de secrecao tipo Il (SSTT) (YU et al.,
2004). Sen (2005), também trabalhando com fatores de viruléncia, caracterizou a
elastase e lipase e, Nan e Joh (2007), os flagelos laterais como fatores de
patogenicidade em Aeromonas hydrophila.

Os peixes apresentam como importante mecanismo de defesa, o muco, as
escamas e a pele, caracterizados como defesa ndo especifica. Além da protecao
contra injurias fisicas, possuem essencial funcao na osmorregulacdo, impedindo a
entrada excessiva de agua e a perda de ions dos tecidos para a agua. O muco
apresenta substancias com acao neutralizante, bactericida e fungicida, bem como
anticorpos e enzimas, fazendo deste uma das mais importantes barreiras contra
organismos patogénicos (KUBITZA, F. & KUBITZA, L. et al., 2004).

Proteases causam danos aos tecidos e favorecem o estabelecimento da
infeccdo por sobrepujar as defesas do hospedeiro. Também podem produzir um
glicerofosfolipideo que atua como uma lipase ou fosfolipase que pode causar lise de
eritrécitos por digestdo de sua membrana plasmatica. As a-hemolisinas produzem
efeito citotdxico e lise incompleta, enquanto as B-hemolisinas produzem poros nas
membranas celulares, destruindo a célula por ruptura (PEMBERTON et al., 1997).
As A. hydrophila podem possuir ainda, um repertério de enzimas extracelulares tais
como proteases, amilases e lipases, que digerem o0s componentes celulares
(LEUNG & STEVENSON, 1988; PEMBERTON et al., 1997).

A aerolisina é um fator importante na patogenicidade de A. hydrophila. Ela é
secretada como um precursor inativo (ABRAMI et al., 1998), mas é rapidamente
convertida para toxina ativa. A proaerolisina € ativada pela remocao proteolitica de
um peptideo C-terminal (HOWARD & BUCKLEY, 1985) e é convertida por
proteases, da bactéria e do hospedeiro, em aerolisina. A aerolisina se liga as
proteinas de células eucaribticas, levando a formacao de poros levando a ruptura
das células, destruicao da permeabilidade da membrana e lise osmética (HOWARD
& BUCKLEY, 1982). Essa proteina atravessa o interior e exterior das membranas
das bactérias, bem como a membrana plasmatica das células eucariéticas,
ocasionando perfuracbes (LAKSHMANAPERUMALSAMY et al., 2005). A aerolisina

€ um dos principais fatores de viruléncia e 0 mais encontrado e estudado.
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A patogenicidade de algumas Aeromonas tem sido relacionada com a
formacao de Biofilme e, a preoducédo deste ja foi relacionada com presenca de
flagelos laterais e polares. Cepas de Aeromonas mesofilicas expressam um unico
flagelo polar em todas as condicbes de cultura e produzem flagelos laterais em
meios de cultura sdélidos. Essas células hiperflageladas tém demonstrado alta
capacidade de aderéncia, fato que contribui para a formacéo de biofilmes (GAVIN et
al., 2002). Estudando a Aeromonas hydrophila, Canals et al., (2006) descobriram a
relacdo da presenca de flagelo lateral com a formacéo de biofilme. Pelo menos nove
genes relacionados a producao de flagelo lateral (/af A a U) ja foram identificados e
caracterizados em A. hydrophila (GAVIN et al., 2002).

A patogénese da A. hydrophila € multi fatorial e podem trabalhar em conjunto
(YU et al., 2005). A importancia dessa espécie como patdgenos de peixes ainda nao
foi claramente definida e elas demonstram ampla variagdo com relagéo a viruléncia
dentre os diferentes isolados. Contudo, dentro do complexo Aeromonas moéveis, as
mais virulentas pertencem a espécie A. hydrophila (COSTA, 2003). A variedade de
enzimas produzidas por essas bactérias contribui significativamente para sua ampla
distribuicdo e grande capacidade de adaptacdo as mudancas ambientais e
patogenia (PEMBERTON et al., 1997).

2.3. Micotoxinas — Aflatoxinas

Micotoxinas sao metabdlitos secundarios, de baixo peso molecular, produzidas
por fungos filamentosos, aparentemente sem qualquer fungédo no seu metabolismo
normal. Sao produzidas, ainda que nao exclusivamente, a medida que o fungo atinja
a maturidade. Estes metabdlitos constituem um conjunto quimico toxigénico
heterogéneos, que possui a capacidade de causar doencas no ser humano e
animais, podendo leva-los a morte (BENNETT e KLICH, 2003).

Na década de sessenta, a mortalidade de milhares de perus na Inglaterra,
mobilizou cientistas a buscarem a causa, e chegaram a possibilidade da existéncia
de contaminacdo com toxinas de Aspergillus flavus, presentes na ragao contendo
torta de amendoim (BENNETT e KLICH, 2003). Na mesma década, um surto tdxico
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causou prejuizos em piscicultura de truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), pelo
consumo de racdo contendo farinhas de oleaginosas (ROBERTS, 1981). Estando
associadas principalmente a graos de cereais, utilizados como ingredientes para a
fabricacdo de racdées (CYRINO et al.,, 2004). Diante disso, as micotoxinas
comecaram a ser foco de estudo.

Tais contaminantes podem ser formados em funcdo de mas condi¢des de
armazenamento de alimentos utilizados comumente na fabricacao de racées (NRC,
1993). Além disso, as condi¢des inadequadas de plantio, colheita, secagem e
transporte de produtos agricolas favorecem o crescimento fungico. O Aspergillus
flavus, é o fungo responsavel pela producao de aflatoxinas, cuja presenca na ragao,
mesmo que em pequenas quantidades (0,01 ppb), é suficiente para o
desenvolvimento de doencas em peixes (CYRINO et al., 2004). Conforme relatado
por Rosmaninho et al. (2001), as enfermidades causadas pelas micotoxinas sao
denominadas micotoxicoses, as quais sao caracterizadas por sindromes difusas,
com predominio de lesbes em determinados 6érgaos.

A aflatoxina é uma micotoxina altamente carcinogénica, os principais tipos de
interesse médico-sanitario sdo identificados como By, By, G e Go. Aflatoxina B € a
mais toxica, geralmente a principal produzida por cepas toxigénicas, e também a
mais estudada (BENNETT e KLICH, 2003). Entretanto, deve-se destacar a possivel
ocorréncia destas toxinas, sobretudo em ragdes destinadas aos peixes, devido ao
fato de seus principais constituintes (milho, trigo, sorgo) serem produtos alimenticios
particularmente susceptiveis ao desenvolvimento de fungos do género Aspergillus.
Peixes expostos a aflatoxina poderdo apresentar baixo crescimento, lesées no
figado, estbmago, intestino, baco, coracdo e rins. Seu sistema imunolégico também
€ severamente prejudicado, levando consequentemente, a uma maior predisposicao
a doencas e grande mortalidade (KUBITZA, F. & KUBITZA, L. et al., 2004).

A concentracéao letal de aflatoxina em ragdes varia entre espécies, para a truta
arco-iris (Oncorhynchus mykiss) 0,5 a 1 mg kg' ragdo foi relatada como letal
(KUBITZA, F. & KUBITZA, L. et al., 2004). Enquanto em alevinos de jundia (Rhamdia
quelen) concentracdes superiores a 350 ppb kg' racdo acarretaram deposicdo
residual no figado e carcaca (LOPES et al., 2005). De acordo com Lopes et al.
(2005), de modo geral, as micotoxinas apresentam, grande estabilidade quimica, o
que permite a sua persisténcia no alimento, mesmo apés a remogao dos fungos

pelos processos usuais de industrializacdo e embalagem. Sendo que, podem
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contaminar os alimentos nas diferentes fases de producdo e beneficiamento
(LOPES, et al., 2005).

O Brasil, devido ao seu clima tropical tipico, propicia condicoes ideais para a
proliferacdo de fungos toxigénicos (ROSMANINHO, et al., 2001) .Levando em
consideracao os maleficios que as aflatoxinas podem proporcionar, foi estabelecido,
em 1988, o nivel maximo de tolerancia de 50 ug/kg, dada pela somatéria de
B1+B2+G1+G2, sendo valido para qualquer matéria prima a ser utilizada diretamente
ou como ingrediente para ragdes destinadas ao consumo animal (BRASIL, 1988).

2.4. Ascophyllum nodosum

A Ascophyllum nodosum, é uma alga marinha marrom, que é comumente
encontrada nas aguas costeiras do Norte do Oceano Atlantico (BRANDEN et al.,
2007). Pertencentes a divisdo Phaeophyta, classe Phaeophyceae (RORRER &
CHENEY, 2004), esta alga vem sendo explorada e utilizada comercialmente para a
fabricacdo de produtos utilizados tanto na agricultura como na pecuaria
(FLEURENCE, 1999).

As macroalgas marinhas usualmente possuem grandes quantidades de
carboidratos e proteinas (BENEVIDES et al., 1998). Um estudo realizado por Bird &
Haas (1931) demonstrou a presenca de grupos sulfatos nos mondémeros de frutose
em sua composicdo. Segundo Berteau & Mulloy (2003), algas marinhas marrons
possuem uma quantidade consideravel de fucanos sulfatados, oligossacarideos que
atuam sobre o sistema imune. Larsen et al. (1970), estudando a alga A. nodosum,
obtiveram resultados que indicavam a presenca de polissacarideos com diferentes
graus de sulfatagéo.

No grupo dos polissacarideos sulfatados, as fucanas apresentam um grande
potencial farmacolégico devido a sua grande variabilidade estrutural
(ALBUQUERQUE, 2005). O termo fucanas foi atribuido a um grupo de
polissacarideos exoticos que podem ser encontrados nas algas marinhas marrons e

em aquinodermos.
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Saker et al. (2004) afirmaram que o extrato de A. nodosum tem efeito positivo
no sistema imune de ruminantes. A biodisponibilidade de microminerais, vitaminas,
antioxidantes, bem como outros metabdlitos presentes no A. nodosum podem ser
fatores que afetam positivamente o desempenho do animal (FIKE et al., 2005).

A composicao bromatoldgica da farinha de A. nodosum, comercializada € de
87% de matéria seca (MS), 6% de proteina bruta (PB), 6% de fibra bruta, 22% de
matéria mineral (MM), 3% de extrato etéreo (EE) e 50% de carboidratos, entretanto,
sua composicao pode variar em funcao de variagées da composicao da A. nodosum
fresca (Sharp, 1986). Conforme especificacbes do fabricante o conteudo de
aminoacidos, vitaminas e minerais estdo apresentados na Tabela 2. Os valores
percentuais encontrados por Meurer et al. (2010) (com base na matéria natural) para
umidade, MM, matéria organica, EE e PB foram respectivamente 9,64; 22,34; 77,66;
2,49; 7,70; o valor de energia bruta foi 2.826,99 (kcal.kg™). Os valores avaliados
para a FAM estao de acordo com os apresentados por Sharp (1986) e préximos aos

fornecidos pelo fabricante.

Tabela 1. Composicido bromatolégica da farinha da alga marinha marrom
(Ascophyllum nodosum) informada pelo fabricante’

Aminoacidos (%) 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 Acido Félico 0,1-0,5 Cobalto <1
Cistina 0,07 Niacina 10-30 Cobre 1-10
Glutamato 0,71 Riboflavina 5-10 lodo < 1.000
Glicina 0,30 Tiamina 1-5 Ferro 100 — 500
Histidina 0,07 Tocoferdis 15-300 Manganés 10 - 50
Isoleucina 0,26 Mineriais (%) Selénio 3-4
Leucina 0,38 Fosforo 0,1-0,2 Estréncio 100 — 600
Lisina 0,30 Calcio 1,0-2,0 Vanadio 1-5
Metionina 0,11 Cloro 2,0-3,0 Zinco 10-50
Fenilalanina 0,24 Sédio 2,5-3,5 Molibidénio <2
Prolina 0,25 Potassio 1,56-2,5 Chumbo <1
Serina 0,27 Magnésio 0,5-1,0 Cadmio <1
Treonina 0,25 Enxofre 2,0—-3,0 Carboidratos (%)
Tirosina 0,12 Minerais ppm Alginato 18,0 -27,0
Triptofano 0,06 Aluminio 50-150 Manitol 3,0-8,0
Valina 0,27 Bario 5-15 Laminarina 2,0-5,0

' Acadian Seaplants Limited.
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Alves Filho (2010), apresentou coeficiente de digestibilidade aparente (CDA)
para a farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum de 58,13% para a MS,
43,48% para a PB e 23,92% para a energia bruta em tilapias do Nilo. Quanto a
proteina digestivel e energia digestivel, o CDA foram respectivamente, 3,39% e
678,47 kcal kg.

O fornecimento da A. nodosum na alimentacdo animal pode proporcionar
melhoria em uma série de fatores relacionados ao desempenho, imunidade e
qualidade da carne, mas estes dados sao demonstrados pela literatura
principalmente para animais terrestres (KANNAN et al., 2007a; KANNAN et al.,
2007b; BRANDEN et al., 2007; ARCHER, et al., 2008; GARDNER et al., 2008).

Embasado nos efeitos evidenciados para animais terrestres a utilizacao da A.
nodosum na alimentacdo de peixes vem sendo estudada. Meurer et al. (2010)
afirmaram que a FAM apresenta um bom potencial para ser utilizada como aditivo
para alevinos de tilapia do Nilo, a sua inclusdo em niveis de até 20 g.kg racdo™ ndo
provocou prejuizos ao crescimento, melhorando os valores de conversao alimentar e
rendimento de carcaca. De acordo com Nakagawa et al. (1997) a farinha da alga
marinha A. nodosun pode ser utilizada como aditivo alimentar em racbes para
peixes. O mesmo autor demonstrou que a inclusdo de 5% deste aditivo em ragdes
para juvenis de red sea bream (Pargrus major), proporcionou um maior peso Vvivo e

percentagem de proteina corporal.
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3 - Artigos Cientificos

Artigo 1

Caracterizacao molecular de fatores de viruléncia em Aeromonas hydrophila
obtidas de peixes

Samira Teixeira Leal de Oliveira, Mateus Matiuzzi da Costa

RESUMO

Multiplos fatores podem estar envolvidos nos processos de viruléncia da
Aeromonas hydrophila. O objetivo do presente trabalho foi verificar a presenca dos
genes de viruléncia Aerolisina, Hidrolipase, Elastase e Lipase, por meio da reacao
em cadeia da polimerase (PCR), em isolados de Aeromonas hydrophila, obtidas de
peixes do Vale do Submédio Sao Francisco e, avaliar a sua viruléncia in vivo em
alevinos de tildpia do Nilo. Foram utilizados 114 isolados da bacterioteca do
Laborattério de Microbiologia e Imunologia animal da Universidade Federal do Vale
do Sao Francisco. O DNA foi termo-extraido e as PCR realizadas com iniciadores
especificos descritos na literatura. Para testes in vivo, foram utilizados alevinos de
tilapia do Nilo. A partir dos testes de PCR, foram selecionados isolados negativo
para todos 0s genes, positivos para dois genes (Aerolisina e Elastase) e positivos
para os quatro genes testados. Estes foram inoculados 108 UFC/mlI, propostos como
tratamentos e mais um testemunha (com inoculacdo de solucdo salina). No total,
foram evidenciados 12 padrées distintos quanto a presenca dos fatores de viruléncia
nos isolados de A. hydrophila. A associacao de fatores de viruléncia observada com
maior frequéncia foi Lipase / Elastase / Aerolisina / Hidrolipase, descrita em 21
isolados. Dos 114 isolados analisados, 100 (87,72%) apresentaram pelo menos um
dos fatores de viruléncia pesquisados. Os fatores de viruléncia foram amplamente
distribuidos entre os isolados de A. hydrophila. A aerolisina foi o fator de viruléncia
presente em maior frequéncia nos isolados analisados. A A. hydrophila causou a
mortalidade dos alevinos de tilapia do Nilo, independente da auséncia ou quantidade
dos genes de viruléncia testados.

Palavras chave: Aerolisina, Lipase, Elastase, Hidrolipase, inoculacao, peixes

ABSTRACT
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Multiple factors can be involved in the processes of virulence of the Aeromonas
hydrophila. The objective of the present work was to verify the presence of the
Aerolisina, Hidrolipase, Elastase and Lipase virulence genes, by means of the
reaction in chain of polimerase (PCR), in isolated of Aeromonas hydrophila, gotten of
fishs of the Valley of the Submédio San Francisco and to evaluate its alive virulence
in alevinos of Nile tildpia . 114 Isolated ones of the bacterioteca of the Laboratério de
Microbiologia and animal Imunologia had been used. The DNA was term-extracted
and the PCR carried through with described specific primers in literature. For alive
test in, had been used alevinos of tilapia of the Nile. From the PCR tests, negative
isolated for the all genes, positive for two genes (Aerolisina and Elastase) and
positive for the four tested genes had been selected. These had been inoculated 108
UFC/ml, considered as treatments and plus one witness (with inoculation of saline
solution). In the total, 12 distinct standards to the presence of the virulence factors in
the isolated ones A. hydrophila had been evidenced. The association of virulence
factors observed with bigger frequency was Lipase/Elastase/Aerolisina/Hidrolipase,
described in 21 isolated ones. Of the 114 isolated ones analyzed, 100 (87.72%)
presented at least one of the searched factors of virulence. The virulence factors
widely had been distributed between the A. hydrophila isolated. The aerolisina was
the virulence factor present in bigger frequency in the isolated analyzed. To A.
hydrophila it caused the mortality of the alevinos of t. Nile, independent of the amount
or absence of the tested virulence genes .

Keywords: Aerolisin, Lipase, Elastase, Hidrolipase, inoculation, fish

1. INTRODUCAO

As Aeromonas spp. sao caracteristicamente bactérias Gram-negativas de agua
doce, pertencentes a familia Aeromonadaceae, anaerdbicas facultativas,
encontradas em diversos ambientes, incluindo solo e agua (NAM e JOH, 2007),
podendo ainda ser componente da microbiota dos peixes (PAVANELLI, 2008). Estas
bactérias sdo importantes agentes infecciosos (JANDA & ABBOTT, 2010). Assim
como em humanos, 0 envolvimento desse microrganismo em doencgas de peixes €
geralmente associado a outras condicdes, e sua patogenicidade parece estar
relacionada com estresse dos hospedeiros (CYRINO et al.,, 2004). Embora,
pesquisadores tenham relatado Aeromonas spp, como patbgenos emergentes e
primarios, possuindo mecanismos altamente especificos para promoc¢ao de doencas
(CHACON et al., 2004; VILCHES et al., 2004; SHA et al., 2005; YU et al., 2005).
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Amostras com alta viruléncia podem infectar peixes sadios, porém, o estresse
oriundo de criagdes intensivas também colabora e propicia o desencadeamento de
surtos (SUOMALAINEN et al., 2005). A espécie Aeromonas hydrophila é a mais
comum dentro do género Aeromonas (CIPRIANO, 2001; MIRANDA e ZEMELMAN
2002; SANTOS, 2011; SILVA, 2011). Ela vem sendo isolada e identificada a partir de
espécies com e sem sintomatologia clinica. Esta bactéria é considerada a mais
virulenta dentro desse complexo (CYRINO et al., 2004).

Os fatores de viruléncia da bactéria estdo relacionados com a invasao,
replicacdo e evasdo do sistema imune dos hospedeiros, além de provocarem as
lesbes durante a patogénese da doenca (VILCHES et al.,, 2004). Diversos
pesquisadores descreveram varios fatores de viruléncia em Aeromonas hydrophila,
dentre elas o antigeno-O, presenca capsulas (MERINO et al., 1996 e ZHANG et al.,
2002), e camada S (DOOLEY e TRUST, 1988), exotoxinas como hemolisinas e
enterotoxinas (CHAKRABORTY et al., 1984), exoenzimas como lipases, amilases e
proteases (LEUNG & STEVENSON, 1988; PEMBERTON et al., 1997) e o sistema
de secrecéo tipo Il (SSTT) (Yu et al., 2004). A patogénese da A. hydrophila € multi
fatorial (Yu et al.,, 2004), mas os mecanismos das doencas ainda nao foram
claramente esclarecidos.

Ferramentas e técnicas de biologia molecular como a PCR (Reacao em Cadeia
pela Polimerase), tém sido utilizadas para a identificacdo de agentes etiologicos
causadores de enfermidades, permitindo a identificacdo de possiveis genes que
codificam fatores de viruléncia responsaveis pela patogenia do micro-organismo.
Além da caracterizagcdo molecular, faz-se necessario, avaliagbes in vivo para
qualificacdo da sua patogenicidade em funcao da presenca dos genes de viruléncia
(COSTA et al., 2010).

Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar, por meio da PCR, a presenca dos
genes de viruléncia Aerolisina, Hidrolipase, Elastase e Lipase em isolados de
Aeromonas hydrophila, obtidos de peixes pacamas (Lophiosilurus alexandri) do Vale
do Submédio Sao Francisco e, avaliar sob parametro de sobrevivéncia, a sua

viruléncia em alevinos de tilapia do Nilo.
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2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal,
do Curso de Zootecnia, no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Vale do Sao Francisco (UNIVASF) de Petrolina.

2.2. Isolados bacterianos

Um total de 114 isolados de Aeromonas hydrophila, foi utilizado neste estudo,
adquiridos da bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia e Imunologia Animal da
UNIVASF. Esses isolados foram obtidos a partir de rim, tegumento, intestino e
lesbes de pacamas (Lophiosilurus alexandri). Os animais foram provenientes da
Barragem de Sobradinho/BA e do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros
(CIRPA) de Bebedouro/PE. Os isolados de Aeromonas hydrophila foram
previamente identificados por meio de suas caracteristicas morfolégicas, tintoriais e
bioquimicas, conforme Quinn et al. (1994), e através da PCR para confirmacao de
género e espécie, segundo metodologia descrita por Ghatak et al. (2007). As
culturas foram repicadas em meio agar Triptona de Soja (TSA), e entdo utilizadas

para caracterizacao molecular.

2.3. Caracterizacao molecular dos isolados

Os DNAs das Aeromonas hydrophila, foram termo-extraidos em um volume
final de 50 pl. A PCR foi utilizada para averiguacdo da presengca dos genes
Aerolisina, Hidrolipase, Elastase e Lipase com primers especificos apresentados no
Quadro 1. As reagdes de PCR, especificas para cada gene, estdo descritas no
Quadro 2.
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Quadro 1. Relacdo dos indicadores usados para pesquisa dos genes de viruléncia

Gene Primer Indicadores (5' - 3') Produto Referéncia
Hidrolipase Lip-F AACCTGGTTCCGCTCAAGCCGTTG 65 pb (CASCON
Lip-R TTGCTCGCCTCGGCCCAGCAGCT etal., 1996)
Elastase ahyB-F ACACGGTCAAGGAGATCAAC 540 pb  (SEN, 2005)
ahyB-R CGCTGGTGTTGGCCAGCAGG
Lipase pla/lip-F ATCTTCTCCGACTGGTTCGG 383 — (SEN, 2005)
pla/lip-R CCGTGCCAGGACTGGGTCTT 389 pb
Aerolisina aer-F CCTATGGCCTGAGCGAGAAG 431 pb (HOWARD
aer-R CCAGTTCCAGTCCCACCACT etal., 1987)

Quadro 2. Produtos utilizados para formar a reacdo da PCR para genes de
viruléncia de A. hydrophila

Produtos da reacao Genes de viruléncia
Hidrolipase Elastase Lipase  Aerolisina

Tampéao de enzima 1X (10 mM Tris-HCI pH 8,5, 50 mM KCI)
MgCl, (mM) 2 1,2 1,5 2
dNTPs (mM) 0,4 0,4 0,2 0,4
Primers (pmol) 15 15 7,5 15
Taq DNA polimerase’ 2,5 0,15 2,5 2,5
(U)
DNA molde (uL) 8 4 4 8
Agua ultra pura’ (uL) 10,0 14,6 15,75 10,0
Total (uL) 25 25 25 25

" Ludwig Biotech

As PCRs foram realizadas sob condi¢cdes semelhantes: para Hidrolipase, o
primeiro passo de desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos seguido de 35 ciclos de
desnaturacao a 94 °C, anelamento a 60,5 °C por 30 segundos € um passo de
extensdo a 72 °C por 30 segundos. Apds o término dos ciclos adicionou-se mais
uma etapa de extenséo final a 72 °C por 10 minutos. Nos demais genes, a diferenca
consistiu na temperatura de anelamento (Elastase 60,6 °C; Lipase 58,2 °C; e
Aerolisina 55,5 °C). Os produtos das PCRs foram visualizados em transiluminador

com gel de agarose a 2% adicionado de brometo de etideo.
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2.4. Inoculacao de A. hydrophila com diferentes frequéncias de fatores de

viruléncia em alevinos de Oreochromis niloticus

2.4.1 Condicoes experimentais

Para cumprir 0 objetivo proposto da parte in vivo, foram utilizados 63 alevinos
de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com peso médio de 4,26 * 0,02,
provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros (CIRPA) de Bebedouro.
Os peixes foram distribuidos em 24 aquarios, contendo 60 L de volume util, em um
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e seis repetigdes.
Sendo cada unidade experimental constituida por um aquario com trés alevinos.
Foram considerados como tratamentos, a inoculacdo dos isolados de Aeromonas
hydrophila nos alevinos, sendo dois isolados distintos, negativos para todos os
genes; dois positivos para dois genes; dois positivos para 0s cinco genes; € 0
tratamento controle, no qual ndo foi inoculada A. hydrophila, apenas solugao salina.

Os aquarios possuiam aeracao constante por contato, por meio de pedras
microporosas ligadas através de mangueiras de silicone a mini-compressores de ar.
Diariamente, pela manha (7h00) e a tarde (16h30min), eram sifonados, com a
remocao de 40% da agua, fezes e eventuais restos de racado. Ainda diariamente
eram medidos os parametros fisico-quimicos da agua, quanto a temperatura, pH,
oxigénio dissolvido e condutividade elétrica.

Foi formulada uma ragédo de acordo com as exigéncias nutricionais da espécie
nesta fase, composta de farelo de soja 70,79%; milho 16,70%; 6leo de soja 5,00%;
fosfato bicalcico 2,80%; calcario calcitico 0,20%; suplemento mineral e vitaminico
4,00%; sal 0,50%; e butil hidroxi tolueno (BHT) 0,01%. Esta foi fornecida a vontade,
trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 17h00.

Apés sete dias de adaptacéo, foi realizada a inoculacao das A. hydrophila nos
alevinos de tilapia do Nilo por injecao intramuscular, latero-dorsal direita, em cada
peixe, de um preparado de indculo bacteriano com diluicdo em solugcéo salina estéril
a concentracdo de 108 UFC/ml. Foi aplicada na proporcdo de 0,2 ml/peixe, a mesma
quantidade para o tratamento testemunha, constando apenas de solugcao salina. O
in6culo bacteriano possuindo dois genes de viruléncia, foi escolhido em fungdo da
maior ocorréncia nas andlises de PCR, constando da combinagdo de Lipase /
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Aerolisina, a partir de entdo, as coldnias a serem usadas foram escolhidas de forma
aleatdria dentro do grupo.

Apés a inoculacao, os peixes foram observados, quanto a eventuais alteragdes
comportamentais, formacao de lesdes ulcerativas e mortalidade. O parametro de
mortalidade, foi submetido a andlise de variancia (One-way ANOVA) e verificando
efeito siginificativo (p<0,05) o teste Duncan foi realizado pelo software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS

3.1. PCR

A frequéncia dos fatores de viruléncia averiguados nos 114 isolados de
Aeromonas hydrophila encontra-se na Tabela 1. O gene encontrado com maior
frequéncia nos isolados foi a Aerolisina, enquanto que o menos frequente foi o da
Hidrolipase.

Tabela 1. Relacédo dos genes de viruléncia presentes nos isolados de A. hydrophilla

Genes Numero de isolados Ocorréncia (%)
Aerolisina 90 78,95
Lipase 66 57,89
Elastase 53 46,49
Hidrolipase 41 35,96

Dos 114 isolados analisados, 100 (87,72%) apresentaram pelo menos um dos
genes dos fatores de viruléncia pesquisados. Apenas um dos genes avaliados foi
encontrado em 22% (22/100) dos isolados. A distribuicdo dos fatores de viruléncia
nos isolados de A. hydrophila pode ser observada na Tabela 2. No total, foram

evidenciados 12 padrdes distintos quanto a presenca dos genes para os fatores de
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viruléncia nos isolados de A. hydrophila. A associacdo de fatores de viruléncia
observada com maior frequéncia foi Lipase / Elastase / Aerolisina / Hidrolipase
descrita em 20 isolados. A combinacéo Lipase / Elastase / Aerolisina foi relatada em
17 isolados e a presenca do gene da aerolisina isoladamente na mesma quantidade.
Um aspecto importante a destacar é que 42,98% dos isolados (49/114)

apresentaram pelo menos trés dos fatores de viruléncia pesquisados.

Tabela 2. Combinacdes e ocorréncia dos genes de viruléncia nos isolados de A.

Hydrophila
Combinacoes dos genes Numero de Ocorréncia
isolados (%)
positivos
Aerolisina 17 14,91
Lipase 4 3,51
Elastase 1 0,88
Lipase / Aerolisina 17 14,91
Aerolisina / Hidrolipase 5 4,39
Elastase / Aerolisina 4 3,51
Lipase/Elastase 3 2,63
Lipase / Elastase / Aerolisina 14 12,28
Elastase / Aerolisina / Hidrolipase 8 7,02
Lipase / Aerolisina / Hidrolipase 4 3,51
Lipase / Elastase / Hidrolipase 2 1,75
Lipase / Elastase / Aerolisina / Hidrolipase 21 18,42

3.2. Inoculacao de A. hydrophila com diferentes frequéncias de fatores de
viruléncia em alevinos de Oreochromis niloticus

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica, foram, respectivamente, 27,11 + 0,08 °C; 7,18 + 0,05; 7,40 +
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Os valores de mortalidade dos alevinos de tilapia do Nilo, inoculados com
Aeromonas hydrophila contendo nenhum gene (n=2), positivo para dois genes (n=3),
quatro genes (n=4) e com inoculacdo de apenas solucdo salina (n=1), estédo
descritos na Figura 1. Foi possivel verificar que o tratamento testemunha (inoculados
com solucédo salina), difere estatisticamente (P < 0,05) do tratamento 2, 3 e 4.

Na Figura 2, a evolucdo no numero de lesbes apds a inoculacdo de A.
hydrophila nos alevinos de tilapia do Nilo, foi possivel verificar que, no tratamento
testemunha (inoculados com solucdo salina) ndo houve presenca de lesdes durante
todo o periodo experimental, assim como em um periodo de 24 h, o tratamento no
qual o isolado inoculado ndo continha os genes de viruléncia testados. Todavia, o
comportamento das les6es modificou-se no terceiro dia, sendo maior em nimero de
peixes para os isolados com menor numero de genes de viruléncia, mas, esse

comportamento foi invertido no quinto dia experimental.

mOgene

4 B 2genes

4 genes

M Sol.Salina

dial dia3 diab

Figura 2. Evolucao no numero de lesdes causadas por A. hydrophila com diferentes
quantidades de genes de viruléncia nos alevinos de tilapia do Nilo

4. DISCUSSAO
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Os valores médios dos parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios, pH,
oxigénio dissolvido, condutividade elétrica e temperatura permaneceram dentro dos
limites adequados para a tilapia do Nilo (KUBITZA, 2003).

Neste trabalho, foram identificados genes de viruléncia em isolados de A.
hydrophila obtidos de peixes do Vale do Sao Francisco, mediante a técnica de PCR.
Devido a sua velocidade e sensibilidade, ensaios com PCR tém sido utilizados para
detectar a distribuicdo de genes de viruléncia nos isolados de Aeromonas spp. (YU
et al., 2005). Apenas 12,28% (14/114) nao apresentaram nenhum fator de viruléncia,
0 que corrobora com os dados da literatura (LI et al., 2011). Este fato confirma o
grande potencial de patogenicidade de A. hydrophila oriunda de peixes. O que
permite supor sua elevada capacidade de causar enfermidades em peixes,
especialmente por que estes foram isolados em sua maioria de animais enfermos.

Em nosso estudo nado foi verificada relacdo estatistica entre a presenca de
fatores de viruléncia e a mortalidade ocasionada por A. hydrophila em tilapias do
Nilo. Esta diferenca foi observada apenas em relagcdo ao grupo controle inoculado
apenas com solucdo salina. Estes achados comprovam a patogenicidade dos
isolados independentemente da presenca dos fatores pesquisados (aerolisina,
hidrolipase, lipase e elastase). A presenca de fatores de viruléncia, em especial o0s
relacionados a produtos extracelulares, desempenham um papel importante na
translocacao da Aeromonas spp. pelos epitélios, estando desta forma grandemente
associados a viruléncia bacteriana (JUTFELT et al., 2008). Embora Ottaviani et al.
(2011), estudando Aeromona spp. isoladas de fontes clinicas (humanos com
diarréia), ndo encontraram essa relagdo nas estirpes, apesar de identificadas como
a causa de gastroenterites aguda, sendo elas negativas para os fatores testados.
Contudo a viruléncia de Aeromonas spp. pode ser associada a diversos fatores e,
isolados de pacientes humanos geralmente ndo possuem uma relagcdo genética
significativa com os patdégenos de organismos aquaticos. Este fato pode estar
associado aos resultados descritos no presente estudo, especialmente se
considerarmos que outros fatores de viruléncia além dos estudados no presente
estudo foram descritos como marcadores de viruléncia em A. hydrophila (LI et al.,
2011).

Alguns estudos relataram uma correlacdo positiva entre 0 maior numero de
genes de viruléncia abrigados em um isolado de Aeromonas spp. e seu potencial
para determinar enfermidades (ALBERT et al, 2000; SHA et al. 2002; CHANG et al,
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2008). Heuzenroeder et al. (1999), propuseram para a A. hydrophila, que a presenca
de dois genes poderia indicar sua viruléncia em animais. Estes achados confirmam
que esta espécie possui uma matriz mais ampla de genes de viruléncia que as
outras espécies de relevancia clinica (AGUILERA-ARREOLA et al., 2007). As cepas
de A. hydrophila aqui investigadas, em sua maioria, tinham dois ou mais genes
68,42% (78/114), embora em diferentes combinac¢des, o que destaca o seu potencial
para patogenicidade, corroborando com o trabalho de Li et al. (2011), no qual
afirmam que as propriedades de viruléncia da A. hydrophila possui boa correlacao
com o presenca de genes de viruléncia especificos, sendo estes a aerolisina,
enterotoxina e protease.

A aerolisina foi o fator descrito com maior frequéncia nos isolados de A.
hydrophila, o que esta de acordo com varios trabalhos (NAWAZ et al., 2010; NAM e
JOH, 2007; LI et al., 2011). De acordo com Heuzenroeder et al. (1999) a presenca
da aerolisina é um forte indicio da viruléncia em isolados de Aeromonas spp.
patogénicas. Biscardi et al. (2002), estudando a ocorréncia de A. hydrophila em 84
amostras de agua, isolaram seis linhagens presentes na agua mineral consideradas
citotéxicas possuindo o gene codificador da Aerolisina. Para doze isolados de agua
termais, sete foram citotéxicos e onze continha esse gene. Ottaviani et al. (2011), a
partir de estudos realizados com cepas de Aeromonas spp. isoladas de alimentos e
do meio ambiente (dguas superficiais) na ltalia, também encontraram uma maior
percentagem do gene Aerolisina. Sendo este mais prevalente, nos isolados do
ambiente. Em trutas, Nam e Joh (2007), também indicaram a maior prevaléncia da
aerolisina em isolados patogénicos. A aerolisina também €& considerada o principal
fator de viruléncia em isolados de A.veronii para bagres (NAWAZ et al., 2010).

O gene codificador da elastase e lipase também foram identificados nos
isolados de A. hydrophila obtidos de peixes no Vale do Sao Francisco. Este gene é
comumente encontrado em isolados de Aeromonas spp. (SEN, 2005). As lipases e
hidrolipases sdo consideradas importantes fatores de viruléncia em Aeromonas spp.
pois alteram a estrutura da membrana citoplasmatica dos hospedeiros e desta forma
exarcebam a patogencidade da mesma, especialmente se o0 gene da aerolisina esta
presente (NAWAZ et al., 2010). Sao importantes fatores extracelulares para
colonizagao do hospedeiro e destruicdo de seus tecidos (CASCON et al., 2000).
Song et al. (2004) demonstraram o potencial da associacdo da elastase aos danos
provocados pela aerolisina em cultivos celulares. A capacidade das enzimas
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extraceluluares em provocarem lise para alimentar as células bacterianas em
proliferacdo € muito importante para Aeromonas spp. (CASCON et al., 2000). O
gene da lipase também foi descrito como importante fator de viruléncia em isolados
de Aeromonas spp. isoladas de trutas (NAM & JOH, 2007).

A A. hydrophila provocou o0 desenvolvimento de lesGes nos peixes
independente do numero de genes de viruléncia testados. Verificou-se que, a partir
do terceiro dia o numero de lesdes foi crescente de acordo com o0 menor numero de
genes de viruléncia presente nas A. hydrophila. Uma reducdo no numero de lesdes
foi observada a partir do terceiro dia nos animais inoculados com A. hydrophila sem
e com dois fatores de viruléncia, contudo nos animais inoculados com isolados
contendo quatro fatores de viruléncia o niumero de lesdes permaneceu constante,
este fato esta diretamente relacionado a mortalidade, que foi maior no grupo
inoculados com A. hydrophila contendo maior nimero de genes de viruléncia.

5. CONCLUSOES

Os fatores de viruléncia encontram-se amplamente distribuidos entre os
isolados de A. hydrophila, indicando o potencial patogénico para 0s organismos
aquaticos do Vale do Sao Francisco. A aerolisina foi o fator de viruléncia presente
em maior frequéncia nos isolados analisados.

A A. hydrophila possui a capacidade em causar mortalidade em alevinos de
Tildpia do Nilo, independente da presenca e da quantidade dos genes de viruléncia

testados.
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Artigo 2

Inoculacao de Aeromonas hydrophila em tilapia (Oreochromis niloticus)
apos a ingestao de aflatoxina

Samira Teixeira Leal de Oliveira, Mateus Matiuzzi da Costa

RESUMO

Este estudo objetivou verificar o efeito das aflatoxinas na alimentacdo de
tilapias do Nilo inoculadas com Aeromonas hydrophila. Foram utilizados 120
alevinos com 35 dias e 1,55 + 0,005 g de peso médio que foram distribuidos em 20
aquarios, sendo cada unidade experimental constituida por um aquario de 60 L com
6 alevinos. Foram utilizados niveis crescentes de inclusdo da aflatoxina 0,350;
0,757; 1,177 g kg racdo’ e uma racdo testemunha (sem aflatoxina), em
delineamento inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco repeti¢des.
Para o estudo do efeito da aflatoxina sobre a viruléncia de A. hydrophila em tilapias
do Nilo, foi considerando como tratamentos, o grupo de alevinos de tilapia do Nilo
recebendo racéo testemunha inoculados com solugado salina (1); ragcao testemunha
inoculados com Aeromonas hydrophila (2); ragdo contendo 0,350 g kg racdo' de
aflatoxina inoculados com Aeromonas hydrophila (3); racdo contendo 0,757 g kg
racdo” de aflatoxina inoculados com Aeromonas hydrophila (4); ragdo contendo
1,177 g kg racdo” de aflatoxina inoculados com Aeromonas hydrophila (5).
Utilizando-se cinco tratamentos e quatro repeticées. No efeito das aflatoxinas sobre
o desempenho de tilapias do Nilo ndo foram encontrados diferengas significativas
nos parametros estudados. A sobrevivéncia e o comprimento total dos alevinos
foram influenciados em funcédo dos tratamentos (P<0,05), com os valores maiores
para o tratamento 1. A conversdo alimentar aparente (CAA) também foi menor no
tratamento 1 em comparacao ao tratamento 5. Foi possivel verificar que doses de
até 1,177 g kg racdo™’ de aflatoxina, ndo influenciou a sobrevivéncia e desempenho
de alevinos de tilapias do Nilo. Entretanto a acdo sinérgica de aflatoxinas e
Aeromonas hydrophila, mostrou-se eficaz em provocar a morte dos peixes
experimentais.

Palavras chaves: tilapia do Nilo, micotoxina, inoculagdo, Aeromonas hydrophila

ABSTRACT
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This study aimed to determine the effectof aflatoxinsin the dietof Nile
tilapia inoculated  with Aeromonas hydrophila. 120 fingerlingswere  used for 35
days and 1.55 £ 0.005 g mean weight were distributed in 20 tanks,
each experimental unit consists of a 60 Laquarium with 6 fry. Increasing levels of
inclusion of aflatoxin 0.350, 0.757 and 1.177 g kg-1 diet and a control
diet (no aflatoxin) ina completely randomized design with four treatments
and fiverepetitions. To study the effect of aflatoxin on the virulence of A. hydrophila
in Nile tilapia, was considered as treatments, the group of Nile tilapia receiving the
control diet were inoculated with saline solution (1); control diet inoculated with A.
hydrophila (2), 0.350 g.kg diet containing aflatoxin-1 inoculated with A.
hydrophila (3), 0.757 g.kg diet containing aflatoxin-1 inoculated with A. hydrophila
(4); 1.177 g.kg diet containingaflatoxin-1 inoculated with A. hydrophila (5). With
fivetreatments and four replications. The effect of aflatoxin on the performance of Nile
tilapia were not found significant differences in the parameters studied. Survival
and total length of the fingerlings were influenced by the treatments (P <0.05),
with higher values for treatment 1. The feed conversion ratio (CAA) was also lower
intreatment 1 compared to treatment5.1t was noted thatdosesof up
to 1.177 g.kg feed aflatoxin-1 did not influence the survival andperformance of Nile
tilapia fingerlings. However, the synergistic action of aflatoxins and A. hydrophila,
was effective in causing the death of the experimental fish.

Keywords: tilapia of the Nile, micotoxina, inoculation, Aeromonas hydrophila

1. INTRODUCAO

A piscicultura mundial, apesar da longa tradicao e praticas em alguns paises, €
ainda considerada um setor de producdo de alimento jovem, mas que tem crescido
rapidamente nos ultimos 50 anos. No periodo de 1970-2008 a producao de pescado
para o consumo subiu a uma taxa média anual de 8,3%. Na América Latina, o Brasil
encontra-se em destaque, sendo conceituado hoje, como um dos paises com maior
potencial hidrico em todo o mundo (FAO, 2010).

Com o sistema intensivo de cultivo de peixes, pode-se obter alta produtividade,
algumas vezes acima de 30 toneladas por hectare/ano (BRASIL, 2010). Embora
esse sistema seja muito promissor, estdo mais sujeitos a agentes estressores, tais
como deterioracdo e/ou variacdo da qualidade da agua, as interacées agonisticas,
ao manuseio de cultivo e ao transporte (PAVANELLI et al., 2008). Outro grande

fator é a nutricdo inadequada, bem como a presenca de micotoxinas nas racoes, a
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qual pode resultar em supressao da resposta imune nos peixes (CYRINO et al.,
2004).

Aflatoxinas sdo produtos metabdlicos toxicos, produzidos por Aspergillus flavus
(Bennett & Klich, 2003). Sao contaminantes comuns de alimentos como o milho, o
farelo de amendoim e o farelo de algodao, que podem ser utilizados na fabricacdo
de ragdes (KUBITZA, F. & KUBITZA, L. et al., 2004). Possuem a propriedade de
tornar os peixes mais susceptiveis a estresse de qualquer origem, apresentando
manifestacdes toxicoldgicas e efeito sobre o sistema imune a partir de sua ingestao,
assim como podem ocasionar efeitos cronicos e agudos (MILLER & TRENHOLM,
1997).

Quando a homeostase é perturbada, o peixe torna-se altamente vulneravel a
infeccdo, a qual pode ser provocada por patégenos oportunistas, obrigatérios ou
facultativos, que podem estar presente no ambiente de cultivo (ROBERTS, 1981). O
envolvimento de Aeromonas spp. em enfermidades é geralmente associado a outras
condigcbes, e sua patogenicidade parece estar relacionada com estresse de
hospedeiros ja debilitados. Espécies de Aeromonas spp. mesdfilas principalmente
A. hydrophila, tém sido associadas a maior mortandade de peixes em todo o0 mundo
na ultima década, resultando em enormes perdas econémicas (JANDA & ABBOTT,
2010).

Hoje, 0 género Aeromonas é considerado sinbnimo de agua e ambientes
aquaticos, sendo isolada desde aguas de beber a aguas residuais e de esgoto em
varios estagios de tratamento (JANDA & ABBOTT, 2010). Considerando o risco de
qgue ingredientes utilizados nas racdes de peixes possam apresentar niveis elevados
de aflatoxinas, tona-se importante entdo, o seu estudo na piscicultura.

O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito da inoculacdo de Aeromonas
hydrophila, apés o fornecimento de niveis crescentes de aflatoxina em ragdes para
alevinos, sexualmente revertidos, de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da

linhagem chitralada.

2. MATERIAL E METODOS
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2.1. Local

O presente trabalho foi realizado no Laborat6rio de Microbiologia e Imunologia
Animal, do Curso de Zootecnia, no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF) de Petrolina.

2.2. Animais experimentais

Foram utilizados alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) da linhagem
chitralada, sexualmente revertidos, na fase inicial. Tais alevinho tinham 35 dias de
idade, provenientes do Centro Integrado de Recursos Pesqueiros (CIRPA) de
Bebedouro, Petrolina — PE. Foram selecionados 120 animais com peso médio de
1,55 + 0,005g e distribuidos em 20 quarios com 60 L de volume util, em um
delineamento inteiramente casualizado. Sendo entdo, cada unidade experimental
constituida por um aquario com seis alevinos.

Os aquarios possuiam aeracao constante, por meio de pedras micro-porosas
ligadas a mini-compressores de ar. O manejo experimental consistia na sifonagem
diaria pela manha (7h00) e tarde (16h30min), com a remogéo de cerca de 40% da
agua, onde além da troca de agua eram também retiradas as fezes e eventuais
restos de racdo. A limpeza interna das paredes dos tanques era feita semanalmente
para evitar o aparecimento de perifiton.

2.3. Racoes

Quatro ragdes foram formuladas com 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal
de energia digestivel. Para a fabricacdo das ragdes os alimentos foram moidos em
peneira de 1 mm. A composicdo das ragdes experimentais encontram-se na Tabela

1. Posteriormente, foram umedecidas, peletizadas em uma peletizadora elétrica
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experimental, e entdo os peletes foram secos em estufa de ventilacao forcada por
24h a 56°C. Apéds secos, foram quebrados e assim, adequado o tamanho do pélete a
boca dos alevinos.

O arracoamento foi feito trés vezes ao dia as 8h00, 12h00 e 17h00.
Semanalmente, as unidades experimentais eram pesadas para a adequacado da
quantidade de racao fornecida. Sendo que, a ragéo fornecida foi a mesma nas duas

fases experimentais, para seus devidos tratamentos.

Tabela 1. Composicao percentual das racdes experimentais.

Ingredientes’ Aflatoxina g kg racao™

0,00 0,350 0,757 1,177
Farelo de soja 70,79 70,79 70,79 70,79
Milho 16,70 16,70 16,70 16,70
Oleo de soja 5,00 5,00 5,00 5,00
Fosfato bicalcico 2,80 2,80 2,80 2,80
Calcario calcitico 0,20 0,20 0,20 0,20
Micotoxina 0,00 350 757 1177
Suplemento mineral e vitaminico? 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

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

A aflatoxina adicionada as ragdes foi cedida pelo Laboratério de Pesquisas
Micologicas (LAPEMI) da Universidade Federal Santa Maria. Apresentava-se como
um po fino, e a sua inclusao foi realizada mediante uma pré mistura na fracdo do

milho, antes da mistura dos demais ingredientes das racoes.

2.4. Efeito das aflatoxinas sobre o desempenho de tilapias do Nilo
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Os tratamentos utilizados para avaliar o efeito das aflatoxinas nos alevinos de
tilapia do Nilo, constituiu-se de quatro ragdes, uma testemunha (sem adi¢cdo de
aflatoxina) e outras trés com niveis crescentes de aflatoxina (0,350; 0,757 e 1,177 g
kg racdo™'). O modelo experimental foi arranjado em quatro tratamentos e cinco
repeticdes. A ragdo foi fornecida em um nivel de 8% da biomassa.

Diariamente, antes das sifonagens, era aferida a concentracao de oxigénio,
temperatura, condutividade elétrica e pH da agua dos aquarios (medidor
multiparametros modelo HI 9828, HANNA Instruments). Ap6s 30 dias experimentais,
os animais foram pesados para determinacdo dos parametros de crescimento,

ganho de peso e conversao alimentar aparente.

2.5. Efeito da aflatoxina sobre viruléncia de A. hydrophila em tilapias do Nilo

Para este experimento foram utilizados cinco tratamentos e quatro repetigoes.
Considerando como tratamentos, o grupo de alevinos de tilapia do Nilo recebendo
ragao testemunha inoculados com solucéo salina (1); racdo testemunha inoculados
com Aeromonas hydrophila (2); ragdo contendo 0,350 g.kg™' de aflatoxina inoculados
com Aeromonas hydrophila (3); ragdo contendo 0,757 g.kg™' de aflatoxina inoculados
com Aeromonas hydrophila (4); ragdo contendo 1,177 g.kg™' de aflatoxina inoculados
com Aeromonas hydrophila (5). Cada unidade experimental também constou de um
aquario contendo seis peixes. Os peixes foram arracoados a vontade.

A inoculacao das Aeromonas hydrophila nos alevinos de tilapia do Nilo, foi
realizada por meio de um preparado de indculo bacteriano com diluicdo em solugéo
salina estéril a concentracdo de 10® UFC/ml. Essa solucdo foi injetada via
intramuscular, latero-dorsal direita, em cada peixe experimental, assim como a
solucéo salina pura, foram aplicadas na proporcéo de 0,5 ml/animal.

Os parametros fisico-quimicos da agua dos aquarios também foram aferidos
nesse experimento. Antes do procedimento de inoculagcdo de A. hydrophila nos
peixes, foi feito um cultivo da agua dos aquarios em meio Agar sangue para verificar
possivel presenca desta bactéria no proprio ambiente aquético. Ainda na segunda

fase, a partir da inoculacdo, os animais foram avaliados quanto a eventuais
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manifestacdes de infeccdo por Aeromonas hydrophila (lesbes externas, ascite, etc.)
e mortalidade. Ao final do periodo experimental, depois de anestesiados com
benzocaina (100mg/L) e eutanasiados por seccao medular, os peixes de cada
unidade experimental, foram pesados e medidos para a determinacdo dos
parametros de desempenho e carcaga. Dois peixes de cada unidade experimental
tiveram o seu rim extraido para a determinagcdo do indice hepato-somatico (IHS),
((peso do figado/ peso corporal)x100) e de um deles, foi feito cultivo bacteriano do
rim em meio agar Triptona de Soja (TSA), assim como foram feitos o cultivo de todos
0s peixes que morreram em funcdo da inoculacdo, a partir do rim e lesdes
ulcerativas.

Depois de avaliado todos os parametros propostos, calculados os valores de
desempenho, sobrevivéncia, parédmetros de carcaca e IHS, bem como os
parametros fisico-quimicos da agua, estes foram submetidos a analise de variancia,
(One-way ANOVA) e verificando efeito realizou-se o teste Tukey (p<0,05) caso pelo
software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito das aflatoxinas sobre o desempenho de tilapias do Nilo

3.1.1. Agua dos aquérios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, matutina e vespertina foram, respectivamente, 27,28 + 0,06 °C e 28,14 +
0,12°C; 7,24 £ 0,04 e 7,14 £ 0,04; 6,94 + 0,11 € 6,73 £ 0,17 mg/L; 68,87 + 2,75 e
63,71 = 3,68 uSm/cm. Nao houve variacao dos referidos parametros entre os

tratamentos (P>0,05).

3.1.2. Sobrevivéncia, crescimento e conversdo alimentar
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Durante o periodo experimental a sobrevivéncia foi de 100% em todas as
unidades. Os valores médios do peso inicial, crescimento e conversao alimentar dos
alevinos de tilapias do Nilo, submetidos a ragdes contendo niveis crescentes de
aflatoxina encontram-se na Tabela 2. O peso inicial dos alevinos utilizados no
experimento foi estatisticamente semelhante (P>0,05) entre os tratamentos. As
médias de peso final, ganho de peso e conversdo alimentar ndo apresentaram
diferengas significativas entre os tratamentos em fungdo do aumento dos niveis de
aflatoxina (P>0,05) nas racdes.

Tabela 2. Valores médios dos parametros de desempenho e conversao alimentar
aparente (CAa) dos alevinos de tilapias do Nilo submetidos a racdes
contendo niveis crescentes de aflatoxinas

Parametros Aflatoxina g.kg racao™

0,00 0,350 0,757 1,177 P*
Peso inicial (g) 1.55+0,01 155+0,00 1.55+0,01 155+£0,01 0,25
Peso final (g) 852+058 8,26+099 839+0,80 8,00+£1,01 0,81
Ganhodepeso(g) 6,96+348 6,71 595 6,83+4,81 6,45+6,06 0,81
CAa 1,08+0,04 1,11+0,08 1,09+0,05 1,13£0,09 0,56
*P = P-valor

3.2. Efeito da aflatoxina sobre viruléncia de A. hydrophila em tilapias do
Nilo

3.2.1. Agua dos aquérios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, matutina e vespertina foram, respectivamente, 27,31 = 0,09 °C e 28,14 +
0,12°C; 7,2 £ 0,05 e 7,14 £ 0,05; 7,14 + 0,15 e 6,76 £ 0,15 mg/L; 86,81 £ 0,63 e
82,58 + 45 uSm/cm. Nao houve variagdo dos referidos parametros entre os
tratamentos (P>0,05).

Nao houve crescimento de Aeromonas spp. a partir da agua dos aquarios. Do
cultivo bacteriano do rim e lesbes ulcerativas, em meio TSA, a partir dos peixes

mortos durante o periodo experimental, houve crescimento de colbnias bacterianas
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de género Aeromonas, no entanto, 0 mesmo nao foi verificado para o cultivo a partir

do rim dos alevinos na finalizagdo do experimento.

3.2.2. Sobrevivéncia, crescimento e conversdo alimentar

Os valores percentuais da sobrevivéncia dos alevinos de tilapias do Nilo,
submetidos a ragdes contendo niveis crescentes de aflatoxina e inoculagdo de A.
hydrophila encontram-se na Figura 1. A sobrevivéncia foi influenciada em funcao
dos tratamentos, apresentando diferencga significativa maior para o tratamento de
alevinos de tilapia do Nilo recebendo racdao testemunha inoculado com solucdo
salina (T1) (P<0,05), em comparacdo aos demais tratamentos que nao diferiram

entre si.

] SOB (%)

Figura 1. Sobrevivéncia dos alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus),
submetidos a desafio com doses crescentes de aflatoxinas e inoculagcéo
de A. hydrophila. - (1) grupo de alevinos de tilapia do Nilo recebendo
racdo testemunha inoculados com solucao salina; (2) racao testemunha
inoculados com A. hydrophila; (3) racdo contendo 0,350 g.kg' de
aflatoxina inoculados com A. hydrophila; (4) racdo contendo 0,757 g.kg™
de aflatoxina inoculados com A. hydrophila; (5) ragdo contendo 1,177
g.kg ™" de aflatoxina inoculados com A. hydrophila.
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Os valores médios de peso final e ganho de peso dos alevinos encontram-se
na Tabela 3. As médias de peso final e ganho de peso ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos em funcao das doses de aflatoxinas (P>0,05) nas
racdes e inoculacao de solucao salina ou A. hydrophila.

Tabela 3. Peso e ganho de peso médio de tilapias do Nilo submetidos a racdes
contendo aflatoxina, inoculados com A. hydrophila (2, 3, 4 e 5) e solugao

salina (1)

Tratamentos' Peso final Ganho de peso
(9) (9)

1 17,27 £ 1,00 15,72 £ 1,00

2 17,33 £ 2,36 15,77 £ 2,36

3 17,98 £+ 2,22 16,43 £ 2,22

4 16,42 + 1,80 14,87 £ 1,80

5 14,51 £1,30 12,97 £ 1,30

p-valor 0,15 0,15

"tratamento de alevinos de tilapia do Nilo recebendo ragéo testemunha inoculados com solugéo salina
(1); racdo testemunha inoculados com A. hydrophila (2); ragédo contendo 0,350 g.kg'1 de aflatoxina
inoculados com A. hydrophila (3); racdo contendo 0,757 g.kg'1 de aflatoxina inoculados com A.
hydrophila (4); ragao contendo 1,177 g.kg'1 de aflatoxina inoculados com A. hydrophila (5)

Os valores médios da conversao alimentar aparente (CAA) dos alevinos de
tilapias do Nilo, encontram-se na Figura 2. Seus valores apresentaram diferenca
significativa (P<0,05) entre os grupos que receberam racdo testemunha inoculada
com solugcdo salina (Tratamento 1) e o grupo de alevidos que receberam racéo
contendo 1,177 g.kg' de aflatoxina inoculados com Aeromonas hydrophila

(Tratamento 5), sendo estatisticamente menor para o Tratamento 1.
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Tabela 4. Valores finais médios dos parametros corporais das tilapias do Nilo
submetidos a desafio com doses crescentes de aflatoxinas e inoculagéo
de A. hydrophila

Parametros Tratamentos'
1 2 3 4 5 P*

Comprimento g5, 509  833+043 835+025 818+053 7.67+026 011

padrao (cm)
Largura (cm)  1,53+0,03  1,53+0,08 1,55+0,10 1,48+002 1,38%0,11 0,06
é}':;‘)ra final 3,05+007 298+002 3,15+020 296+0,08 284+022 0,15
Rendimento

de carcaca 15,32+0,91 1577+1,69 1586+1,91 1460+1,49 13,90+2,64 0,61
(9)

Rendimento
de carcaca
sem cabega

(9)

*P = P-valor; 'tratamento de alevinos de tilapia do Nilo recebendo ragéo testemunha inoculados com
solugéo salina (1); racdo testemunha inoculados com A. hydrophila (2); racdo contendo 0,350 g.kg'1
de aflatoxina inoculados com A. hydrophila (3); ragdo contendo 0,757 g.kg'1 de aflatoxina inoculados
com A. hydrophila (4); ragao contendo 1,177 g.kg'1 de aflatoxina inoculados com A. hydrophila (5)

10,84+0,78 11,45+151 11,44+158 1022+125 8,67+1,01 0,06

O resultado final de comprimento total dos animais experimentais esta
representado na Figura 3 (P<0,05). O comprimento total do Tratamento 1 (grupos
que receberam racdo testemunha inoculada com solugdo salina), foi
significativamente maior (P<0,05) que o Tratamento 2 (grupo de alevidos que
receberam racdo contendo 1,177 g.kg”' de aflatoxina inoculados com Aeromonas
hydrophila), sendo estes, estatisticamete semelhantes aos demais.



SEZESSE

= ©
+— = T O
@ O — @

8covo .=

CES o - H§

Rl
QD5 0w
So30o= o

= 35 O - — —
< © .S o~
6?00l

S..&%.m
Oe%e




56

Tabela 5. indice hepatossomatico (IHS) e fator de condicdo (FC) de tilapia do Nilo
submetidos a desafio com doses crescentes de aflatoxinas e inoculagéo
de A. hydrophila

Parametros Tratamentos’

1 2 3 4 5 P*
IHS 125+0,4 1,14+0,34 1,98+0,62 1,42+0,22 1,35+0,55 0,24
FC 1,75+0,03 1,48+0,15 1,73+0,02 1,77+025 1,82+0,11 0,11

*P = P-valor; 'tratamento de alevinos de tilapia do Nilo recebendo ragéo testemunha inoculados com
solucdo salina (1); racao testemunha inoculados com A. hydrophila (2); ragdo contendo 0,350 g.kg'1
de aflatoxina inoculados com A. hydrophila (3); ragdo contendo 0,757 g.kg'1 de aflatoxina inoculados
com A. hydrophila (4); ragdo contendo 1,177 g.kg'1 de aflatoxina inoculados com A. hydrophila (5)

4. DISCUSSAO

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

A andlise dos parametros de desempenho e carcaca revelou nao haver
diferenca entre o grupo alimentado com aflatoxina e o controle. Deng et al. (2010),
ao avaliar o efeito de aflatoxinas na alimentacdo de tilapias por um periodo de 20
semanas, também nao observaram efeitos tdéxicos quando esta foi administrada em
concentracdes de 1,6 mg/kg de dieta e, atribuiram isto as boas condi¢des de cultivo.
Contudo, El-Sayed & Khalil (2009) comprovaram efeitos téxicos agudos e de
alteracdo de comportamento em sea bass (Dicentrarchus labrax L.), alimentados
com aflatoxinas nas concentragdes de 0.018 mg/kg. Estas concentracbes de
aflatoxinas foram menores que as utilizadas em nosso estudo. As quantidades de
aflatoxinas utilizadas no presente estudo correspondiam aos valores estimados de
DLso para todas as espécies animais (0,3-9,0 mg/kg) (MCKEAN et al., 2004).

Segundo Tuan et al. (2002), doses acima de 2,5 mg de aflatoxina/kg de dieta
para a tilapia do Nilo, podem afetar negativamente parametros de crescimento,
sendo a mortalidade, associada a ingestdo de aflatoxinas observadas em doses

acima de 100 mg/kg de racdo. Lopes et al. (2005), observaram diminuicdo no



57

crescimento de alevinos de jundia (Rhamdia quelen) alimentados com racéo
contendo aflatoxina na concentragcdo de 0,204 g/kg. Contudo, nenhum efeito foi
observado sobre a sobrevivéncia dos peixes, mesmo quando doses de 1,177 g/kg
de racéo foram administradas.

A sensibilidade dos peixes as micotoxinas é variavel, sendo a espécie truta
arco-iris, a que apresenta maior sensibilidade (BAILEY et al., 1996). Arana et al.
(2002) demonstraram que o gendtipo das trutas pode afetar significativamente o
efeito das aflatoxinas sob os parametros de crescimento e ganho de peso. O bagre é
um peixe que apresenta resisténcia (JANTRAROTAI & LOVELL, 1991), o que
também foi comprovado por Lopes et al. (2005) ao avaliar o efeito das aflatoxinas
sobres jundias. Isto aponta a importancia do efeito da espécie e de componentes
genéticos sobre os efeitos provocados pelas micotoxinas em peixes e, estes podem
explicar alguns dos resultados descritos no presente estudo.

O isolado de A. hydrophila utilizado no presente estudo foi eficaz em provocar a
morte dos peixes, 0 que esta de acordo com varios relatos da literatura que apontam
esta bactéria como o principal patégeno de organismos aquaticos (BOIJINK &
BANDAO, 2001 e 2004; KUBITZA, F. & KUBITZA, L., 2004; PAVANELLI, et al.,
2008; PLUMB & HANSON, 2008). Nas condi¢cbes do presente estudo a morte dos
animais ocorreram no periodo de 24 horas sendo que, os animais submetidos a
necropsia apresentaram ascite, lesdes externas hemorragicas e purulentas. Em 72
horas apos a inoculagdo também foram observadas a necrose da nadadeira caudal.
Esses achados sdo semelhantes aos descritos para infecgdes septicemicas
ocasionadas por Aeromonas spp. (BOIJINK et al., 2001; BOIJINK & BANDAO, 2001
e 2004).

Apoés inoculagdo bacteriana, diferencas significativas foram obtidas entre o
grupo controle e os alimentados com aflatoxinas na dose de 1,177 g.kg" para os
parametros de conversado alimentar e comprimento total. Estes resultados apontam
para a agao sinérgica entre as aflatoxinas e Aeromonas hydrophila. O efeito das
aflatoxinas sobre o figado e sistema imunolégico é bem conhecido, causam uma
série de danos ao metabolismo das proteinas, carboidratos e lipideos (MALLMANN
et al., 1994; ROSMANINHO et al., 2001; BENNETT e KLICH, 2003). Os peixes que
recebem aflatoxinas se tornam sensiveis a fatores estressantes do meio ambiente e
de origem microbiana (ROSMANINHO et al.,, 2001; LOPES et al., 2005).

Acreditamos que 0 mesmo possa ter ocorrido em nosso estudo, o que reduziu os
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parametros de conversdo e comprimento total. No presente estudo, nao foi
verificada alteragcdo no indice hepatossomatico o que seria sugestivo de leséo
hepatica, e nao foi possivel realizar a andlise microscopica deste 6rgao, a qual é
associada a danos causados por aflatoxinas.

Atualmente sistemas de producdo intensivos de tilapia do Nilo, estdo
associados a estresse, super lotacdo e administracdo de dietas contendo produtos
de origem vegetal (CYRINO et al., 2004; PAVANELLI et al.,, 2008). Este fato
predispde 0s peixes a contaminacdo por aflatoxinas, sendo descritas como
contaminantes da racdo produzida para varios organismos aquaticos, podendo
chegar a doses de 3,388 g (ABDELHAMID, et al., 1998; FARABI et al., 2006). Este €
um fato preocupante, principalmente quando consideradas os efeitos da interacao
deste contaminante com ictiopatégenos, como virus e bactérias (ROSMANINHO et
al., 2001).

5. CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel verificar que doses de até 1,177 g.kg racdo™
de aflatoxina, n&o influencia no desempenho e rendimento de carcaga de alevinos
de tilapias do Nilo. Entretanto, a acao sinérgica de aflatoxinas e Aeromonas
hydrophila, influencia fortemente na sua mortalidade.
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Artigo 3

Ascophyllum nodosum na alimentacao de tilapia (Oreochromis niloticus) e seu
efeito apds a inoculacao de Aeromonas hydrophila
Samira Teixeira Leal de Oliveira, Mateus Matiuzzi da Costa

RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito da farinha de alga marinha
marrom Ascophyllum nodosum (FAM), em tilapias do Nilo, sob desafio sanitario com
inoculagdo de Aeromonas hydrophila. O experimento foi realizado durante um
periodo de 40 dias, onde 120 alevinos de tilapia do Nilo, com 40 dias e 2,68 + 0,01g
de peso médio foram distribuidos em 20 aquarios, em um delineamento inteiramente
casualizado com cinco tratamentos e cinco repeticdes. Sendo cada unidade
experimental constituida por um tanque plastico de 36 L com 3 alevinos. Foi
fornecida uma racédo com inclusao da farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum
(FAM) 20 g kg racdo™ e uma racéo testemunha (sem FAM). A inoculagao foi feita por
meio de um preparado de inéculo bacteriano com diluicdo em solugéo salina estéril a
concentracdo de 10° UFC/ml. Exceto a largura, que foi maior para o tratamento com
o fornecimento da FAM (P<0,05), esta nao influenciou nos parametros de
desempenho dos alevinos. Ap6s a inoculacdo, nao foi verificado influéncia nos
parametros de desempenho, mas a ocorréncia de lesbées nos animais inoculados
com A. hydrophila, alimentados com FAM, foram menores, estes também
apresentaram uma regressao no numero de lesées em um periodo de tempo menor
do que o do grupo controle. A farinha de alga marinha marrom Ascophyllum
nodosum, reduziu o numero de lesdes no peixes em menor tempo quando
comparado ao controle.

Palavras chave: aditivo alimentar, Oreochromis niloticus, desafio sanitario,
Aeromonas hydrophyla

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of the flour brown seaweed
Ascophyllum nodosum in Nile tilapia under health challenge inoculated with
Aeromonas hydrophila. The experiment was conducted over a period of 40 days,
where 120 of the Nile tilapia, with 40 days and 2.68 + 0.01 g average weight were
distributed in 20 tanks in a completely randomized design with five treatments and
five repetitions . As each experimental unit consists of a plastic tank of 36 L with 3
fry. Was provided with a ration of flour inclusion of seaweed Ascophyllum nodosum
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(FAM) 20 g kg-1 diet and a control diet (no MAF). Inoculation was made through a
bacterial inoculum prepared with dilution in sterile saline solution concentration of
106 CFU / ml. Except for the width, which was higher for treatment with the provision
of the FAM (P <0.05), this did not influence the performance parameters of the
fingerlings.After inoculation, was not observed influence on performance parameters,
but the occurrence of lesions in animals inoculated with A. hydrophila, fed with FAM,
were smaller, they also showed a decline in the number of lesions in a shorter time
period than the control group. Flour brown seaweed Ascophyllum nodosum, reduced
the number of lesions in fish in less time when compared to control.

Keywords: alimentary additive, Oreochromis niloticus, sanitary challenge, Aeromonas
hydrophila

1. INTRODUCAO

A piscicultura contemporanea é apontada como um mercado estratégico para o
desenvolvimento sustentavel, produgdo de alimentos e ampliagdo de fronteiras
inexploradas no Brasil (FIGUEIREDO & LEAL, 2008). Fazendo parte desse contexto,
o Semiarido nordestino, apresenta corpos d’agua, como o rio Sao Francisco,
acudes, canais de irrigacao e barragens pouco exploradas, que apresentam areas
potenciais de cultivo de espécies de peixes tropicais (MEURER et al., 2009); aliada a
sua condicao climatica, que é marcada por apresentar altas temperaturas durante a
maior parte do ano e, solos caracteristicos com boa fertilidade quimica e pH
normalmente em torno da neutralidade.

A atividade pesqueira, do ponto de vista social, pode se tornar uma fonte de
renda importante para a populacao local, em especial as ribeirinhas, como é o caso
dos pescadores artesanais. As tilapias constituem o segundo grupo de peixes de
maior importancia na aquicultura (EL-SAYED, 2006) e o seu cultivo e comércio tem
se mostrado como uma das atividades agropecuarias de maior crescimento mundial.
O mercado de filés esta abastecido cada vez mais com espécies de agua doce, em
especial, as tilapias (FAO, 2010).

Com o crescimento da exploracao pesqueira, € evidenciado o aumento da
ocorréncia de enfermidades em peixes, uma vez que sistemas intensivos de cultivo
favorecem a fatores que prejudicam a homeostasia dos animais (PAVANELLI et al.,
2008). Surtos epizoobticos, sao observados com frequéncia e as bactérias, dentre os
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varios patégenos, provavelmente constituem o grupo de agentes etioldgicos
economicamente mais significante (FRERICHS & MILLAR, 1993). Dentre estes
agentes, destacam-se as bactérias do género Aeromonas. O envolvimento de
Aeromonas em enfermidades é geralmente associado a outras condicées, e sua
patogénicidade parece estar relacionada com estresse aos hospedeiros ja
debilitados.

As bactérias do género Aeromonas estdo presentes naturalmente no
ecossistema aquatico, e fazem parte da flora microbiana normal dos peixes
(PAVANELLI et al., 2008). Estes microorganismos podem causar enfermidades em
animais pecilotérmicos e homeotérmicos, incluindo o homem (ROBERTS, 1981).
Estdo associadas a hemorragia septicémica em peixes de agua doce (CYRINO et
aL., 2004) e gastroenterites transmitidas aos seres humanos pelo contato e
consumo de carne e agua contaminadas (ABDULLAH et al., 2003).

O controle de infeccbes em peixes, tem tido um sucesso limitado na prevencao
ou cura em ambientes aquaticos, principalmente quando da utilizacdo de drogas
antimicrobianas. Atualmente, buscam-se alimentos funcionais, para combater o
aparecimento destas enfermidades, visto que a utilizacdo das drogas
antimicrobianas (promotores de crescimento) esta sendo evitada, principalmente por
imposigao de barreiras comerciais em mercados importantes, como Unido Européia,
em funcdo do seu efeito residual na carne, impacto ambiental e o possivel
aparecimento de resisténcias transferiveis.

Produtos derivados de algas marinhas, como a farinha de Ascophyllum
nodosum, estdo sendo testados na nutricdo animal como alimento funcional. A A.
nodosum é uma alga marinha marrom, e seu uso vem provando uma melhora
relacionada ao desempenho, imunidade e qualidade da carne para animais
terrestres (KANNAN et al., 2007a; KANNAN et al., 2007b; BRANDEN et al., 2007;
ARCHER, et al., 2008; GARDNER et al., 2008), assim como para peixes
(NAKAGAWA et. al., 1997; MEURER et al., 2010; ALVES FILHO, 2010).

Nessas condigcdes, visto o ranking que a tilapia do Nilo ocupa na piscicultura
mundial, e os beneficios que a farinha da alga marinha Ascophyllum nodosum (FAM)
pode Ihes proporcionar, o presente trabalho teve como objetivo, avaliar o efeito da
farinha de alga marinha marrom Ascophyllum nodosum, em tilapias do Nilo, sob
desfio sanitario com inoculagdo de Aeromonas hydrophila.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Condicoes experimentais

O presente trabalho foi realizado no Laborat6rio de Microbiologia e Imunologia
Animal, do Curso de Zootecnia, no Campus de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF) de Petrolina, com o objetivo de testar
o efeito da farinha da alga marinha marrom Ascophyllum nodosum (FAM), em
alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), sexualmente revertidos, da
linhagem chitralada, sob desfio sanitario, com inoculacdo de Aeromonas hydrophila.

Do lote de alevinos de tilapia do Nilo, sexualmente revertidos, com 40 dias de
idade, foram selecionados 120 animais com peso médio de 2,68 + 0,01g e
distribuidos em 20 quarios com 60 L de volume util, em um delineamento
experimental, inteiramente casualizado com quatro tratamentos e cinco repeticdes.
Os alevinos foram provenientes de um criatério comercial de peixes instalado em
Juazeiro — BA. Considerando cada unidade experimental um aquario contendo seis
peixes e, que os tratamentos consistram de quatro grupos sendo dois que
receberam racdo testemunha, um inoculado com solucdo salina (Tratamentol) e
outro inoculado com A. hydrophila (Tratameto 3) e; dois grupos que foram
alimentados com racédo contendo farinha de alga marrom A. nodosum, sendo um
deles inoculado com solucdo salina (Tratamento2) e outro inoculado com de A.
hydrophila (Tratamento 4).

Os aquarios possuiam aeracao constante, por meio de pedras micro-porosas
ligadas a mini-compressores de ar. O manejo experimental consistia na sifonagem
diaria pela manha (7h00) e tarde (16h30min), com a remog¢éo de cerca de 40% da
agua, onde além da troca de agua eram também retiradas as fezes e eventuais
restos de racéo. A limpeza interna das paredes dos tanques era feita semanalmente

para evitar o aparecimento de perifiton.
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2.2. Racoes

Quatro ragdes foram formuladas com 30% de proteina digestivel e 3.000 kcal
de energia digestivel. Para a fabricacdo das ragdes os alimentos foram moidos em
peneira de 1 mm (Tabela 1), posteriormente, foram umedecidas, peletizadas em
uma peletizadora elétrica experimental, e estes peletes secos em estufa de
ventilagcdo forcada por 24h a 56°C. Quando secos, foram quebrados e assim,
adequado o tamanho do pélete a boca dos alevinos.

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

eram pesadas para a adequacao da quantidade de racao fornecida.

Tabela 1. Composicao das racdes experimentais

Ingredientes’ g Kg racao™
Tratamento1e2 Tratamento 3 e 4

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

' De acordo com Rostagno et al. (2000); * Niveis de garantia por quilograma do produto: Vit.
A,1.200.000 UI; Vit. D3, 200.000 UI; Vit. E, 12.000 mg; Vit. K3, 2.400 mg; Vit. B1, 4.800 mg;
Vit. B2, 4.800 mg; Vit. B6, 4.000 mg; Vit. B12, 4.800 mg; Ac. Félico, 1.200 mg; Pantotenato Ca,
12.000 mg; Vit. C, 48.000 mg; Biotina, 48 mg; Colina, 65.000 mg; Niacina, 24.000 mg; Fe,
10.000 mg; Cu, 6.000 mg; Mn, 4.000 mg; Zn, 6.000 mg; I, 20 mg; Co, 2 mg; Se, 20 mg. % Valor
da DLs, encontrada no primeiro ensaio

2.3. Ascophyllum nodosum
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A FAM se apresenta como um pé muito fino, de coloragdo creme clara e com
um cheiro caracteristico. Foi fornecida uma quantidade de 20 g.kg racdo” .Os
valores percentuais da FAM utilizada no presente experimento (com base na matéria
natural) para umidade, matéria mineral, matéria orgéanica, extrato etéreo e proteina
bruta foram respectivamente 9,64; 22,34; 77,66; 2,49; 7,70; o valor de energia bruta
foi 2.826,99 (kcal.kg"') (MEURER et al., 2010). Os valores bromatolégicos da FAM,
fornecidos pelo fabricante estdo na Tabela 2.

Tabela 2. Composicdo bromatolégica da farinha da alga marinha marrom
(Ascophyllum nodosum) informada pelo fabricante’

Aminoacidos (%) 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 Acido Félico 0,1-0,5 Cobalto <1
Cistina 0,07 Niacina 10— 30 Cobre 1-10
Glutamato 0,71 Riboflavina 5-10 lodo <1.000
Glicina 0,30 Tiamina 1-5 Ferro 100 — 500
Histidina 0,07 Tocoferdis 15 —-300 Manganés 10 -50
Isoleucina 0,26 Mineriais (%) Selénio 3-4
Leucina 0,38 Fosforo 0,1-02 Estroncio 100 — 600
Lisina 0,30 Célcio 1,0-2,0 Vanadio 1-5
Metionina 0,11 Cloro 2,0-3,0 Zinco 10 - 50
Fenilalanina 0,24 Sadio 25-35 Molibidénio <2
Prolina 0,25 Potassio 1,56-25 Chumbo <1
Serina 0,27 Magnésio 0,5-1,0 Céadmio <1
Treonina 0,25 Enxofre 2,0-3,0 Carboidratos (%)
Tirosina 0,12 Minerais ppm Alginato 18,0 -27,0
Triptofano 0,06 Aluminio 50 -150 Manitol 3,0-8,0
Valina 0,27 Bario 5-15 Laminarina 2,0-5,0

' Acadian Seaplants Limited.

2.4. Inoculacao de Aeromonas hydrophila
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A inoculacao das Aeromonas hydrophila nos alevinos de tilapia do Nilo, foi
realizada apds 30 dias experiementais com fornecimento da farinha de alga marrom
A. nodosum nas ragbes. Por meio de um preparado de in6culo bacteriano com
diluicdo em solucdo salina estéril a concentracdo de 10° UFC/ml essa solucao foi
injetada via intramuscular, latero-dorsal direita, em cada peixe experimental, assim

como a solucéo salina pura, foram aplicadas na proporgao de 0,5 ml/animal.

2.5. Medicoes e analises

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

Para controle da higidade da agua de cultivo, a agua dos aquarios foi semeada
em meio Agar sangue, antes do procedimento de inoculacédo de A. hydrophila nos
peixes experimentais. Os peixes de cada unidade experimental também foram
pesados e medidos, agrupados em dois tratamentos: fornecimento da racao
testemunha (Tratamento 1) e ragdo contendo de 20 g.kg racdo™’ (Tratamento 2), com
dez repeticdes cada.

A partir da inoculagdo, os animais foram avaliados quanto a eventuais
manifestagbes de infecgcdo por A. hydrophila, diariamente foi feito um
acompanhamento da evolugdo das lesées nos peixes e mortalidade. Ao final do
periodo experimental, depois de anestesiados com benzocaina (100mg/L) e
eutanasiados por sec¢cao medular, os peixes de cada unidade experimental, foram
pesados e medidos para a determinagcédo dos parametros de desempenho e carcaca.
Dois peixes de cada unidade experimental tiveram o seu rim extraido para a
determinacdo do indice hepato-somatico (IHS), ((peso do figado/ peso
corporal)x100) e de um deles, foi feito cultivo bacteriano do rim em meio agar
Triptona de Soja (TSA).

Depois de avaliados todos os parametros propostos, calculados os valores de
desempenho, sobrevivéncia, parametros de carcaca e IHS, bem como os

parametros fisico-quimicos da agua, estes foram submetidos a analise de variancia,
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(One-way ANOVA) e verificando efeito realizou-se o teste Tukey (p<0,05) caso pelo
software Statistica 7.0.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito da Ascophyllum nodosum antes da inoculacao com
A. hydrophila

3.1.1. Agua dos aquérios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
condutividade elétrica, matutina e vespertina foram, respectivamente, 27,28 + 0,06
°C € 28,14 £ 0,12 °C; 7,24 £ 0,04 e 7,14 £ 0,04; 6,94 + 0,11 € 6,73 = 0,17 mg/L;
68,87 + 2,75 e 63,71 = 3,68 uSm/cm. Nao houve variacao dos referidos parametros
entre os tratamentos (P>0,05).

3.1.2. Crescimento e caracteristicas de carcaca

Os valores médios de crescimento e caracteristicas de carcaca, apds 30 dias
experimentais dos alevinos de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) submetidos a
racdo contendo 20 g.kg ragdo™ de farinha de A. nodosum, estdo apresentados na
Tabela 3.
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Tabela 3. Valores médios de crescimento e caracteristicas de carcaga dos alevinos
de tilapia do Nilo, alimentados com 20 g.kg racdo™ de FAM (2) e racédo

testemunha (1)

Variaveis Tratamentos P*
1 2
Peso médio inicial (g) 2,69 £0,012 2,69 £ 0,01 0,20
Peso médio final (g) 11,083 £ 0,97 11,50 £ 0,75 0,24
Comprimeto total (cm) 8,80 £ 0,24 8,91 £0,14 0,23
g?n”)‘p”meto padrao 7,35 + 0,62 7,36 +0,12 0,96
Largura (cm) 1,35 £ 0,06a 1,40 £ 0,04b 0,02
Altura (cm) 2,51 £0,11 2,56 £0,10 0,34
Ganho de peso (9) 49,01 £6,59 52,88 £ 4,51 0,14
Conversao alimentar 1464015 1,35+ 0,07 0,06
aparente
*P = P-valor

O peso inicial dos alevinos utilizados no experimento foi estatisticamente
semelhante (P>0,05) entre os tratamentos. As médias de peso final, comprimento
total, comprimento padrao, altura, ganho de peso e conversao alimentar aparente
nao apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos em funcado do
fornecimento de 20 g.kg racdo” de FAM (P>0,05) na ragdo. A largura apresentou
efeito estatistico (P<0,05) entre os tratamentos, mostrando-se significativamente
maior no Tratamento 2. A sobrevivéncia foi de 100% em todas as unidades durante
este periodo experimental.

3.2. Efeito da Ascophyllum nodusum apés inoculacao com A. hydrophila

3.2.1. Agua dos aquérios e cultivo bacteriano

Os valores médios para a temperatura, pH, oxigénio dissolvido e condutividade
elétrica, matutina e vespertina foram, respectivamente, 27,31 + 0,09 °C e 28,14 +
0,12 °C; 7,2 +0,05e 7,14 £ 0,05; 7,14 £ 0,15 e 6,76 = 0,15 mg/L; 86,81 £ 0,63 e
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82,58 £ 4,5 uSm/cm. Nao houve variacdo dos referidos parametros entre os
tratamentos (P>0,05).

Nenhum dos aquarios apresentou crescimento de colbnias do género
Aeromonas. Do cultivo bacteriano do rim, em meio TSA, a partir dos peixes mortos
durante o periodo experimental, houve crescimento de colénias bacterianas do
género Aeromonas, entretanto, 0 mesmo nao foi verificado para o cultivo a partir do

rim dos alevinos na finalizacao do experimento.

3.2.2. Sobrevivéncia, crescimento e conversdo alimentar

Os valores médios do peso inicial, peso final, ganho de peso, conversado
alimentar aparente e o percentual de sobrevivéncia dos alevinos de tildpias do Nilo,
submetidos & racdo contendo 20 g.kg racdo” de FAM na ragéo e inoculacdo de A.
hydrophila encontram-se na Tabela 4. O peso inicial dos alevinos utilizados no
experimento foi estatisticamente semelhante (P>0,05) entre os tratamentos. Da
mesma forma, as médias de peso final, ganho de peso, conversdo alimentar
aparente e o percentual de sobrevivéncia dos alevinos, ndao apresentaram diferengas
significativas entre os tratamentos (P>0,05) em fungdo da FAM e inoculacao de A.

hydrophila.

Tabela 4. Valores médios dos paradmetros de desempenho, conversdo alimentar
aparente (CAa) e sobrevivéncia dos alevinos de tilapias do Nilo.

Variaveis Tratamentos' P*
1 2 3 4

Peso inicial (g) 2,68 + 0,01 269+0,00 2,680,010 2,68+0,01 0,27
Peso final (g) 17,38 +195 18,03+1,24 16,34+1,89 17,86 +£0,10 0,36
Ganho de peso

(9)
CAa 1,59+0,12 152+025 1,72+0,15 169+0,16 0,28

Sobrevivéncia
(%)

14,70+1,94 1533+1,24 13,66+1,89 15,18+1,00 0,36

96,67 £7,45 100,00 £0,00 93,33+9,13 90,00+9,13 0,21

*P = P-valor; ' (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com solucéo salina; (2) grupo
recebendo ragdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ra¢do contendo
FAM e inoculados com solucao salina; (4) grupo recebendo ragdo contendo FAM e inoculados com A.
hydrophila.
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3.2.3. Caracteristicas e rendimento de carcaca

Os resultados finais médios dos parametros corporais, rendimento de carcacga
e indice hepatossomatico (IHS) dos alevinos de tilapia do Nilo, encontram-se
respectivamente nas Tabelas 5 e 6. O comprimento total, comprimento padrao,
largura, altura, rendimento de carcaca com e sem cabeca e, os valores do IHS dos
alevinos de tilapias do Nilo ndo apresentaram diferencas significativas entre os
tratamentos (P>0,05) em fungcé&o da FAM e inoculacao de A. hydrophila.

Tabela 5. Valores finais médios dos parametros corporais das tilapias do Nilo
submetidos a uma ragdes contendo farinha de alga marrom Ascophyllum
nodosum pés inoculacao de A. hydrophila

Variaveis Tratamentos’
1 2 3 4 P*

Comprimento
total (cm)

Comprimento
padrao (cm)

Largura (cm) 1,48 £ 0,05 1,51+£0,05 1,49+0,06 155+0,03 0,17
Altura (cm) 2,83+£0,12 293+0,08 286+0,12 291+0,09 0,41

10,177+0,34 10,23+0,22 9,97+0,38 10,33+0,21 0,31

8,26 £0,22 8,33+0,21 8,08+0,34 8,40%0,18 0,24

*P = P-valor; ' (1) grupo recebendo racdo testemunha e inoculados com solucéo salina; (2) grupo
recebendo ragdo testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo ragdo contendo
FAM e inoculados com solucao salina; (4) grupo recebendo ragdo contendo FAM e inoculados com A.
hydrophila.

Tabela 6. Valores finais do rendimento de carcaca e indice hepatossomatico dos
alevinos de tilapias do Nilo submetidos a uma ragdes contendo farinha de
alga marrom Ascophyllum nodosum pés inoculacéo de A. hydrophila

Variaveis Tratamentos*

1 2 3 4 P*
RCc' (g) 15,24 +1,68 1574+099 1398+1,44 1577+0,89 0,14
RC3(g) 10,85+1,31 11,28+0,76 10,15+1,09 11,10+0,65 0,32
IHS® 2,43 £ 0,52 2,21 £ 0,47 2,04 £0,49 2,23+0,24 0,61

'Rendimento de carcaca com cabeca; ‘Rendimento de carcaca sem cabeca; °Hindice
hepatosomatico.; *P = P-valor; 4 (1) grupo recebendo racado testemunha e inoculados com solugao
salina; (2) grupo recebendo ragao testemunha e inoculados com A. hydrophila; (3) grupo recebendo
ragéo contendo FAM e inoculados com solugao salina; (4) grupo recebendo ragdo contendo FAM e
inoculados com A. hydrophila.
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3.2.4. Evolugéo das lesbées causadas por Aeromonas hydrophila

A andlise da ocorréncia de lesées nos animais inoculados com A. hydrophila,
alimentados ou ndo com FAM, demonstrou que, a partir do terceiro dia, 0 numero de
lesbes nos animais experimentais foram menores no grupo alimentados com FAM.
Estes, também apresentaram uma regressdo no numero de lesées em um periodo
de tempo menor do que o do grupo controle Figura 1.
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Figura 1. Evolucao no numero das les6es causadas por A. hydrophila nos alevinos
de tilapia do Nilo alimentados (T4) ou ndo (T3) com farinha de A.
nodusum.

4. DISCUSSAO

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

No presente estudo, ndo foi observado mortalidade nos peixes associada a
inoculacdo de A. hydrophila. Isto ocorreu provavelmente devido a dose de
inoculacdo 10° UFC/ml que pode ser considerada baixa, dado o grande potencial
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das A. hydrophila para os peixes (BOIJINK & BANDAO, 2001; RODRIGEZ et al.,
2008). Na literatura, existem grandes discrepancias entre os valores das doses letais
descritas para isolados de Aeromonas spp., sendo que estas variam de 10* até 102
UFC/ml (BOIJINK & BRANDAO 2001; BOWJINK et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2011).
No presente estudo, a dose de inoculacdo foi de grande importancia, a fim de que
fossem observados os efeitos da farinha de alga marrom Ascophyllum nodosum,
sobre os parametros de desempenho da tilapia do Nilo, o que nao seria possivel
com a morte dos animais. Os efeitos de protecao contra mortalidade induzida por A.
salmonicida em salmdes alimentados com extratos de macroalgas foram descritos
por Nordmo et al. (1995).

Ap6s analise dos parametros de desempennho e carcaca, nao foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos, independente do uso ou
ndo de FAM na ragédo dos animais. Este fato contradiz o descrito por Meurer et al.,
(2010) que observaram melhoria na conversdo alimentar e rendimento de carcaga.
Contudo, esses autores trabalharam com peixes mais jovens, bem como em
condigbes higidas de cultivo. Nenhuma diferenca estatistica nos parédmetros de
desempenho também foi relatada em ovinos alimentados do A. nodosum, embora os
autores citem que, quando analisados em conjunto o0s resultados mostraram
beneficios na digestibilidade da dieta (FIKE, 2005). Da mesma forma, ao
analisarmos numericamente nossos resultados verificamos também, parametros
positivos, quando da inclusdo de FAM nas dietas dos animais e inoculagdo de A.
hydrophila.

Mesmo sem ocasionar mortalidade significativa nos peixes, A. hydrophila
provocou o desenvolvimento de lesdes, contudo estas foram em menor nimero e
apresentaram reducdo em um periodo de tempo menor no grupo dos peixes
alimentados com FAM. Este fato pode estar associado a uma maior atividade do
sistema imunolégico dos peixes, 0 qual reduziu os danos provocados pela bactéria
nos tecidos. Varios estudos apontam para o importante papel do A. nodosum como
imunoestimulante, especialmente para estimulo da atividade. Ao trabalharem com
salmdo do Atlantico, Gabrielsen & Austreng (1998), nao observaram diferenca nos
parametros de peso final e crescimento, entretanto verificaram efeito positivo sobre a
atividade de lisozima sérica. Efeitos positivos sobre o sistema imunolégico, e
resisténcia ao estresse foram descritos em ovinos por Saker (2004).
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Nos sistemas atuais de producao de peixes, 0os animais estdo predispostos ao
estresse e a infeccdes bacterianas. O que, muitas vezes, exige o0 uso de drogas
antimicrobianas, que sao associadas a selegcdo de microrganismos resistentes e a
presenca de residuos nos peixes e no ambiente aquatico (VERSCHUERE et al.,
2000). A resisténcia aos antimicrobianos é um ponto de grande procupacao a
aquicultura (GUARDABASSI et al., 2010). O uso da FAM, pode ser util como aditivo
alimentar em peixes, uma vez que seus efeitos sobre o sistema imunolégico, podem
ser importantes para resisténcia ao ataque por patégenos bacterianos e viricos
(NORDMO et al., 1995; GABRIELSEN & AUSTRENG, 1998).

5. CONCLUSAO

Foi possivel concluir que, a farinha de alga marinha marrom Ascophyllum
nodosum, embora nao apresente efeito significativo sobre os parametros de
desempenho e carcacga, reduz o numero de lesbes nos peixes em tempo menor

quando comparado ao grupo controle.
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CONSIDERAGCOES FINAIS

As Aeromonas hydrophila sdo potencialmente virulentas para organismos
aquaticos. Dentre os genes de viruléncia presentes nessas bactérias, o mais
frequente é o gene da Aerolisina.

As aflatoxinas em niveis de até 1,177 g.kg racdo” nao apresentam influéncia
sobre o desempenho e rendimento de carcaca de alevinos de tilapia do Nilo. Mas
sdo influenciados quando inoculados com A. hydrophila. Estudos com doses
superiores devem ser realizados.

A alga marrom Ascophyllum nodosum numericamente proporcionou melhorias

no desempenho dos peixes e, foi eficaz no controle de lesbes ulcerativas.
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